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Resumo

A microbiota intestinal consiste na populacdo de microrganismos que coloniza o
intestino humano, estando envolvida em fungdes como a digestdo e sintese de
nutrientes, desenvolvimento do sistema imunitdrio e do sistema nervoso central
(neurogénese e mielinizagdo), bem como barreira contra organismos patogénicos. Esta
desenvolve-se progressivamente desde o nascimento e é influenciada por varios fatores,
como o tipo de parto, exposicdo a antibidticos, alimentacdo do recém-nascido (leite
materno ou suplementacao), introducdo de alimentos sélidos e fatores ambientais. A
microbiota adquirida no inicio de vida é critica para a determinacdo da resposta e
tolerancia imunitdria, sendo que alteracdes do ambiente intestinal podem ser
responsaveis por patologias do foro inflamatdrio, autoimune e alérgico em todo o ciclo
de vida. Deste modo, a formacdo da microbiota neonatal detém um papel importante

na prevencao destas patologias.

O leite materno modela a aquisicdo e o desenvolvimento da microbiota do recém-
nascido através dos seus componentes bioativos, como os oligossacaridos do leite
materno, lactoferrina e imunoglobulinas. Para além disso, é fonte de bactérias
comensais, responsaveis pela colonizacdo inicial adequada do intestino, evitando a
disrupcao da homeostase intestinal. Apesar de o leite materno ser o gold standart da
nutri¢ao infantil, o uso de féormulas ao invés do aleitamento materno exclusivo tem
vindo a aumentar, o que tem consequéncias a nivel da composi¢ao e diversificacao da

microbiota intestinal.

Esta revisdo da literatura tem como objetivo avaliar a influéncia da alimentagdo entérica
do recém-nascido no desenvolvimento e composicdo da microbiota intestinal,

comparando o aleitamento materno versus diferentes tipos de formulas infantis.

Palavras-chave: microbiota do recém-nascido, leite materno, férmulas, prebiéticos,

probidticos

O Trabalho Final é da exclusiva responsabilidade do seu autor, ndo cabendo qualquer

responsabilidade a FMUL pelos conteldos nele apresentados.



Abstract

The intestinal microbiota consists of the population of microorganisms that colonizes
the human intestine, being involved in functions such as digestion and synthesis of
nutrients, development of the immune system and central nervous system
(neurogenesis and myelination), as well as barrier against pathogenic organisms. It
develops progressively from birth and is influenced by several factors, such as the type
of delivery, exposure to antibiotics, feeding of the newborn (breastfeeding or formula
feeding), introduction of solid foods and environmental factors. The microbiota acquired
at the beginning of life is critical for the determination of immune response and
tolerance, and alterations in the intestinal environment may be responsible for
pathologies of the inflammatory, autoimmune and allergic forum throughout the life
cycle. Thus, the formation of the neonatal microbiota has an important role in the

prevention of these pathologies.

Breast milk models the acquisition and development of the newborn's microbiota
through its bioactive components, such as oligosaccharides of breast milk, lactoferrin
and immunoglobulins. In addition, it is a source of bacteria, responsible for the proper
initial colonization of the intestine, avoiding the disruption of intestinal homeostasis.
Although breast milk is the gold standart of infant nutrition, the use of formulas instead
of exclusive breastfeeding has been increasing, which has consequences in terms of the

composition and diversification of the intestinal microbiota.

This review aims to evaluate the influence of enteric feeding of the newborn on the
development and composition of the intestinal microbiota, comparing breastfeeding

versus different types of infant formulas.

Keywords: newborn microbiota, breast milk, formulas, prebiotics, probiotics
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Lista de abreviaturas

RN: recém-nascido

TGI: trato gastrointestinal

SCFAs: small chain fatty acids/acidos gordos de cadeia curta

MRNA: acido ribonucleico mensageiro

SNC: sistema nervoso central

HMOs: human milk oligosaccharides/oligossacaridos do leite materno
FUT-2: fucosiltransferase-2

FUT-3: fucosiltransferase-3

LNFP-1: lacto-N-fucopentaose 1

2'-FL: 2’-fucosilactose

LnNT: lacto-N-neotetraose

MFGES8: milk fat globule epidermal growth factor VI

slgA: imunoglobulina A secretéria

MALT: tecido linféide associado as mucosas

miRNA: micro acido ribonucleico

TLR: toll-like receptor

MFGM: milk fat globule membrane/membrana do glébulo de gordura do leite

LC-PUFAs: acidos gordos polinsaturados de cadeia longa



1. Introducao

A microbiota intestinal é constituida por bactérias, arqueobactérias, virus, fungos e
protozodrios, atuando a nivel do metabolismo do hospedeiro, para além de
desempenhar func¢do de barreira contra microrganismos patogénicos e estar envolvida
no desenvolvimento do sistema imunitdrio e processos de neurogénese e mielinizagdo.
Acredita-se que o estabelecimento da microbiota no periodo neonatal e a ordem de
colonizagdo de diferentes espécies no recém-nascido e lactente tem impacto na saude
ao longo da vida. A disbiose, ou seja, a desregulacdo da microbiota, tem sido associada
a aumento do risco para desenvolvimento de doencas alérgicas, patologia autoimune,

diabetes, obesidade, doenca inflamatéria intestinal e sindrome do intestino irritavel.

A colonizacdo do trato gastrointestinal e a diversidade de espécies presentes é
influenciada por vdérios fatores, incluindo o tipo de parto, a exposicdo a antibidticos,
idade gestacional, fatores ambientais e geograficos, mas acredita-se que um dos
principais determinantes do estabelecimento da microbiota neonatal é a dieta

(aleitamento materno vs alimentacdo por férmulas).

A Organizagao Mundial de Saude recomenda o aleitamento materno exclusivo durante
0s primeiros 6 meses de vida. O aleitamento materno diminui a incidéncia e/ou
gravidade de varias doencas infecciosas na infancia, diminui o risco a longo prazo de
diabetes, obesidade e doenga atdpica, bem como fornece, para além de macro- e
micronutrientes, componentes bioativos que ndo estdo presentes nas formulas infantis
tradicionais, como oligossacdridos do leite materno, imunoglobulinas secretoérias,
lactoferrina, hormonas e bactérias, que vao influenciar o estabelecimento da microbiota

do recém-nascido (Brink et al., 2020).

Por varios motivos, nem todos os recém-nascidos sdo amamentados, pelo que a fonte
de nutricdo serd nesses casos a férmula infantil. Esta apresenta diferencas em termos
de composicdo relativamente ao leite materno, o que tem influéncia na microbiota
intestinal. Recentemente tém sido desenvolvidas formulas infantis de nova geragao,
adicionando-se ingredientes bioativos com o objetivo de reproduzir efeitos benéficos ou

semelhantes aos do leite materno na composicdo da microbiota intestinal, por exemplo



oligossacdridos do leite materno, probiéticos e prebidticos. No entanto, a sua eficacia e

segurancga ainda ndo se encontram bem estudadas.

Os objetivos desta revisdo narrativa incluem identificar os constituintes do leite materno
gue afetam a microbiota do recém-nascido, comparando a influéncia do aleitamento
materno vs alimentag¢do por formulas tradicionais e férmulas com prebidticos e/ou

probidticos no desenvolvimento e diversidade da microbiota.



2. Microbiota intestinal

2.1 Definicdo e composicao

A microbiota intestinal corresponde a comunidade microbiana que coloniza o intestino
humano, estabelecendo relacdes complexas com o hospedeiro. Para além dos

microrganismos Archaea, Bacteria € Eukarya, também estdo presentes Virus.

A microbiota é constituida por microrganismos autdconos e por microrganismos
transitorios. Alguns microrganismos patogénicos sdao considerados membros da
microbiota, mas apenas se tornam uma ameaca quando o equilibrio desta é perturbado

(Milani et al., 2017).

A homeostase da microbiota intestinal ¢ mantida através de mecanismos de feedback
positivo e negativo. No caso de existir feedback positivo, ocorre disrup¢do do equilibrio,
pois uma ou varias bactérias comecam a proliferar excessivamente. Quanto ao feedback
negativo, este tem o objetivo de criar pressao seletiva nos constituintes da microbiota,

através do sistema imune e da separacdo das bactérias por varios segmentos do

intestino, impedindo a interacdo entre elas (Adak & Khan, 2019).

Relativamente as bactérias, existem cerca de 10'* bactérias no TGl e o conjunto de
genomas bacterianos contém mais do que 3 milhdes de genes. O ambiente intestinal

favorece o crescimento de bactérias pertencentes a 7 filos — Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia e Cyanobacteria. No

adulto, aproximadamente 90% das bactérias da microbiota intestinal pertencem aos
filos Bacteroidetes (Gram negativos que incluem géneros Bacteroides e Prevotella) e
Firmicutes (Gram positivos que incluem Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus e

Ruminococcus) (Gomes, 2017).

A microbiota intestinal pode ser também dividida em 3 enterotipos de acordo com o
género bacteriano prevalente: Bacterioides, Prevotella e Ruminococcus. Contudo, esta
divisdo é artificial, no sentido que existe uma elevada variabilidade de combinacdes de

enterotipos no ser humano (Adak & Khan, 2019).

O conteldo microbiano do TGI varia ao longo dos seus segmentos: o estdmago e

intestino delgado proximal apresentam baixo numero e diversidade de bactérias, ao
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contrario do cdlon, que apresenta mais de 30 géneros bacterianos identificados e pelo

menos 500 espécies diferentes (Chong et al., 2018).

Ao longo do tempo tem-se tentado identificar um/core na microbiota intestinal, ou seja,
um conjunto de bactérias partilhado entre 95% dos individuos testados. Este conceito é
importante porque variagdes significativas podem indicar uma disbiose. Para além disso,
este core estard provavelmente envolvido no controlo da inflamagdo e imunidade inata.
Outros estudos sugerem que existe um core de genes funcionais do microbioma e que

alteragdes deste poderao influenciar diferentes patologias (Gomes, 2017).

Inicialmente, a microbiota intestinal apresenta uma baixa diversidade de espécies e um
elevado fluxo bacteriano até aos 2-3 anos de idade. O desenvolvimento da microbiota
comecalin ttero, modelado pela presenca de bactérias na placenta e liquido amniético,
apesar de ser dificil avaliar a importancia destas face a colonizacdo por milhdes de
bactérias durante e apds o parto (Gopalakrishna & Hand, 2020). Apés 6 nascimento, o
TGI comeca a ser colonizado por anaerébios facultativos, como Enterobacteriaceae e
espécies dos géneros Enterococcus e Lactobacillus, cujo objetivo é consumir oxigénio e
criar um ambiente propicio para o desenvolvimento de anaerdbios (Voreades et al.,
2014). Os microrganismos anaerdébios, como o0s pertencentes aos géneros
Bifidobacterium, Bacteroides e Clostridium, vao-se desenvolvendo gradualmente e
contribuem para uma reducdo ao longo do tempo da razdo anaerdbios
facultativos/anaerdbios estritos. Com a introducdo de alimentos sélidos, a abundancia
de Bifidobacteriaceae diminui, aumentando a prevaléncia de Bacteroides,
Ruminococcus e Clostridium. No fim do primeiro ano de vida, o perfil microbiano é
distinto para cada crianga, existindo uma grande variabilidade individual neste periodo,
enguanto pela idade dos 2 anos e meio — 3 anos ¢ atingida, em termos de composicao,
a microbiota intestinal de adulto, caracterizada pela dominancia dos filos Firmicutes e
Bacteriodetes. Posteriormente, a microbiota intestinal permanece relativamente
constante durante o ciclo de vida, podendo sofrer alteragdes relacionadas com mudanga
dos habitos alimentares, terapéutica antibiotica ou modificacdo do estado fisioldgico do

individuo (Gomes, 2017).



2.2 Fungdes da microbiota intestinal

A microbiota intestinal apresenta diversas funcdes essenciais para a manutenc¢do do
estado de saude do ser humano, entre as quais a homeostase da energia, ao nivel da

expressao de genes que regulam o metabolismo lipidico.

As bactérias do célon expressam enzimas capazes de metabolizar hidratos de carbono
complexos, gerando metabolitos como os SCFAs, que incluem proprionato, butirato e
acetato, envolvidos em processos de expressao génica, quimiotaxia, diferenciacdo,
proliferacdo e apoptose. O butirato apresenta caracteristicas anti-inflamatérias, sendo
importante como fonte de energia para as células do célon. E também capaz de atenuar
a translocacdo bacteriana e aumentar a funcdo de barreira epitelial. O proprionato ativa
a gluconeogénese hepatica, enquanto o butirato e o acetato tém uma acgao lipogénica

(Gomes, 2017).

Um componente importante da membrana celular bacteriana é o acido sidlico, que
ocupa a porc¢do terminal de varias glicoproteinas e glicolipidos da membrana celular.
Algumas bactérias desenvolveram uma via de sintese de acido sidlico, enquanto outras
utilizam acido sialico proveniente do hospedeiro. O acido sialico participa na interacao
entre bactéria-hospedeiro — ao cobrir a superficie celular, permite as bactérias escapar
a resposta imune do hospedeiro, bem como interagir com superficies celulares
especificas. Para além disso, trata-se de um precursor do acido polissidlico, que é um
constituinte da molécula de adesdo de células neuronais, sendo essencial para o
desenvolvimento cerebral. Um estudo em porcos lactentes analisou a suplementacao
com &cido sidlico sob a forma de glicomacropéptido caseina, desde o 32 até ao 352 dia
de vida, tendo sido reportado um aumento da expressdo de mRNA de genes associados

a aprendizagem (Brink & Lonnerdal, 2020).

A microbiota esta envolvida também na desconjugacdo de acidos biliares: Bacteroides
intestinalis, mas também Bacteroides fragilis e Escherichia coli, tém a capacidade de
desconjugar e desidratar os acidos biliares primarios ndao reabsorvidos no intestino para

biotransformacdo e converté-los em acidos biliares secundarios no célon do hospedeiro.



A microbiota é capaz de converter farmacos inativos (pré-farmacos) em formas ativas,
como a sulfassalazina, utilizada no tratamento da colite ulcerosa. Para além disso, pode

também alterar a eficacia/toxicidade de xenobiéticos, como é o caso da digoxina.

As bifidobactérias produzem folato, essencial para os processos metabdlicos do
hospedeiro, como a sintese e reparagado do acido desoxirribonucleico. Outras vitaminas
que sdo produzidas pela microbiota sado Vitamina K2 ou menaquinona (Dominguez-Bello

et al., 2019), riboflavina, biotina e acido nicotinico (Gomes, 2017).

Outras funcoes incluem o desenvolvimento e estimulacdao do sistema imunitario’e do
TGl do hospedeiro! A maturacao do sistema imune no periodo pds-natal depende do
estabelecimento da microbiota intestinal. Varios estudos demonstraram o papel da
microbiota neonatal no desenvolvimento de células T reguladoras FoxP3+, sendo que
um deles relata que a colonizacdo de ratinhos recém-nascidos por espécies de
Clostridium da microbiota resultava em maior nimero de células T reguladoras FoxP3+
na idade adulta. Outro estudo demonstrou o papel da colonizacdo no periodo neonatal
por Bacterioides fragilis - esta bactéria expressa polissacdrido A, importante para a
inibicao de células iNKT e desenvolvimento de células T reguladoras no intestino. Outros
papéis incluem a secrecao de IL-22 e efeitos diretos no sistema imune pela sinalizacdo

MAMP (microorganism-associated molecular pattern) (van den Elsen et al., 2019).

Os metabolitos bacterianos podem induzir alterages epigenéticas como modificagdes

da cromatina (van den Elsen et al., 2019).

A microbiota intestinal apresenta uma fun¢do barreira. Os membros da microbiota,
como L. fermentum, L. salivarius e L. gasseri, levam ao aumento da produ¢ao de mucinas
pelas células caliciformes, formando-se uma camada de glicoproteinas que lubrifica e

protege o epitélio contra agentes patogénicos (Olivares et al., 2006).

Por fim, nos ultimos anos propbs-se que a microbiota intestinal influencia o
desenvolvimento do SNC através do eixo cérebro-intestino-microbiota. Os metabolitos
e produtos bacterianos, entre os quais o acido sidlico referido anteriormente, atuam
como moléculas sinalizadoras, com efeitos a nivel do SNC e do sistema nervoso entérico,

afetando a neurogénese, mielinizagao, fungao das células da glia, formagao das sinapses

10



e a permeabilidade da barreira hemato-encefalica (Heiss & Olofsson, 2019). Uma
disbiose podera traduzir-se numa resposta inflamatdria; esta contribui para a perda da
barreira intestinal, com translocacdo de componentes bacterianos para a circulacao,
com ativacdo do sistema imune e producgdo de citocinas pré-inflamatérias, afetando o

desenvolvimento e funcdo do SNC (Cerdé et al., 2019).

2.3 Impacto da microbiota no desenvolvimento de patologias

A compreensdo da microbiota e das suas fungdes no hospedeiro permite perceber de
gue forma esta poderd influenciar o inicio e progressao de determinadas patologias,

levando ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

O estabelecimento de uma microbiota intestinal saudavel apds o nascimento contribui
para o estado de saude do individuo ao longo da vida. Portanto, a formacado da
microbiota no periodo neonatal é uma fase chave no sentido em que qualquer disrupcao
poderd predispor a patologia, sendo também visto como um potencial alvo de

prevencdo em saude.

A associagdo da microbiota as doengas autoimunes é explicada pela hipdtese da higiene:
a auséncia de uma microbiota robusta resulta em defeitos no desenvolvimento e

regulacdo do sistema imune (Bertelsen et al., 2016).

As alteragdes da microbiota intestinal foram associadas a varias doencas crénicas, como
obesidade, diabetes, cirrose, artrite reumatdide e doenca inflamatdria intestinal, bem
como ao desenvolvimento de cancro colorrectal, gastrico e prostatico. Pensa-se que os
mecanismos implicados incluam a producdo de genotoxinas pelas bactérias, a formacao
de compostos cancerigenos pelo metabolismo de elementos da dieta pelas bactérias e

a ativacdo de cascatas inflamatdrias (Voreades et al., 2014).
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2.4 Fatores que modelam o desenvolvimento da microbiota do recém-nascido

Os fatores que modelam o desenvolvimento da microbiota do recém-nascido sdo a
idade gestacional (parto termo vs parto pré-termo), via de parto (parto vaginal vs
cesariana), contacto pele a pele, exposicdo a antibidticos, fatores geograficos, fatores
maternos (por exemplo, a dieta, a composi¢cdao da microbiota materna e a genética) e o
tipo de alimentacdo (aleitamento materno vs alimentacdo artificial). Apesar de estes
fatores terem sido identificados, a sua importancia na estrutura da microbiota a longo

prazo e na relagdo com certas patologias continua a ser debatida.

No caso da idade gestacional, os recém-nascidos prematuros com menos de 32 semanas
de gestacdo apresentam uma superficie intestinal mais permeavel e uma maior
vulnerabilidade a disbiose comparativamente a recém-nascidos de termo (Morais et al.,
2021). Pelo subdesenvolvimento intestinal em termos peristalticos, de funcdo barreira
e do sistema imune, hd um maior risco de doencas infeciosas como sépsis e enterocolite

necrotizante (Korpela et al., 2018).

Durante o parto, se este for vaginal, o recém-nascido vai contactar com microrganismos
da flora vaginal, pele e TGl da mae, por exemplo Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp
(Chong et al., 2018). Por outro lado, se o parto for por cesariana, na primeira hora de
vida estes RN irdo apresentar maiores niveis de anaerdbios facultativos como
Enterobacteriaceae e Enterococcaceae. Contudo, estas diferengas na microbiota sé

estdo presentes no 12 més de vida (Gopalakrishna & Hand, 2020).

A exposicdo a antibiéticos pode aumentar os niveis de anaerdbios facultativos, como
Enterobacteriaceae, e uma diminuicdo de Bacteroidetes, Bifidobacterium, Lactobacillus

e Clostridium (Gopalakrishna & Hand, 2020).

No caso da dieta materna, um estudo em ratinhos demonstrou que uma dieta materna
com elevado teor em gorduras durante o periodo perinatal pode afetar a microbiota do
recém-nascido; os filhos de ratinhos fémea alimentadas com ragdo rica em gorduras
apresentavam diferengas na microbiota fecal em comparagao com filhos de ratinhos

fémea alimentados com rag¢do normal: encontrou-se uma diminuicdo de bactérias
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favoraveis e aumento de bactérias desfavoraveis (Lachnoclostridium e Desulfovibrio),

bem como menor diversidade e abundancia de Lactobacillus (Zheng et al., 2022).

A constante interagdo entre a microbiota e componentes dos alimentos no TGl leva a
hipdtese de que a dieta é um dos principais modeladores da evolu¢do da microbiota ao
longo da vida. Portanto, o tipo de alimentacdo do RN terd efeitos significativos no

desenvolvimento da microbiota saudavel.
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3. Aleitamento materno

3.1 Introdugao

O leite materno é a fonte nutritiva de eleicdo para o RN, apresentando o equilibrio ideal
de nutrientes como hidratos de carbono, proteinas e lipidos, sendo que a sua
composicdo se altera consoante as necessidades do RN e lactente (Lyons et al., 2020). O
aleitamento materno confere protecao contra infecdes respiratdrias e gastrointestinais
e uma diminuicdo do risco de doencas inflamatérias como asma, atopia, diabetes,
obesidade e doenca inflamatdria intestinal. Para além disso, estd associado a um melhor

desenvolvimento cognitivo (Doare et al., 2018).

Para além de macronutrientes, o leite materno possui componentes com funcdes
biologicamente ativas que intervém no desenvolvimento da microbiota intestinal, tais
como os oligossacaridos do leite humano, varias bactérias que formam a microbiota do
leite materno, proteinas e péptidos com func¢des antimicrobianas, hormonas, vesiculas

extracelulares e a membrana do glébulo de gordura do leite.

3.2 Componentes que influenciam a microbiota intestinal

3.2.1 Oligossacaridos do leite materno

Os HMOs constituem o terceiro maior componente do leite materno (Chong et al.,,
2018). Sao hidratos de carbono complexos, soltveis, formados a partir de combinacdes
de 5 monossacaridos: glucose, galactose, N-acetilglucosamina, fucose e acido sialico
(Walsh et al., 2020). Todos os HMOs contém lactose na terminagdo redutora, que é
alongada pela adicdo de unidades de N-acetilglucosamina. A sua concentracdo no leite
materno atinge o nivel maximo no colostro (20-23 g/L) e diminui no leite maduro (12-14

g/L) (Wicinski et al., 2020).

A producdo de HMOs nas glandulas mamarias é geneticamente determinada. Diferentes
perfis de HMOs ocorrem como resultado da expressao de certas enzimas transferases
nos lactdcitos, como FUT-2 e FUT-3, sendo que a etnia e o estadio de lactacdo também
podem ter influéncia. Os polimorfismos na FUT-2 e FUT-3 resultam em diferentes perfis
de HMOs, que por sua vez podem levar a um maior ou menor grau de protec¢do contra

determinadas infecbes (Andreas et al., 2015). As mulheres que expressam FUT-2

14



apresentam uma maior diversidade de HMOs do que mulheres que nao secretam esta

fucosiltransferase (Vandenplas et al., 2018).

Os HMOs influenciam o estabelecimento da microbiota através de varios mecanismos.
Em primeiro lugar, tém a capacidade de se ligar a bactérias patogénicas no limen
intestinal, alterando a conformacgdo dos locais de ligagdo das bactérias aos recetores
celulares. Depois, modulam a resposta imune das células epiteliais intestinais ao
alterarem a expressdo de recetores celulares, prevenindo a ligacdo de bactérias
patogénicas aos enterdcitos. Para além disso, ndo sendo digeridos pelo organismo
humano, funcionam como prebidticos — favorecem o crescimento de certas estirpes de
bactérias benéficas como Bifidobacterium infantis, que utilizam os HMOs como
substrato para processos fermentativos. Um estudo recente demonstrou também que
os HMOs podem modificar a atividade transcricional de certas bactérias como B. fragilis
ao invés de modificarem a sua abundancia relativa. Outra bactéria comensal, E.coli,
beneficia indiretamente dos HMOs ao consumir os metabolitos gerados pela digestao

de HMOs por B. fragilis (van den Elsen et al., 2019).

Acredita-se que as fungdes dos HMOs expliquem em parte as diferengas que existem
entre a microbiota de RN amamentados e de RN alimentados por formula, uma vez que

nao estdo presentes nas férmulas tradicionais (Vandenplas et al., 2018).

Enquanto a microbiota dos RN amamentados é representada por 90% de bifidobactérias
e lactobacilos, a microbiota dos RN alimentados por formulas sem HMOs adicionados é
composta por 40-60% de bifidobactérias e lactobacilos, e o restante consiste em
Enterobacteriaceae e Bacterioides. Para além disso, o ritmo de estabelecimento da
microbiota é maior em RN amamentados por mde que expresse FUT-2 do que RN
amamentados por mde que ndo expresse FUT-2. A composicdo da microbiota é
ligeiramente diferente entre estes dois grupos, com maior colonizacdo por
Bifidobacterium adolescentis e auséncia de Bifidobacterium catenulatum nos RN

amamentados por mae que ndo expresse FUT-2 (Boudry et al., 2021).

A analise de HMOs e da composigdao da microbiota fecal de bebés amamentados de 1 e
3 meses mostrou que 2'-FL e LNFP-I, que sdo os principais HMOs presentes no leite

materno de maes que secretam FUT-2, afetam a microbiota intestinal do RN. De entre
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os HMOs sintetizados, 2'-FL e LNnT sdo os mais estudados e considerados seguros. A
composi¢ao da microbiota fecal de RN alimentados por férmulas com 2'-FL e LNnT é
mais semelhante a dos RN amamentados em termos de diversidade microbiana do que
a microbiota fecal dos RN alimentados por férmulas ndo suplementadas com estes
HMOs (Wicinski et al., 2020). A suplementag¢do com 2'-FL e LNnT foi associada a menor
prescricao de antibidticos durante o 12 ano de vida, apesar de os perfis de microbiota
fecal ndo diferirem em RN amamentados e ndo amamentados aos 12 meses de vida

(Boudry et al., 2021).

Contudo, nem tudo se encontra esclarecido acerca dos HMOQOs, nomeadamente as
fun¢des de cada HMO individual, a sintese em laboratério para suplementacdo e a

manipulacdo da expressdao de HMOs.

3.2.2 Microbiota do leite materno

O leite materno é colonizado por bactérias que incluem Streptococcus, Staphylococcus,
Bifidobacterium, Lactobacillus, Propionibacteria, Enterococcus e membros da familia
Enterobacteriaceae. Foram identificadas centenas de espécies bacterianas, sendo que o
colostro apresenta maior diversidade em compara¢ao com o leite de transicao e com o

leite maduro.

A origem das bactérias do leite materno ndao estd bem esclarecida. Pode haver
contribuicdo das bactérias comensais da pele da regido areolar, mas também se coloca
a hipdtese de que exista translocacdao de bactérias do intestino materno através de
internalizacdo por células dendriticas, circulando estas por via linfatica e hematica até

as glandulas mamarias (Doare et al., 2018).

Foram propostos alguns fatores influenciadores da microbiota do leite materno, entre
os quais fatores ambientais e demograficos, o estadio de lactacdo, o tipo de parto, o
indice de massa corporal da mae e a paridade. Também o modo de amamentacdo pode
influenciar a microbiota do leite, tendo sido demonstrado que o leite materno extraido
por bomba apresenta mais potenciais bactérias patogénicas e menos bifidobactérias e
espécies da cavidade oral. Para além disso, doengas maternas (incluindo mastite),
antibioterapia e quimioterapia podem alterar a diversidade bacteriana (Boudry et al.,
2021).
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Os RN amamentados partilham cerca de 28% dos microrganismos presentes nas fezes
com o0s microrganismos do leite materno. Para além disso, a frequéncia de
microrganismos partilhados aumenta de acordo com a frequéncia de mamadas de
forma dose-dependente, o que sugere a transferéncia de bactérias do leite materno
para o intestino do RN, influenciando assim a formacgdo da microbiota do RN (Doare et

al.,, 2018).

As bactérias presentes no leite materno tém efeitos a curto e longo prazo na redugao
da incidéncia e gravidade de infecdes bacterianas em RN amamentados. As bactérias
comensais podem competir com bactérias patogénicas em termos de nutrientes ou
locais de ligagdao na mucosa intestinal, e ainda expressar propriedades antimicrobianas
— os lactobacilos inibem a adesao e crescimento de estirpes de Escherichia coli, Shigella
spp, Pseudomonas spp e Salmonella spp (Doare et al., 2018). Outros papéis da
microbiota do leite materno incluem a modula¢do da producdo de citocinas, a inducao

de IgA secretdria e o consequente impacto na fungao de barreira intestinal.

Contudo, apesar dos estudos realizados, persistem duvidas acerca da origem da
microbiota do leite materno, a sua viabilidade, os fatores que influenciam a sua

composicdo e a contribuicdo para a formacdo da microbiota intestinal do RN.

3.2.3 Proteinas e péptidos antimicrobianos

A lactoferrina corresponde a 20% das proteinas do leite materno. Encontra-se presente
em maiores concentracBes no colostro (5 g/L) em comparagdo com o leite maduro (3
g/L). A capacidade digestiva reduzida do recém-nascido protege contra a degradacdo da

lactoferrina e mantém as suas propriedades funcionais.

E uma proteina ligante de ferro com capacidades bactericidas, bacteriostéticas e
imunomodeladoras. Tem efeito citotéxico direto contra varios microrganismos como
Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, E. coli, Vibrio cholera, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans. Outra fungao inclui o sequestro do ferro, tornando-o
indisponivel para uso pelas bactérias, que necessitam de ferro para o seu crescimento.
Para além disso, impede a formacao de biofilmes e a interacdo das bactérias com as
células epiteliais do hospedeiro (Gopalakrishna & Hand, 2020). A nivel imunomodelador,
induz a ativacdao de macréfagos na resposta fagocitdria contra bactérias Gram positivas.
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Portanto, a lactoferrina protege contra infe¢Oes bacterianas e auxilia no
desenvolvimento de uma microbiota benéfica no RN. A quantidade de bifidobactérias e
lactobacilos nas fezes de RN correlaciona-se de forma positiva com os niveis de
lactoferrina fecal. Para além disso, em estudos que avaliaram a suplementacdo com
lactoferrina no RN, demonstrou-se uma reducao da incidéncia de sépsis de inicio tardio
em RN pré-termo suplementados com lactoferrina bovina comparando com placebo

(Boudry et al., 2021).

Outras proteinas e péptidos antimicrobianos presentes no leite materno incluem a

lisozima, calprotectina, defensinas, MFGES, citocinas e imunoglobulinas secretdrias.

Alisozima é uma enzima que degrada a parede celular das bactérias Gram positivas. Esta
presente numa concentra¢do de cerca de 0,32 g/L no colostro. Um estudo in vitro
mostrou que pode atuar de forma sinérgica com a lactoferrina: a lactoferrina liga-se aos
lipossacaridos da membrana das bactérias Gram negativas, criando orificios na
membrana, através dos quais a lisozima penetra, degradando os peptidoglicanos das

bactérias, tendo assim um efeito bactericida (Boudry et al., 2021).

As proteinas S100A8 e S100A9 e o seu complexo extracelular S1I00A8-A9, também
conhecidas por calprotectina, estdo presentes em elevadas quantidades no leite
materno, apresentando um papel no desenvolvimento da microbiota intestinal e do
sistema imune do RN. Elevados niveis de calprotectina demonstraram capacidade
antimicrobiana, que pode ser atribuida a sua capacidade de quelagdo de ides metalicos,
resultando na inibicdo do crescimento de bactérias como Staphylococcus aureus e
Streptococcus do grupo B. Um estudo em ratinhos demonstrou que a perda de S100A8
e S100A9 altera o fendtipo dos macréfagos presentes na lamina prépria do célon.
Ratinhos recém-nascidos sem produc¢do de S100 apresentavam niveis reduzidos da
proteina CX3CR1, diminuicdo do mRNA de IL-10 e TGF-B, bem como menos células T
reguladoras. Para além disso, apresentavam maior abundancia de Enterobacteriaceae
na microbiota fecal. Pelo contrario, introduzir S100 em ratinhos apds o nascimento
prevenia a expansdao de Enterobacteriaceae, aumentava a quantidade de células T
reguladoras, de proteina CX3CR1 e de mRNA de IL-10 no intestino, reduzindo também a

morte por sépsis neonatal. Portanto, o défice de calprotectina no intestino de RN
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aumenta o risco de desenvolvimento de uma microbiota ndo favoravel (Willers et al.,

2020).

As defensinas do leite materno também demonstraram capacidades antimicrobianas e
de modulacdo da microbiota intestinal, sendo que a B-defensina 1 promove a maturagao

de células dendriticas.

O MFGE8 ou lactaderina previne a enterocolite necrotizante por limitar a
permeabilidade intestinal. Elevados niveis de lactaderina no leite materno foram

associados a um ambiente intestinal anti-inflamatdrio (Kalbermatter et al., 2021).

As citocinas sao constituintes essenciais do sistema imune, estando o TGF-3 presente no
leite materno. Este estimula a producao de IgA pela mucosa e inibe a sintese de citocinas
pré-inflamatdrias. Portanto, esta envolvido na maturacdo do sistema imune do RN. As
citocinas participam no estabelecimento de tolerancia a bactérias comensais, mas o seu
papel no desenvolvimento da microbiota intestinal ainda precisa de ser melhor

caracterizado (Boudry et al., 2021).

Das imunoglobulinas secretdrias 1gG, IgM e IgA, a sIgA é a que tem um papel mais claro
no estabelecimento de uma microbiota sauddavel, apoiado pelo facto de em individuos
com défice total de IgA a microbiota intestinal ser constituida principalmente por
Enterobacteriaceae. A slgA é produzida pelas mucosas e apresenta efeitos
antibacterianos ao ligar-se as bactérias, impedindo a invasdo do epitélio da mucosa,
prevenindo a expansdo e penetracdo de bactérias patogénicas enquanto o sistema
imunitario intestinal se encontra em desenvolvimento. Permite a remocgdo de bactérias
inflamatdrias/invasivas do microbioma e previne a sua interagdo com outras bactérias
intestinais e aquisicdo de material genético. Também pode modular a composicdo
bacteriana, a expressdo génica e a funcdo metabdlica da microbiota por ligacdo
independente de antigénio as bactérias. Regula o crescimento de uma microbiota
saudavel ao promover o crescimento de Bacterioides e Firmicutes, enquanto limita o
crescimento de anaerdbios facultativos inflamatdérios como Enterobacteriaceae. O leite
materno é a Unica fonte de slgA nas primeiras semanas de vida uma vez que o intestino
do RN demora cerca de 3-4 semanas a produzir células B secretoras de IgA. A

especificidade da slgA no leite materno depende da exposicdo materna a
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microrganismos patogénicos e das bactérias comensais no intestino materno

(Gopalakrishna & Hand, 2020).

A 1gG secretoria é transferida para o RN quer in utero quer através do aleitamento
materno. E importante para fun¢des de opsonizagdo e citotoxicidade mediada por
anticorpos, sendo critica para o controlo de infe¢des entéricas por exemplo por
Enterobacteriaceae. Para além disso, previne a ativacdo do MALT, auxiliando na

manutenc¢do da homeostase da microbiota (Gopalakrishna & Hand, 2020).

3.2.4 Hormonas

No leite materno encontram-se presentes hormonas pituitdrias, hipotalamicas,
tiroideias, paratiroideias, esteroides, insulina, grelina, leptina, adiponectina e fatores de

crescimento (EGF, IGF-I e IGF-II, relaxina, TGF-a e TGF-().

As hormonas do leite materno permanecem ativas, possivelmente devido a modificacao
pds-transcricional na glandula mamaria antes da sua secre¢ao para o leite materno, o

gue pode aumentar a resisténcia a digestao.

Influenciam a proliferacdo de células intestinais na mucosa, a atividade de vdrias
enzimas e a expressdo de transportadores de glucose. Contudo, o seu papel no
desenvolvimento da microbiota ndo esta esclarecido. Recentemente, um estudo em RN
com 2 semanas de vida amamentados mostrou uma associacdo positiva entre a insulina
do leite materno e a diversidade e abundancia de Enterobacteriaceae, bem como uma
associacdo negativa entre a insulina do leite materno e a abundancia de
Streptococcaceae. Para além disso, a leptina e a insulina do leite materno foram
associadas a diminuicdo de proteases bacterianas implicadas na permeabilidade
intestinal, bem como reducdo de piruvato cinase, um marcador de inflamacdo intestinal.
No entanto, ndo houve associacdo entre a leptina do leite materno e a microbiota

(Boudry et al., 2021).
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3.2.5 Vesiculas extracelulares

As vesiculas extracelulares foram recentemente identificadas no leite materno. Contém
mRNA, miRNA e proteinas citosélicas e de membrana, estando envolvidas na sinalizacdo

celular.

As vesiculas extracelulares tém o potencial de modular a interagdo microrganismo-
hospedeiro, nomeadamente na resposta das células epiteliais do intestino e das células
do sistema imune na presenca de Lactobacillus ou Bifidobacterium. As vesiculas
aumentam a agregacdo e fagocitose das bactérias e modulam as respostas TLR. No
entanto, ndo se sabe ainda se as vesiculas presentes no leite humano tém estas

capacidades (Doare et al., 2018).

3.2.6 Membrana do glébulo de gordura do leite

A membrana do glébulo de gordura do leite (milk fat globule membrane, MFGM) é
constituida por proteinas, fosfolipidos, esfingolipidos, gangliosidos, colina, acido sialico
e colesterol. Esta ndo estd presente nas férmulas infantis, sendo substituida por dleos

vegetais.

A MFGM é digerida a varios niveis do TGl. Como o RN apresenta um TGl imaturo, os
componentes da MFGM podem ndo ser totalmente digeridos a nivel do estdmago e

jejuno-ileon, conseguindo atingir o célon.

Os componentes desta membrana tém influéncia a nivel do desenvolvimento cognitivo
e intestinal. Para além disso, reduzem o risco de infecdo do RN através da diminuicdo da

aderéncia de bactérias patogénicas ao epitélio intestinal (Brink & Lonnerdal, 2020).

A MFGM também apresenta efeitos no estabelecimento da microbiota intestinal. Um
estudo mostrou que a adicdo de gangliosidos a formulas em RN pré-termo diminuia os
niveis de E. colifecal e aumentava os niveis de bifidobactérias (Rueda et al., 1998). Outro
estudo em suinos avaliou o efeito da adicdo de concentrado de fosfolipidos e fracdes de
MFGM de bovinos, caprinos e ovinos na microbiota. A digestdao do concentrado de
fosfolipidos e MFGM foi efetuado in vitro, sendo depois fermentado com indculos ileais
e cecais recolhidos de suinos alimentados por formula 20 dias antes da colheita.

Verificou-se que o concentrado de fosfolipidos e a MFGM caprina reduziam a
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diversidade da microbiota ileal. A MFGM caprina aumentava e o concentrado de
fosfolipidos reduzia o racio ileal de Firmicutes : Proteobacteria. A MFGM bovina e ovina
aumentava a producdo de acido acético, butirico e hexandico, bem como reduzia a
quantidade ileal de bactérias do filo Proteobacteria. Portanto, os efeitos da MFGM e do
concentrado de fosfolipidos a nivel da populagdo microbiana ocorreram principalmente

a nivel do ileon (Thum et al., 2020).

Contudo, varios dos estudos efetuados reportam os efeitos da MFGM associada a outras
substancias, pelo que o efeito especifico da MFGM pode ndo estar totalmente

esclarecido.
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4. Suplementacao

4.1 Composi¢ao das férmulas infantis

Nos casos em que o aleitamento materno esta contraindicado ou quando a mulher opta
por ndo amamentar, a fonte de nutricdo do RN consiste numa férmula infantil standard.
Existem também outras férmulas infantis com manipulagdo de varios constituintes
(hidrolisadas, de soja, antirrefluxo, sem lactose, entre outras), que devem ser utilizadas

com base em indicagdes médicas especificas (Costa et al., 2021).

A composigao das férmulas infantis tem como objetivo ser o mais semelhante possivel
a fonte nutritiva de eleicdo, o leite materno. A sua base é constituida por uma de duas
fontes proteicas possiveis: proteina do leite de vaca e proteina de soja. A grande maioria
das férmulas tem por base a proteina do leite de vaca, sendo que a industria alimentar
tem vindo a tentar aprimorar a composicdo de macronutrientes, bem como adicionar
nutrientes funcionais presentes no leite materno e que se encontram ausentes ou em

guantidade reduzida no leite de vaca (Martin et al., 2016).

Em termos de macronutrientes (proteinas, hidratos de carbono e lipidos), existem
diferengas entre o leite materno e a féormula infantil. O leite materno apresenta um racio
de seroproteina relativo a caseina de 90:10 no colostro e de 55:45 no leite maduro,
enguanto o leite de vaca contém um rdcio de seroproteina:caseina de 40:60. Este facto
levou a que se alterasse o racio nas formulas infantis. Para além disso, o leite de vaca
apresenta uma baixa concentracdo de aminodcidos essenciais como o triptofano, sendo
necessaria a adicdo de a-lactalbumina, seroproteina rica em triptofano. Relativamente
a lipidos, o leite materno contém os acidos palmitico, oleico, linoleico e linolénico,
enguanto nas férmulas infantis sdo adicionados oleos vegetais com o objetivo de
aproximar os racios de acidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados aos

do leite materno (Programa Nacional para a Promocdo da Alimentac¢do Saudavel, 2019).

Quando a micronutrientes, estdo presentes nas formulas infantis vitaminas A, D, E, K, C,
B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12, ferro, calcio, fésforo, magnésio, zinco, cobre, selénio,

iodo e manganésio (Koletzko et al., 2005).

23



Existem outras substancias adicionadas as formulas infantis com o propdsito de
melhorar as suas caracteristicas, como os nucledtidos, os dcidos gordos polinsaturados

de cadeia longa (LC-PUFAs), os HMOs, bem como pré-, pré- e simbiodticos.

Os nucleétidos (adenina, guanina, citosina, tiamina e uridina) estdo presentes no leite
humano, mas apenas em quantidades residuais no leite de vaca. Sdo adicionados em
algumas férmulas infantis pelo seu efeito benéfico no sistema imunitdrio e nas fases de
crescimento acelerado. Contudo, ha escassez de evidéncia acerca do seu mecanismo de

acao e dos beneficios clinicos (Costa et al., 2021).

Os LC-PUFAs, nomeadamente o acido araquidénico e o acido docosahexaendico,
representam 0,47% e 0,32% do total de acidos gordos do leite materno, mas estdo
praticamente ausentes no leite de vaca. Algumas férmulas infantis sdo suplementadas
com LC-PUFAs devido a efeitos benéficos no desenvolvimento neuronal, imunitario e

oftalmolégico (Programa Nacional para a Promocgao da Alimentagao Sauddvel, 2019).

Os prebicdticos|sao substancias que sao seletivamente usadas pelos microrganismos do
hospedeiro conferindo beneficios em termos de saude. Os probiéticos sao
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios para o hospedeiro. Os simbiéticos sdo uma combinagcdo de
probidticos e prebidticos. A adicdo destes componentes as féormulas infantis tem como
objetivo reproduzir efeitos benéficos semelhantes aos do leite materno na composi¢ao

da microbiota intestinal e, por sua vez, no sistema imune.

4.2 Formulas com prebidticos

Os prebidticos sdo usados nas férmulas infantis com o objetivo de estimular o
estabelecimento e manutencdo de uma microbiota saudavel, semelhante a dos RN
amamentados. Os mais usados e estudados sdo galactooligossacaridos (GOS),
polidextrose, fructooligossacaridos (FOS), 2'-fucosilactose (2°-FL), lacto-N-neo-tetraose

(LNnT), inulina, oligofrutose e galactofrutose.

Ao contrario do leite materno, o leite de vaca ndo contém oligossacaridos com fungao
prebidtica naturalmente presentes, sendo estes adicionados as formulas infantis para

estimular o crescimento de Bifidobacteria e Lactobacilli.
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Diferentes tipos de prebidticos atuam de forma diferente na estimulagdo do
crescimento bacteriano, por exemplo, a maltodextrina e polidextrose foram associados
a um crescimento reduzido de Lactobacillus e Bifidobacterium em comparag¢ao com GOS
e lactulose (Vandenplas et al., 2015). Ensaios clinicos aleatorizados que avaliaram GOS
e FOS bem como férmulas apenas com GOS mostraram um efeito estimulador seletivo
para Bifidobacterium e/ou Lactobacilli, assemelhando-se ao efeito do leite materno
(Fabiano et al.,, 2021). Um estudo que analisou o impacto de férmula infantil
suplementada com oligossacaridos do tipo inulina demonstrou uma menor duragdo de
infecGes e uma maior quantidade de Bifidobacterium no grupo alimentado com férmula
enriquecida em compara¢do com o grupo alimentado por féormula tradicional (Neumer

et al.,, 2021).

Recentemente foram adicionados dois HMOs as férmulas infantis, 2’-FL e LNnT. Um
estudo demonstrou que em lactentes alimentados com férmula suplementada com 2’-
FL e LNNT a flora intestinal era idéntica a flora de RN amamentados, nomeadamente em
termos da quantidade de Bifidobacterium. Para além disso, a concentragao fecal de
propinato, butirato e lactato em RN suplementados com estes HMOs aproximava-se da
concentracdo fecal destes metabolitos em RN amamentados (Wicinski et al., 2020). De
acordo com dados existentes, as fdrmulas infantis enriquecidas com 2’-FL e LNnT sao
consideradas seguras. Contudo, o nimero de ensaios clinicos acerca destas férmulas é
limitado, pelo que nao se encontra bem estudado o seu impacto na saude do RN e

lactente.

Devido ao numero limitado e a heterogeneidade dos estudos realizados, ndo se podem
tirar conclusdes robustas acerca das férmulas com prebidticos, pelo que estas ndo
devem ser por rotina recomendadas. Reconhecem-se alguns dos potenciais beneficios
dos prebidticos — varios estudos associaram-nos a uma modulacdo favoravel do
microbioma e atividade metabdlica, promovendo um desenvolvimento da microbiota
intestinal semelhante a dos RN amamentados. Contudo, o seu impacto ndo é totalmente
conhecido, sendo necessarios mais estudos para avaliar a especificidade, seguranca,
dosagem e combinacgdes de prebidticos. Conhecendo alguns dos seus beneficios a nivel
do aumento de bifidobactérias, diminuicao do pH fecal, fezes mais moles e aumento da

frequéncia de deje¢des, as férmulas com prebidticos podem ser consideradas ao invés
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das férmulas tradicionais em RN ndo amamentados selecionados, como os que

apresentam obstipacdo (Fabiano et al., 2021).

4.3 Férmulas com probidticos

Os probidticos sdo identificados pela sua estirpe especifica, sendo os géneros mais
utilizados Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, Streptococcus, Enterococcus,

Escherichia e Bacillus.

As férmulas infantis suplementadas com probidticos tém o objetivo de modular a
atividade da microbiota intestinal modificando o seu equilibrio. Segundo a Sociedade
Europeia de Gastroenterologia, Hepatologia e Nutricdo Pediatrica (ESPGHAN), ndo
existem preocupacdes acerca do impacto destas formulas no crescimento infantil. No
entanto, foram reportados alguns casos de sépsis por Lactobacillus e Bifidobacterium
em criangas que recebiam probidticos, o que levanta questdes acerca da funcionalidade
e estabilidade dos probidticos. Para além disso, ha estudos insuficientes relativamente
ao desenvolvimento da microbiota intestinal em RN alimentados por férmulas
suplementadas com probidticos (Fabiano et al., 2021). Os dados existentes acerca de
beneficio clinico s3ao especificos para determinadas doengas, nomeadamente

enterocolite necrotizante em RN pré-termo (Salminen et al., 2020).

Um dos problemas relativos aos probidticos consiste no momento da sua introducgao,
muitas vezes logo no periodo neonatal — a adicdo de um fator externo numa fase em
gue a microbiota se esta a desenvolver pode influenciar e afetar permanentemente o
desenvolvimento do ecossistema. A duracdo da administracio também ¢é outra
preocupacdo, uma vez que a administracdo por periodos prolongados ndo foi

suficientemente estudada (Fabiano et al., 2021).

4.4 Férmulas com simbidticos

Existe um efeito sinérgico na combinacdo de prebidticos e probidticos, sendo que se
demonstrou beneficio em combinar prebidticos como GOS e FOS com Bifidobacterium
breve M-16V: menor quantidade de bactérias patogénicas como Clostridium, menor pH
fecal e alteracGes no padrdo de SCFA (maior quantidade de acetato e menor de acido

butirico, isobutirico e isovalérico). Contudo, sdo necessdrios mais estudos para avaliar o
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impacto fisiolégico e metabdlico dos simbidticos no organismo humano (Salminen et al.,

2020).

4.5 Formulas com posbidticos

Os posbiodticos sdo preparados de microrganismos ndo viaveis e/ou seus componentes
qgue conferem beneficios em termos de saude para o hospedeiro. Incluem
supernatantes, exopolissacaridos, enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase e
NADH-oxidase, fragmentos da parede celular, SCFA, lisados bacterianos e produtos de
fermentacdo como péptidos e galacto-oligossacaridos 3'-GL e 6'-GL (Salminen et al.,

2020).

Os posbidticos podem atuar a nivel da microbiota e epitélio intestinal, sistema imune,
metabolismo e sistema nervoso. Apesar de o efeito poder ser temporario, moléculas
como acido lactico e bacteriocinas podem ter atividade antimicrobiana direta. Também
podem competir com os microrganismos residentes para adesdao na presenga de
fimbrias ou lectinas. Para além disso, os SCFA podem influenciar a funcao de barreira do

intestino (Fabiano et al., 2021).

Foi demonstrado que posbidticos derivados de fermentacdao podem ter efeitos
benéficos na microbiota intestinal, vias metabdlicas e resposta imunoldgica. Um estudo
mostrou que uma férmula infantil fermentada por Bifidobacterium breve C50 e
Streptococcus thermophilus 065, em comparacdo com férmula tradicional, estava
associada a menor consisténcia das fezes, menor pH fecal, aumento dos niveis de acido
acético e slgA, aumento de bifidobactérias e diminuicdo de Clostridium difficile (Béghin

et al., 2021).

O uso de posbidticos parece ter beneficio em RN de termo sauddveis no
desenvolvimento da microbiota ou imunomodulacdo. Contudo, a seguranca e a
adequacdo de posbidticos especificos nas férmulas infantis ainda ndo estdo
esclarecidas. Para além disso, devem ser realizados estudos para estabelecer a dose

recomendada e os seus efeitos no organismo.
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5. Aleitamento materno vs suplementacdo — impacto na microbiota do recém-

nascido

A alimentacdo é um dos fatores com maior impacto na formacdo da microbiota
neonatal. Pensa-se que o estabelecimento e desenvolvimento da microbiota do RN é
modulado por componentes especificos do leite materno com propriedades proé- e
antimicrobianas. Foi demonstrado que certos genomas de bactérias comensais do
intestino, em particular bifidobactérias, sdo geneticamente adaptados para utilizar
glicanos especificos do leite materno, o que representa um exemplo de co-evolugcdo

microrganismo-hospedeiro (Milani et al., 2017).

A microbiota dos RN amamentados apresenta uma menor diversidade do que a de RN
alimentados por férmulas(Ho et al., 2018). A andlise transcriptémica de células epiteliais
intestinais mostrou que o tipo de alimentacdo tem implicagcdes nos genes expressos, na
medida em que os RN amamentados apresentam uma maior transcricdo de genes
associados a atividades metabdlicas e imunolégicas. Os RN alimentados por férmula
estdo expostos a diferentes hidratos de carbono, bactérias e nutrientes, provocando um

padrao de colonizagao do intestino distinto (Milani et al., 2017).

Aceita-se que a dominancia de Bifidobacterium spp no microbioma intestinal é a chave
para o desenvolvimento de uma microbiota saudavel (Wong et al., 2022). O aleitamento
materno, em comparacdo com a alimentacdo por férmulas, promove uma maior
abundancia de Bifidobacterium spp (Mancabelli et al., 2020). Enquanto a microbiota dos
RN amamentados é representada por 90% de bifidobactérias e lactobacilos, a
microbiota dos RN alimentados por formulas sem HMOs adicionados é composta por
40-60% de bifidobactérias e lactobacilos, e o restante consiste em Enterobacteriaceae e
Bacterioides. Para além disso, os RN alimentados por formula mantém anaerdbios

facultativos (Enterobacteriaceae) por mais tempo (Gopalakrishna & Hand, 2020).

Os RN alimentados por formulas apresentam uma microbiota mais diversa, com maiores
niveis de anaerdbios facultativos e anaerdbios estritos, semelhante a de criancas mais
velhas (van den Elsen et al., 2019), com dominio de Staphylococcus, Bacterioides,
Clostridium, Enterococcus, Enterobacteriaceae e Atopobium. Parece, assim, que os RN

alimentados por férmula evoluem mais cedo para uma microbiota semelhante a do
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adulto. Mesmo pequenas quantidades de suplementagdo nos primeiros dias de vida em

RN amamentados resultam em alteragdes da microbiota (Brahm & Valdés, 2017).

Em relagdo a metabolitos, nomeadamente SCFAs, os RN alimentados por férmulas
apresentam maior quantidade de propionato e butirato, enquanto os RN amamentados
apresentam menores concentragdes absolutas de SCFAs fecais, devido a terem uma
microbiota menos diversa (van den Elsen et al., 2019). Contudo, a propor¢ao de acetato
€ maior nos RN amamentados exclusivamente, o que poderd ser devido a auséncia de

HMOs nas férmulas infantis tradicionais (van den Elsen et al., 2019).

A microbiota intestinal nos RN alimentados por férmula difere conforme o tipo de
suplementacdo utilizado, nomeadamente férmula tradicional ou fdérmula com
prebidticos e/ou probidticos adicionados. Férmulas suplementadas com os prebiéticos
GOS e FOS podem influenciar a presenca de mais bifidobactérias nos RN alimentados
por féormulas — o nivel de bifidobactérias nos RN amamentados e nos RN alimentados
por férmulas com prebidticos é semelhante, enquanto nos RN alimentados por formula
tradicional é inferior. Para além disso,/as espécies de bifidobactérias sdo semelhantes
entre RN amamentados e RN alimentados com féormula com prebiéticos. Pelo contrario,
RN com férmula tradicional apresentam espécies diferentes de bifidobactérias, com
maior abundancia de B. cantenulatum e B. adolescentis, que habitualmente estdo

presentes em maior quantidade nos adultos (Voreades et al., 2014).

Relativamente a férmulas com probiéticos, foi demonstrado que a suplementagdao com
estirpes de Bifidobacterium e Lactobacillus tem um impacto positivo na microbiota do
RN. A suplementacdao com B. bifidum e L. acidophilus em RN pré-termo permitiu um
aumento da populacdo de bifidobactérias para valores semelhantes aos de RN de termo
(Alcon-Giner et al., 2020). Para além disso, a suplementagdo com probiéticos como
Lactobacillus rhamnosus GG e Bifidobacterium lactis reduz o risco de enterocolite
necrotizante, sépsis e mortalidade por varias causas em RN pré-termo (Dermyshi et al.,
2017). Outro estudo mostrou que a suplementacdo com Bifidobacterium breve Bb12 em
RN com muito baixo peso a nascenga resulta em colonizacdo intestinal por
bifidobactérias e crescimento de Lactobacillus em comparagdo com RN que ndo

receberam suplemento probidtico (Bertelsen et al., 2016). Outro estudo avaliou a
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administracdao de Lactobacillus reuteri DSM 17938 em RN; nao foram observadas
diferengas no nimero de bifidobactérias e lactobacilos entre o grupo de estudo e o
grupo de controlo, mas foi demonstrada uma diminuicdo de bacilos anaerdbios Gram
negativos no grupo tratado com probidticos, o que aparenta ser benéfico na prevengdo

de enterocolite necrotizante (Savino et al., 2015).

Por fim, outro estudo avaliou o impacto do uso de férmula infantil suplementada com
simbidticos, LC-PUFAs e membrana do glébulo de gordura do leite (MFGM) na formacgao
da microbiota. Demonstrou-se uma maior diversidade de espécies bacterianas nos
grupos alimentados por fdrmula tradicional e pela férmula do estudo em comparacao
com o grupo amamentado. A abundancia de bifidobactérias foi superior nos RN
amamentados; entre o grupo férmula tradicional e o grupo da férmula de estudo, o
numero de bifidobactérias foi semelhante, mas a formula do estudo conseguiu uma
abundancia relativa mais prolongada de B.breve, B. longum e B. pseudocatenulanum até
aos 6 meses de idade. Para além disso, a evolu¢ao da microbiota ao longo do tempo foi
semelhante entre o grupo da féormula de estudo e o grupo amamentado. Assim, a
combinacdao de simbidticos, LC-PUFA e MFGM demonstrou um efeito bifidogénico e
lactogénico, induzindo uma maturacdo da microbiota semelhante a de RN

amamentados (Cerdé et al., 2022).
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6. Conclusao

O leite materno consiste na fonte nutritiva de eleicdo do RN, apresentando o equilibrio
ideal de macro- e micronutrientes e componentes bioativos. A presenca de HMOs no
leite materno permite o estabelecimento de uma microbiota benéfica, rica em
bifidobactérias e lactobacilos, o que por sua vez tem impacto ao longo da vida no
estabelecimento de diversas patologias do foro autoimune, alérgico e inflamatério. Para
além disso, o leite materno possui outros componentes cuja importancia no
desenvolvimento da microbiota tem vindo a ser esclarecida, como a microbiota do leite
materno, proteinas e péptidos antimicrobianos, membrana do glébulo de gordura do

leite, hormonas, entre outros.

Ao longo dos anos, a industria tem vindo a tentar melhorar a composicdo das férmulas
infantis para que se aproximem ao maximo do leite materno. Contudo, para ja o leite
materno e as férmulas continuam a apresentar diferencas, o que tem impacto na
microbiota — os RN alimentados por férmula infantil apresentam menor abundancia de
bifidobactérias e uma maior diversidade bacteriana, com uma transicao precoce para

uma microbiota semelhante a do adulto.

Tém sido desenvolvidas féormulas infantis suplementadas com prebidticos e/ou
probidticos, com o objetivo de estimular a formacdo de uma microbiota semelhante a
de RN amamentados. Alguns estudos demonstraram uma maior aproximagao a
microbiota de RN amamentados em termos de abundancia de bifidobactérias e
lactobacilos. Contudo, a evidéncia cientifica é limitada, nomeadamente acerca da sua

eficacia, dosagem, periodo adequado de administracdo e seguranca.

Assim, o aleitamento materno permanece como primeira op¢do de nutricao para o RN.
Nos casos em que se opta ou é necessaria suplementacao, a férmula infantil tradicional
€ a escolhida, sendo necessaria uma maior investigacdo acerca de componentes
bioativos como prebidticos e/ou probidticos e do seu impacto no organismo humano

para que a sua utilizacdo possa ser expandida.
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