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Resumo

A microflora, particularmente a intestinal, pode representar (como se entende dos varios estudos
realizados), um dos estimulos principais para uma maturagéo “normal” das fungdes imunoldgicas.

A atopia é considerada uma patologia do foro imunitario com um predominio Th2. O aumento da
producédo de IgE associada a antigénios do meio ambiente pode conduzir ao aparecimento de
manifestagdes clinicas.

Estudos recentes confirmam um aumento das doengas alérgicas (em que a resposta imunitaria
apresenta um dominio Th2) e das doengas auto imunes (em que a resposta imunitaria apresenta
um dominio Th1), sendo que, a ocorréncia destas patologias € maior nos paises industrializados.

A hipotese da higiene propde que este rapido aumento da atopia esteja relacionado com uma
reducado da exposicao a infecgbes cedo na vida. Esta hipétese assenta em trabalhos que demonstram
que a resposta imunitaria a antigénios de microrganismos se acompanha da expressao preferencial
de citocinas tipo Th1, contrabalangando a produg¢ado de citocinas Th2 caracteristica dos recém-
nascidos. A polarizagdo Th2 aumenta a produgéo de IgE, atopia e doencgas alérgicas.

Por se saber que a estimulagdo microbiana primaria, major, ocorre no ser humano com o
estabelecimento da flora intestinal, tem-se sugerido que a exposigdo a microflora comensal possa
representar uma chave moduladora do sistema imunitério contra a patrologia atépica.

E esta interface, bactérias intestinais sistema imunitario das mucosas, que permite uma defesa
dos microrganismos patogénicos e um estimulo para o sistema imunitario. Necessariamente, o
sistema imunitario das mucosas precisa de estar em equilibrio, sem o qual a maturagéo do sistema
imunitario e a defesa do organismo poderao ser postas em causa.

A relacdo entre a redugdo da incidéncia de doengas infecciosas e o aumento da incidéncia de
patologia alérgica, por um lado, e o aparente efeito protector das infecgcbes em relagéo a estas
patologias mediadas pela resposta imunitaria, por outro lado, conduzem a necessidade de comprovar
esta evidéncia epidemiolégica e de aumentar os estudos em relacéo a possiveis meios terapéuticos
nesta area.
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Abstract

It is now clear from the literature that the principal stimuli of postnatal maturation of the im-
mune functions in mammals are signals from the microbial environmental, particularly the
commensal microflora of the gastrointestinal tract.

Atopy is considered an immune disorder associated to a dominant TH2 activity. The increased
IgE production directed to environmental antigens, as house dust mites, moulds or pollen grains
can be associated with many clinical manifestations.

Current evidence suggests an increase of both allergic diseases (in which the immune re-
sponse is dominated by type 2 helper T cells) and autoimmune diseases (in which the immune
response is dominated by type 1 helper T cells). The occurrence of these diseases is higher in
industrialized countries. One theory proposed to explain this increase in allergic and in autoimmune
diseases is that it results from a decrease in the prevalence of childhood infection.

Concerning allergic diseases the immunological explanation has been put into the context of
the functional T cell subsets known as T helper 1 (TH1) and T helper 2 (TH2) that display polar-
ized cytokine profiles. It has been argued that bacterial and viral infections including respiratory
viruses, during early life direct the maturing immune system toward TH1, which counterbalance
pro-allergic responses of TH2 cells. Neonates are born with the immune response skewed to-
wards a Th2 profile, which is more pronounced in children with a family history of atopy. A reduc-
tion in the overall microbial exposure will result in weak TH1 response and unrestrained TH2
reaction that allow an increase in allergy. The ‘hygiene hypothesis’ proposes that the relatively
sterile environment present in industrialized western countries has contributed to the recent epi-
demic of asthma and atopy.

Whether specific infections are of greater or lesser protective value is an important question if
strategies are to be derived to mimic the beneficial effects of childhood infection whilst avoiding
morbidity and potential mortality of the natural pathogens. On other works infectious processes in
the respiratory tract are associated with increased risk in latter life suggesting that viral infection
may promote allergic sensitization.

A more accurate analysis showed that the relationship between infection and subsequent
development of asthma is strongly influenced by host factors determining the response of the
host to that infection. Disturbance of the respiratory mucosal surface during viral infection may
allow allergens to access to epithelial layer and interact with antigen presenting cells and other
inflammatory cells and leading to allergic sensitization.

The exact mechanisms by which microbial flora may affect atopic disease remain speculative.
However, there is rapidly increasing evidence that specific input from the faecal flora to the innate
immune system is essential for the establishment and maintenance of mucosal immune tole-
rance.

A populagdo microbiana que coloniza o corpo
humano € numerosa e diversa e o “habitat” destes
microrganismos inclui o aparelho respiratorio, o
aparelho gastrointestinal, a pele e o aparelho
genitourinario.

As fungdes da flora microbiana normal sdo
varias podendo destacar-se a sua interferéncia no
metabolismo do hospedeiro e nos produtos
alimentares, desenvolvimento do epitélio intesti-

nal, fornecimento de factores de crescimento,
estimulag@o da resposta imunitaria, alimentagao
de células por produtos metabdlicos de bactérias,
possibilitando ainda, a defesa contra potenciais
microrganismos patogénicos mas impedindo a
resposta imunitdria contra bactérias comensais
residentes e nao patogénicas, tornando-se
necessario que a imunidade das mucosas esteja
em equilibrio.'® %
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Na auséncia destes organismos a vida tal como
a conhecemos seria impossivel.

A informagao bibliografica nesta area aponta
para que o principal estimulo po6s-natal de
maturag¢ao do sistema imunitario se encontra no
meio ambiente microbiano, particularmente no
trato gastrointestinal.

Na altura do nascimento, a mucosa gas-
trointestinal € estéril, mas nos primeiros meses ¢
anos de vida verifica-se uma colonizagao
sequencial através da mae e do meio ambiente,
até que uma microflora se estabeleca. Concomi-
tantemente ocorre o desenvolvimento a nivel in-
testinal do GALT “Gut-associated Lymphoid Tis-
sue”, considerado um dos 6rgdos importantes do
sistema imunitario, requerendo a sua maturagao
um estimulo microbiano procedente da microflora
intestinal. Varios estudos experimentais tém
demonstrado que a falta ou um estimulo inade-
quado resulta numa 4rea superficial intestinal
diminuida, padrao enziméatico da mucosa alterado,
resposta inflamatoria diminuida, diminuicao do
sistema imunitario secretor das mucosas (IgA), e
rotura da tolerancia a antigénios nao patogénicos
previamente situados na superficie da mucosa®.

A microflora do organismo humano, embora
de base estavel, mantém ao longo da vida de um
individuo, um continuo fluxo determinado por
uma variedade de factores (idade, dieta, alteragdes
hormonais, satde e higiene pessoal), que contri-
buem para alterar quantitativamente e qualitati-
vamente a microflora'®.

A prevaléncia de doengas atdpicas tem vindo
a aumentar nos paises ocidentais. A hipdtese da
higiene propde que este rdpido aumento da atopia
esteja relacionado com uma reducdo da exposicao
a infec¢des cedo na vida®. Esta hipotese assenta
em trabalhos que demonstram que a resposta
imunitaria a antigénios de microrganismos se
acompanha da expressao preferencial de citocinas
Th1, contrabalangando a producao de citocinas
Th2 caracteristica dos recém-nascidos. A

polarizagdo Th2 aumenta a producdo de IgE,
atopia e doengas alérgicas.

Por se saber que a estimulagdo microbiana
primaria, major, ocorre no ser humano com o
estabelecimento da flora intestinal, tem-se
sugerido que a exposi¢do a microflora comensal
possa representar uma chave moduladora do
sistema imunitdrio contra a atopia e doengas
alérgicas.

As variagdes geograficas no que diz respeito
a flora intestinal foram recentemente suma-
riadas'®, e deste estudo os autores verificaram que
nos paises ocidentais a flora intestinal tem mais
bactérias anaerobias (bifidobacterias, bacterioi-
des) e significativamente menos estreptococos,
enterococos ¢ lactobacilos do que a flora intesti-
nal no Uganda, Japéo e India oriental.

Estas diferencas podem estar associadas a
modificacdes da dieta (maior consumo de carne
versus maior consumo de vegetais) e a diferentes
padrdes culturais relacionados com a localizagao
geografica do individuo'.

Os recém-nascidos alimentados por leite
materno colonizam com um numero maior de
bifidobacterias, lactobacilos e estafilococos
enquanto que aqueles que sdo alimentados com
leite artificial apresentam maior numero de
clostridios, enterococos e enterobacteria'.

As diferencas na composi¢ao das microfloras
intestinais comegaram por ser comparativamente
estudadas em criangas de paises diferentes no
processo de industrializagdo e desenvolvimento
socio-econdmico e s6 recentemente foram
avaliadas entre paises europeus, nomeadamente,
geograficamente vizinhos.

E o caso do trabalho de Bengt Bjorkstén e
colaboradores' que compara a microflora de
criangas da Estonia e da Suécia, com uma semana
e um més de vida, depois de os mesmos autores
terem feito um estudo semelhante em criangas
com um ano de idade.

A razao destes trabalhos prende-se com as
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diferencas importantes nas condi¢des de vida en-
tre os dois paises, geograficamente vizinhos,
podendo esperar-se que o tipo e intensidade da
colonizacdo intestinal tenham influéncias na
estimulagdo do sistema imunitario.

Assim, nas crian¢as com uma semana de idade,
a prevaléncia de colonizac¢do intestinal por
aerobios totais era de 100%, quer na Estonia, quer
na Suécia (Fig. 1-A). Ao més de vida, as criangas
mantinham-se todas colonizadas (100%),
independentemente do pais. No entanto, dentro
dos aerobios, os lactobacilos estavam presentes
em 20% das criancas Estonianas com uma semana
e em apenas 5% das criancas Suecas. Uma
diferenca ainda mais evidente e estatisticamente
significativa existia ao més de vida (80% nas
criancas Estonianas contra 30% nas Suecas) (Fig.
1-B).

E, portanto, evidente que a prevaléncia da
colonizagdo intestinal por lactobacilos ¢
progressiva nos dois paises (aumenta entre a
semana ¢ o més de vida), mas muito mais
abrangente na Estonia do que na Suécia.

Quanto ao total de anaerdbios, apenas a0 meés
de idade se verificava 100% de prevaléncia de
colonizagdo, igual nos dois paises, com valores
de 80 e 90%, respectivamente na Estonia e na
Suécia, nas criangas com uma semana (Fig.1-
C). Dentro dos anaerdbios, as bifidobactérias
estavam presentes em 45% das criangas
Estonianas com uma semana e em 40% das
Suecas, e em 65% e 50%, respectivamente, ao
més de idade (Fig. 1-D).

Embora esta prevaléncia de bifidobactérias
seja em parte semelhante ao anteriormente
referido para os lactobacilos (aumento da
prevaléncia com a idade e maior prevaléncia de
colonizag¢do nas criancas Estonianas) ela contrasta
com o observado para o total de anaerobios, no
qual as criangas Suecas com uma semana se
apresentavam mais colonizadas do que as
Estonianas.

A leitura destes dados sugere que, em relagdo
aos anaerobios, as criangas Suecas tinham mais
oportunidades de colonizarem, de forma mais
precoce, o tubo digestivo, apesar de nao ser por
bifidobactérias, ou por clostridios. No entanto, se
apreciarmos a mediana das unidades formadoras
de colonias (counts-log CFU/g) verificamos que,
quer a semana quer ao més de vida, nas criancas
Suecas ela era sempre inferior a das Estonianas,
parecendo ndo ser relevante a informagao prestada
pela prevaléncia de colonizagdo por total de
anaerobios.

No caso das microfloras intestinais serem
analisadas ainda na Estonia e na Suécia, mas em
criangas com dois anos de idade, alérgicas e ndo
alérgicas, Bjorksten e col. demonstraram que as
criangas alérgicas estavam menos frequentemente
colonizadas por lactobacilos e bifidobactérias, de
forma significativa, apenas nos primeiros em
qualquer dos paises. Pelo contrario, as criancas
alérgicas apresentavam, nalguns casos, contagens
mais elevadas de aerdbios (Fig. 2).

Apesar da exiguidade da amostra, nota-se que
os desvios entre criangas alérgicas e nao alérgicas
sdo muito semelhantes na Estonia e na Suécia,
apesar das diferencgas ja apontadas nas condigdes
de vida entre os dois paises. Pelo contrario, as
baixas contagens de lactobacilos encontradas na
Suécia contrastam com as altas contagens em
criangas de paises em desenvolvimento, como a
Etiopia.

A reducdo da colonizagdo por aerobios,
especialmente bifidobactérias e clostridios, parece
associar-se a alergia, embora sem relagdo com o
tratamento por antibioticos (frequéncia e tipo de
antibiotico). Mas, por outro lado, os lactobacilos
(aerdbios), que se encontravam reduzidos nas
alergias podem por diminui¢do da producdo de
IFNy, levar a uma globalizagdo Th2 mais eficaz
e, consequentemente, a alergia. No entanto (Fig.
2) a analise por paises (Estonia e Suécia) ndo
apresenta diferencas de grande significado.
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Microflora Intestinal de Criangas da Esténia e Suécia
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Trabalhos anteriores baseiam-se em amostras
biologicas colhidas num unico momento da vida
da crianca, ou em intervalos relativamente curtos
(uma semana, um més), enquanto que o de Bergt
Bjorkstén® desenvolve um estudo ao longo de
doze meses com determinagdes analiticas a
primeira semana, ao primeiro meés, aos trés, seis
e doze meses de vida, em criangas alérgicas € nao
alérgicas da Estonia e da Suécia.

Os resultados expressos nas figuras 3 para
alguns componentes da microflora intestinal,
revelam uma diferenga de informacao, consoante
se utilize a prevaléncia de colonizacao (%), ou a
intensidade de colonizagdo (contagens em CPU
log/g). Na verdade, ha uma maior prevaléncia de
criangas alérgicas colonizadas pelos lactobacilos,
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mais notodria a primeira semana € que se esbate
ao sexto e décimo segundo més. Mas se
utilizarmos a informacao obtida por contagens,
as alérgicas tém menos lactobacilos a primeira
semana, mais ao primeiro e ao terceiro mes,
semelhante ao sexto e muito mais ao décimo
segundo més.

Quanto as bifidobactérias, a prevaléncia da
colonizag¢do ¢ muito inferior nos alérgicos, para
todas as idades estudadas (salvo ao sexto més em
que ¢ mais proxima), em contraste com as
contagens, sempre muito semelhantes, mas
também sempre superiores nos alérgicos.

Da mesma forma, quanto aos clostridios, €
evidente a discrepancia de resultados, por
exemplo, a primeira semana (nos alérgicos maior
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Microflora Intestinal de Criangas da Esténia e Suécia
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prevaléncia e menor contagem), aos trés meses
(menor prevaléncia e maior contagem) e aos doze
meses (maior prevaléncia e menor contagem).

Como interpretar esta diversidade de infor-
magao?

Podemos pensar que, por exemplo, aos trés
meses, os alérgicos associam-se a menor
oportunidade de serem colonizados por clos-
tridios, embora as criangas colonizadas tenham
uma alta contagem destes microrganismos. Sendo
assim, ¢ mais importante estimular a oportunidade
de colonizagdo, ou a quantidade de coldnias
presentes individualmente?

Tratando-se de um grupo misto (Estonia e
Suécia), ndo poderao ser as diferencas geograficas
que tenham ditado a diferenca na prevaléncia (por
exemplo, terem sido colonizadas as criangas
Estonianas e ndo as Suecas?)

Dos varios estudos realizados nesta area e
considerando os distintos padrdes de microflora
intestinal encontrados em recém-nascidos, com
atopia e sem atopia, um grupo de autores concluiu
que os métodos de cultura bacterioldgicos
provaram ser insensiveis no estudo das modi-
ficagdes da microflora, sendo por isso, novas
metodologias necessarias para aumentar o
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Microflora Intestinal de Criancas Saudaveis e Alérgicas
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Fig. 3

conhecimento sobre a diversidade microbiana a
nivel do intestino®.

Os acidos gordos celulares, por exemplo,
representam componentes estruturais das mem-
branas celulares bacterianas, ¢ quando analisada
uma amostra fecal, por cromatografia de gas
liquido ¢ avaliado o perfil de todas as bactérias
presentes na amostra permitindo uma comparagao
sensivel entre as diferentes amostras. Este tipo
de avaliacdo permitiu, a alguns autores verifi-
carem que recém-nascidos (com 3 semanas)
atopicos e nao-atopicos, apresentam diferencas
estatisticamente significativas no perfil de 4cidos

gordos, o que ndo foi detectado pelo método
classico de cultura de bactérias. Para detectar a
bactéria responsavel por esta discrepancia foi
aplicado outro método recente, quantitativo,
designado por FISH (“Fluorescente in situ
Hibridization™), verificando os autores que o
relagdo bifidobacteria/clostridia se encontrava
reduzida nos individuos atopicos quando
comparados com os nao atopicos. Esta diferenga
era a custa de uma baixa contagem de
bifidobacterias e maior nimero de clostridios®.
Este estudo demonstrou o possivel papel da
microflora intestinal na regulagdo e desenvol-
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vimento dos mecanismos protectores da atopia.
Em relagdo a hipotese da higiene € possivel
considerar que os comensais presentes no recém-
nascido proporcionam o despoletar dos primeiros
sinais de defesa relativamente ao estabelecimento
de atopia, sendo estes, mais tarde, fortalecidos
pelo estimulo dos microrganismos do ambiente
com 0s quais se contacta ao longo da vida. Este
mecanismo promove uma resposta imunitaria
polarizada para Th1, diminuindo as respostas Th2.
Este tipo de desvio podera ser mediado parcial-
mente por duas estruturas das bactérias, os
lipopolissacarideos e o motivo CpG do DNA
bacteriano®, que promovem uma resposta
predominantemente Thl. Paralelamente, o papel
protector das infeccdes no desenvolvimento de
alergias surge pelos efeitos de restri¢ao das células
Th2, através das citocinas sintetizadas durante a
resposta a infecg¢ao’.

A microflora, particularmente a intestinal, pode
representar (como se entende dos varios estudos
realizados), uma das principais for¢as para uma
maturagdo “normal” das fungdes imunologicas'®.
E assim necessério que se realizem estudos nesta
area para se clarificar, por exemplo, a idade em
que ocorre a colonizagdo intestinal e a prevaléncia
das infecg¢des intestinais. No entanto a
contribui¢do dos factores genéticos e da dieta,
podem condicionar a activagdo da mucosa intes-
tinal e no caso concreto dos individuos alérgicos
aumentar ou pelo contrario restringir a atopia'.

Como ¢ que a mucosa intestinal se torna tao
importante na correcta maturacdo do sistema
imunitario?

Pelo contacto permanente com antigénios
presentes na alimentacao, por exemplo, e também
com a microflora intestinal. Estes antigénios
estimulam o sistema imunitario através de células
especializadas presentes no epitélio intestinal, as
células M. As células M, transportam os anti-
génios do lumen intestinal para o interior da mu-
cosa e apresentam, na sua estrutura, uma

invaginac¢ao profunda, ou bolso, que se encontra
preenchido por células do sistema imunoinfla-
matorio com as quais os antigénios entram em
contacto: Linfocitos T (LT), Linfécitos B (LB) e
Macrofagos. Assim, o tecido linfoide presente ao
longo do trato intestinal contacta com os micror-
ganismos que se encontram neste compartimento,
nao s6 pelos LT e LB mas também através das
células dendriticas, que produzem em resposta a
flora microbiana IL-23, que por sua vez tem um
papel importante na defesa do hospedeiro contra
bactérias invasivas, pela sua capacidade de manter
uma resposta por células Thl de memoria,
actuando directamente nos linfocitos CD4+ de
memoria.

Para além do balango Th1/Th2, outros meca-
nismos tém sido responsabilizados por este efeito.
E o caso das células CD4+ que expressam a cadeia
a do receptor da IL-2 (CD25). O mecanismo pelo
qual actuam parece envolver a produgdo de TGF-3,
que a semelhanca da producdo da IL-10
sintetizada por células reguladoras, monocitos e
macrofagos, diminui a progressao de patologia
alérgica em modelos experimentais. A produ¢do
destas citocinas aumenta nas doengas infecciosas
e possivelmente contribuem para diminuir as
complicagdes destas infec¢des. Em suma, os
resultados sugerem que os agentes infecciosos
estimulam a produgdo de células reguladoras,
cujos efeitos se estendem para além da resposta
aos microrganismos, regulando a resposta Thl/
Th2'.

Outro mecanismo com relevancia na influéncia
da infeccdo na alergia € a competicao antigénica,
em que a resposta imunitaria em relagdo a um
antigénio diminui por uma resposta imunitdria
concomitante contra um outro antigénio nao
relacionado com a primeira resposta. A compe-
ticdo antigénica pode afectar a producdo de
anticorpos (incluindo a IgE) e as respostas imunes
mediadas por células'.

Finalmente, ainda um outro mecanismo
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possivel neste bindmio infeccdo/alergia esté
relacionado com os TLRs (“Toll-like Receptors),
que sdo receptores para varios componentes
bacterianos, entre os quais o motivo CpG do DNA
bacteriano. Quando os TLRs se ligam aos
ligandos bacterianos estimulam as células
mononucleares a produzir citocinas da vertente
Thl, através de um processo dependente do fac-
tor nuclear-kB (NF-kB) o que pode diminuir a
resposta alérgica'™ 2!,

E esta interface, bactérias intestinais sistema
imunitario das mucosas, que permite uma defesa
dos microrganismos patogénicos e um estimulo
para o sistema imunitdrio. Necessariamente, 0
sistema imunitario das mucosas precisa de estar
em equilibrio, sem o que a maturagdo do sistema
imunitario e a defesa do organismo poderdo ser
postas em causa®.

A relagdo entre a redugdo da incidéncia de
doengas infecciosas ¢ o aumento da incidéncia
de patologia alérgica, por um lado, e o aparente
efeito protector das infecgdes em relagdo a estas
patologias mediadas pela resposta imunitaria, por
outro lado, conduzem a necessidade de comprovar
esta evidéncia epidemioldgica e de aumentar os
estudos em relagdo a possiveis meios terapéuticos
nesta area.

O ecosistema intestinal pode ser modulado nao
sO por antibidticos mas também por extractos
bacterianos, e particularmente por probidticos
(microrganismos ingeridos vivos e capazes de
influenciar a fisiologia do hospedeiro)' ', assim
como por derivados moleculares de micobactérias
e lipopolissacarideos. Os probioticos podem ser
tomados em formulagdes farmacéuticas ou na
propria alimentacdo, e os dados dos diferentes
trabalhos realizados fortalecem a promessa de
uma aproximagdo terapéutica, que deve no
entanto ainda ser considerada numa base experi-
mental.

O mecanismo exacto pelo qual actuam os
probiodticos mantém-se em especulacdo. Parece

provavel que os probiodticos actuem na prevencao
primaria da atopia pela sua capacidade de
inverterem o aumento da permeabilidade intesti-
nal que as criangas atopicas apresentam, aumen-
tando também a resposta especifica por IgA,
habitualmente diminuida na atopia. Os probio-
ticos restruturam ainda a microecologia do
intestino normal, assim como aumentam a sintese
de TGFB (Transforming Growth Factor B) e de
IL-10 in vivo. Estas citocinas anti-inflamatorias
tém um papel crucial na prevengdo do apare-
cimento de patologia atdpica e no tratamento da
doenga estabelecida, sendo que as modificagdes
induzidas pelas estirpes especificas presentes nos
probioticos modificam a fisiologia e a imunologia
do hospedeiro’.

O segredo da imunoterapia pode estar no
tempo de administracdo', mas nem todos os
organismos probiodticos tém efeitos similares e
nem todas as alergias partilham a mesma pato-
genia. Outras perguntas que precisam de resposta
sdo a dose e a duragdo dos tratamentos e, ainda,
se um unico ou diversos microrganismos, darao
a melhor resposta.

A importancia da microflora na maturacgao do
sistema imunitario, o potencial efeito benéfico da
microflora em particular da intestinal no controlo
da atopia, tém conduzido a necessidade de tentar
reproduzir as doencas infecciosas contra as quais
temos vindo a lutar eficazmente nas ultimas
décadas.
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