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ABSTRACT 

 

Background: Infantile colic is one of the main causes of discomfort and suffering for an infant, as 

well as concern and psychological, emotional, and physical strain for the parents. For this reason, 

infantile colic is a field of clinical research both in terms of etiology and treatment. Some studies 

suggest that a large ratio of Bifidobacterium and Lactobacillus in the intestinal microbiota of infants 

protects against colic and agitation. Other studies also point to fennel-based teas having a positive 

impact on improving symptoms of colic in infants. Objective: To assess the possible changes to the 

microbiota of the breast milk and of the feces of infants with or under five months old breastfed 

after the ingestion of a fennel-based tea by the mothers. To isolate and identify bacteria with a 

potential probiotic effect from the breast milk and feces of the infants. Design: This is a clinical study 

that includes newborn infants under five months old with symptoms of colic. The intervention 

involves the ingestion of 1 liter of fennel tea by the mothers throughout the day, over a period of 7 

days. It was requested that the mothers collect a sample of their own breast milk and of their infants’ 

feces. The samples were collected at the beginning and end of the intervention. These were used to 

identify the bacterial community with high throughput sequencing and to isolate the bacteria with 

a probiotic aspect. Results: 13 samples of feces and 5 samples of breast milk were examined at the 

level of the microbiota. Several species that belong to the genus Bifidobacterium were detected in 

the samples of feces. The number of ASVs in the samples of feces rose significantly (P < 0.05) after 

the intervention. There was also a significant rise (P < 0.05) of the ASVs belonging to the phylum 

Firmicutes in the samples of the feces after the intervention, excluding one sample that was 

drastically different to the rest. Conclusion: This study indicates that the bioactive compounds in 

fennel have a prebiotic effect in infants breastfed by mothers who consume fennel tea by selectively 

stimulating the rise of the number of beneficial bacteria in the intestinal microbiota, namely some 

genera belonging to the phylum Firmicutes and bacteria of the genus Bifidobacterium, thus reducing 

the symptoms of infantile colic. This study represents an inspiration for possible future studies who 

seek to better understand the effects of fennel tea in the decrease of symptoms of colic in infants. 

Keywords: Foeniculum vulgare, Fennel, Infantile colic, Breast milk 
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RESUMO 

 

Introdução: A cólica infantil representa uma das principais causas de desconforto e sofrimento para 

a criança, bem como preocupação e desgaste psicológico, emocional e físico para os pais. Por essa 

razão, a cólica infantil é uma área de pesquisa clínica tanto em termos de etiologia quanto de 

tratamento. Alguns estudos sugerem que uma alta proporção de Bifidobacterium e Lactobacillus na 

microbiota intestinal infantil protege contra as cólicas e agitação. Outros estudos têm também 

indicado um impacto positivo de infusões à base de funcho na melhoria da sintomatologia das 

cólicas em crianças. Objetivos: Avaliar as possíveis alterações da microbiota do leite materno e fecal 

de crianças (com idade inferior ou igual a 5 meses) amamentadas, após a ingestão de uma infusão 

à base de funcho pelas mães. Proceder ao isolamento e identificação de bactérias do leite materno 

e fezes das crianças com possível efeito probiótico. Desenho do estudo: Este é um estudo clínico 

que inclui crianças com idade inferir a cinco meses e que apresentem sintomatologia de cólicas. A 

intervenção consiste na ingestão de 1 litro de infusão de funcho ao longo do dia pelas mães, durante 

um período de 7 dias. Foi solicitado às mães que fizessem uma recolha do seu próprio leite materno 

e das fezes dos lactentes. As amostras foram recolhidas no início e no final da intervenção. Estas 

foram utilizadas para identificação da comunidade bacteriana por sequenciação de alto rendimento 

e para o isolamento de bactérias com carácter probiótico. Resultados: Foram avaliadas, ao nível da 

microbiota, 13 amostras de fezes e 5 amostras de leite materno. Foram detetadas várias espécies 

nas amostras de fezes que pertencem ao género Bifidobacterium. O número de ASVs nas amostras 

de fezes aumentou significativamente (P < 0,05) após a intervenção. Observou-se igualmente um 

aumento significativo (P < 0,05) dos ASVs pertencentes ao filo Firmicutes, nas amostras de fezes 

após a intervenção, com a exclusão de uma amostra que se diferenciava drasticamente das 

restantes.  Conclusão: Este estudo sugere que os compostos bioativos presentes no funcho têm um 

efeito prebiótico nos lactentes amamentados por mães consumidoras de infusão de funcho, ao 

estimular seletivamente o aumento do número de bactérias benéficas na microbiota intestinal, 

nomeadamente alguns géneros pertencentes ao filo Firmicutes e de bactérias do género 

Bifidobacterium, reduzindo assim os sintomas da cólica infantil. Este representa uma inspiração para 

possíveis estudos futuros que procurem perceber melhor o efeito da infusão de funcho na redução 

da sintomatologia das cólicas em crianças. Palavras-chaves: Foeniculum vulgare, Funcho, Cólica 

infantil, Leite materno  
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INTRODUÇÃO 

 

A cólica infantil (CI) representa uma das principais causas de desconforto e sofrimento para 

a criança, resultando em choro excessivo, bem como de preocupação e desgaste psicológico, 

emocional e físico para os pais1. Por essa razão a CI é uma área de pesquisa clínica tanto em termos 

de etiologia quanto de tratamento. Várias teorias etiológicas foram propostas, mas nenhuma delas 

é forte o suficiente para descrever completamente esta condição2. Embora multifatorial na sua 

etiologia, a cólica é diversas vezes associada à alimentação, fatores psicológicos e do neuro-

desenvolvimento3 e, mais frequentemente, a mecanismos relacionados com o trato 

gastrointestinal, como formação de gases, dismotilidade, inflamação e disbiose intestinal4.  

Têm sido efetuados vários estudos que tentam compreender a etiologia das cólicas infantis 

e melhorar a sua sintomatologia1. Entre esses estudos, existem vários que demonstram um impacto 

positivo de infusões à base de funcho na melhoria da sintomatologia das cólicas das crianças5–10. 

Este efeito positivo das infusões com funcho faz parte de um conhecimento empírico, onde é 

relatado por várias mães que ao ingerirem estas infusões notam um efeito positivo na redução das 

cólicas nas crianças.  No entanto, pouco se conhece acerca do mecanismo bioquímico/fisiológico 

pelo qual os componentes ativos do funcho que passam para o leite materno (LM), exercem a sua 

bioatividade. No presente estudo é colocada a hipótese de que os componentes bioativos do funcho 

terão um efeito modulador na microbiota intestinal das crianças e na do leite materno.  

Leite Materno 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) recomenda que a amamentação seja exclusiva até 

aos 6 meses de idade devido à riqueza nutricional do leite materno e à sua importância para um 

bom crescimento e desenvolvimento da criança11. O LM é uma fonte contínua de microrganismos 

que são transmitidos, juntamente com muitos nutrientes e compostos bioativos, para o intestino 

infantil durante um período crítico do desenvolvimento e maturação12,13.  

A composição microbiológica do LM varia consoante o tempo de lactação, duração da 

gestação, doenças maternas, uso excessivo de antibióticos, tipo de parto, higiene, stress contínuo, 

genótipo e dieta14–17.  

 Este contém a quantidade ideal de macro e micronutrientes fornecendo uma nutrição 

completa ao lactente. Para além desses nutrientes, o leite humano contém uma série de compostos 
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bioativos e imunológicos, como anticorpos, lisozima, fatores de crescimento, peptídeos 

antimicrobianos, microRNAse e oligossacarídeos do leite humano (HMOs), que têm impacto no 

desenvolvimento do sistema imunológico infantil e fornecem defesa contra agentes patogénicos. O 

leite materno é também uma fonte de bactérias benéficas, denominadas bactérias do ácido láctico 

(BAL), como Bifidobacterium e Lactobacillus, cujos seus benefícios para a saúde já são conhecidos18–

22. Os HMOs podem apoiar a proliferação destas bactérias no intestino infantil23–25, através da sua 

ação prebiótica, agindo como substrato para o seu crescimento, uma vez que estas bactérias 

possuem a capacidade de consumir HMOs, justificando a sua predominância no intestino de 

crianças amamentadas26,27.  

Vários estudos reportam a existência de alterações na composição do leite humano ao longo 

do período de lactação23,28,29. No estudo de Lyons K. et al (2022), foram avaliadas as alterações e a 

evolução da microbiota do leite humano de mulheres entre 1, 4, 8 e 24 semanas de lactação. A 

abundância dos filos Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria apresentou variações 

significativas entre os diferentes períodos de lactação. Foram observadas igualmente diferenças 

entre a 1ª e 24ª semana a nível do género, incluindo um aumento significativo em Bifidobacterium, 

Veillonella, Blautia e Faecalibacterium, e uma diminuição significativa em Pseudomonas, 

Acinetobacter, Pseudaminobacter e Flavobacterium ao longo desse período. Embora as diferenças 

nos géneros tenham sido mais relevantes entre a 1ª e 24ª semanas, também foi possível observar 

uma flutuação de alguns géneros ao longo das 24 semanas. Por exemplo, neste estudo observou-se 

um aumento de Bifidobacterium até à 4ª semana, seguida de uma redução até à 24ª semana23.  

Segundo os resultados do estudo de Padilha M. et al (2019), a dieta materna influência a 

microbiota do LM. No período de lactação, a ingestão alimentar materna a curto prazo foi 

correlacionada com pequenas alterações na abundância de géneros específicos. Especificamente, o 

ácido linoleico correlacionou-se positivamente com a abundância relativa dos géneros 

Bifidobacterium no leite humano, que podem desempenhar um papel importante na composição 

da microbiota intestinal infantil em desenvolvimento29.  

Alguns estudos associaram os partos por cesariana a concentrações bacterianas totais no 

leite mais elevadas do que o parto vaginal, com níveis mais elevados de Streptococcus, mas mais 

baixos de Bifidobacterium. Outros estudos indicam uma menor diversidade de espécies na 

microbiota do leite humano de mulheres submetidas a cesariana em comparação com parto 

normal16. Porém, num trabalho publicado recentemente não foi detetado qualquer efeito do tipo 
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de parto na microbiota do leite materno18, pelo que serão necessários mais estudos para comprovar 

esta associação25.  

O índice de massa corporal (IMC) materno e o ganho de peso durante a gravidez têm impacto 

na composição e diversidade taxonómica da microbiota do leite materno. Verificou-se que o leite 

de mães com obesidade (IMC ≥ 30 kg/m2) inclui uma comunidade bacteriana de menor diversidade 

em comparação com o leite de mães com peso normal (IMC  25 kg/m2). Foram detetadas maiores 

contagens de bactérias totais, Staphylococcus e Lactobacillus e números mais baixos de 

Bifidobacterium em mães com obesidade em comparação com mulheres com peso normal durante 

os primeiros 6 meses de amamentação25,28. Um ganho de peso excessivo durante a gravidez foi 

também associado a maiores quantidades do género Staphylococcus e da espécie Staphylococcus 

aureus em amostras de leite recolhidas após 1 mês de lactação, bem como maiores quantidades de 

Lactobacillus e menores quantidades de Bifidobacterium em amostras recolhidas após 6 meses. 

Contudo, neste estudo foi definido como ganho de peso normal, de acordo com as recomendações 

do Institute of Medicine: 11,5-16,0 kg e 7,0-11,5 kg para mulheres com peso normal e mulheres com 

obesidade, respetivamente28.  

A genética também é um fator que influencia a composição do LM. Sabe-se que o 

polimorfismo W143X introduz um codão de terminação prematuro no gene FUT2 (rs601338) 

retirando a capacidade de sintetizar HMOs α(1-2)-fucosilados (fenótipo “não secretor”). Os não-

secretores expressaram menos HMOs em comparação com mães com fenótipo secretor (FUT2 

ativo). Além disso, o estado secretor materno mostrou estar associado à composição da microbiota 

do leite humano14.  

 

Microbiota Intestinal Infantil 

O corpo humano está repleto de uma grande quantidade de microrganismos comensais, 

como bactérias, vírus e fungos, denominados coletivamente de microbiota. A aquisição inicial da 

microbiota ocorre tanto no ambiente externo quanto no materno, e a grande maioria deles coloniza 

o trato gastrointestinal30. O aumento das taxas de nascimento por cesariana, exposição a 

antibióticos, alimentação com fórmula e dietas seletivas demonstraram afetar a composição da 

microbiota intestinal infantil31,32.  

A microbiota humana é moldada por uma interação de fatores, incluindo antecedentes 

genéticos, sistema imunológico, cultura, economia, comportamento e meio ambiente. É adquirido 
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e desenvolvido nos primeiros anos de vida e acredita-se que desempenhe um papel crítico nas vias 

imunológicas, endócrinas, metabólicas e outras vias de desenvolvimento da criança. Portanto, 

entender o processo de aquisição da microbiota e direcionar esse processo para o melhor benefício 

para a saúde é de extrema importância33. O processo de colonização gastrointestinal neonatal pode 

ser influenciado por inúmeros fatores ambientais. Um dos fatores preponderantes é a dieta 

neonatal, sendo que o LM é considerado a dieta ideal para estimular o desenvolvimento da 

microbiota de forma mais adequada para o lactente14,34.  

O leite humano é uma fonte fundamental de componentes bioativos, incluindo bactérias que 

podem contribuir para a colonização gastrointestinal neonatal e desenvolvimento e maturação 

imunológica durante os estágios iniciais cruciais de desenvolvimento35,36. A amamentação é uma 

fonte importante de BAL, provavelmente devido à ação combinada dos componentes do leite 

materno, como compostos antimicrobianos e substâncias prebióticas (HMOs) que podem estimular 

seletivamente o crescimento de BAL no intestino. Os lactobacilos e bifidobactérias presentes no 

leite materno podem igualmente contribuir para o estabelecimento e desenvolvimento da 

microbiota da criança, fornecendo-lhe uma fonte contínua de inoculação bacteriana35. 

As bifidobactérias são frequentemente encontradas como sendo as mais abundantes no 

intestino de crianças amamentadas, geralmente representando 50-90% da população bacteriana 

total detetada nas fezes destas crianças. Acredita-se que isso se deva à sua notável capacidade de 

metabolizar e consumir componentes prebióticos do leite humano26. Dessa forma, a ingestão de LM  

durante toda a lactação auxilia na formação da microbiota intestinal infantil e, consequentemente, 

contribui para o desenvolvimento e maturação do sistema imunológico da criança. Por exemplo, o 

leite humano tem a capacidade de modular o desenvolvimento e colonização intestinal da criança 

através da transmissão da mãe para o filho de estirpes bacterianas pertencentes aos géneros 

Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus e Bifidobacterium através da amamentação37,38.  

 

Cólica Neonatal  

A cólica infantil é considerada um distúrbio gastrointestinal funcional que ocorre em 

aproximadamente 20% das crianças1. Geralmente, a sintomatologia associada às cólicas atinge o 

seu pico às 6 semanas após o nascimento e diminui naturalmente em 12 semanas1.  

Em 1954, Wessel definiu como critérios de diagnóstico de CI a presença de episódios de 

choro paroxístico, com duração de pelo menos três horas por dia, por mais de três dias da semana, 
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durante pelo menos três semanas, em crianças previamente saudáveis e bem alimentadas39. Mais 

tarde, surgiram os critérios de Roma, criados em 1994 por um grupo de especialistas em 

gastroenterologia que desenvolveram um sistema de classificação com critérios de diagnóstico para 

distúrbios gastrointestinais funcionais em adultos40–42. Posteriormente, após diversas atualizações 

destes critérios, foi criada a distinção entre critérios específicos para distúrbios gastrointestinais 

funcionais em crianças recém-nascidas e crianças/adolescentes43–46. A mais recente atualização 

destes critérios foi em 2016, os critérios de Roma IV, onde estão presentes os critérios de 

diagnóstico da CI. Estes critérios definem a CI como períodos recorrentes e prolongados de choro, 

agitação ou irritabilidade, em crianças com idade inferior a 5 meses, relatados por cuidadores, que 

ocorrem sem causa óbvia e não conseguem ser evitados ou resolvidos40. Para o diagnóstico de 

cólica, segundo os critérios de Roma IV, não deve existir nenhuma evidência de deficiência de 

crescimento da criança, febre ou doença. Para além disso, a criança deve chorar e ficar agitada por 

3 ou mais horas por dia durante 3 ou mais dias, no período de uma semana e, por fim, o período de 

choro e agitação nas últimas 24 horas deve ser confirmado como sendo de 3 ou mais horas, através 

de pelo menos um diário de comportamento de 24 horas, mantido prospectivamente47.  

Para além de existirem critérios que auxiliam no diagnóstico de CI, também estão a ser 

realizados mais estudos com o objetivo de ajudar na melhoria da sua sintomatologia48. Em alguns 

estudos, observou-se que a administração oral de probióticos a crianças amamentadas com cólica, 

resultava numa redução do tempo de choro de, pelo menos, 50%, em comparação com o placebo. 

Foi demonstrado que uma estirpe probiótica específica, Lactobacillus reuteri DSM 17938, reduz as 

cólicas em crianças amamentadas exclusivamente com leite materno, sugerindo fortemente uma 

associação entre a microbiota gastrointestinal e as cólicas1,48,49.   

No entanto, a eficácia dos probióticos para reduzir os sintomas de cólica em lactentes 

alimentados também com fórmula necessita de mais estudos. Numa revisão sistemática, não foram 

encontradas evidências suficientes para apoiar ou refutar a eficácia dos probióticos na prevenção 

da CI48. 

Estudos prospetivos demonstraram a possibilidade de existirem problemas a nível do 

comportamento, relacionamento familiar e emoções negativas, ligadas ao temperamento, após 

vários anos de resolução das cólicas50–52. Uma das hipóteses para estas consequências a longo prazo, 

serão as interações biológicas do eixo intestino-cérebro, como o papel da microbiota intestinal no 

neuro-desenvolvimento, bem como efeitos psicossociais no humor dos pais e no vínculo pais-filhos 

durante um período crítico de desenvolvimento. Porém, independentemente das potenciais 
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consequências referidas anteriormente permanecerem controversas, a cólica não deixa de ser uma 

condição que requer interações do eixo intestino-cérebro, uma vez que apresenta alterações 

gastrointestinais e sintomatologia comportamental, através do choro e agitação3.  

Num estudo transversal prospetivo, onde foram incluídas 150 mães com filhos com idade 

inferior a 6 meses, observou-se que 106 mães (70,7%) tinham filhos que apresentavam sintomas de 

cólicas53. Para além disso, as mães demonstraram opiniões distintas quanto à utilização de infusões 

de ervas no tratamento das cólicas dos seus filhos: 36% das mães afirmaram que as infusões de 

ervas poderiam ser dadas às crianças em caso de dores relacionadas com a excessiva produção de 

gases, enquanto 55,3% afirmaram não querer administrar infusões de ervas e 8,7% afirmaram que 

desconheciam essa possibilidade. As mães que forneciam infusões de ervas aos seus filhos 

afirmaram que, na maioria das vezes, preferiam utilizar infusão de erva-doce (funcho)53. 

 

Funcho  

O funcho (Foeniculum vulgare), comumente conhecido por erva-doce, é uma planta 

aromática perene, nativa do sul da Europa e da Região do Mediterrâneo, distribuída por vários 

países tropicais e subtropicais com propriedades antifúngicas, antibacterianas e antioxidantes54,55. 

Alguns estudos indicam que esta planta pode apresentar efeitos importantes na supressão da 

inflamação e da carcinogénese, possivelmente por ação de um composto presente na sua 

constituição, o anetol, que tem a capacidade de inibir as respostas mediadas pelo Fator de Necrose 

Tumoral, cuja sinalização está associada com inflamação e carcinogénese54. Poder-se-á utilizar a 

semente do funcho, o extrato, em pó ou mesmo a própria planta, de forma a adquirir as suas 

propriedades benéficas.  

Ignora-se se o funcho já existia nos Açores aquando da chegada dos primeiros navegadores 

portugueses ou se terá sido introduzida pelos primeiros colonos, mas sabe-se que o funcho é uma 

planta utilizada nos Açores há diversos anos, sobretudo na culinária, para aromatizar alguns dos 

cozinhados típicos e como planta medicinal, muito utilizada no tratamento das cólicas das crianças. 

Na indústria alimentícia e de aromas, as sementes de erva-doce são utilizadas em carnes, produtos 

vegetais, molhos de peixe, sopas, molhos para saladas, pães, queijos, doces, chás e bebidas 

alcoólicas. O óleo de erva-doce é também usado em molhos, sabonetes, cremes, perfumes e licores. 

A semente desta planta é igualmente utilizada como laxante, expetorante, espasmolítico, anticólica 

e estimulante de enzimas digestivas. O pó de funcho é utilizado ainda, topicamente, como 
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cataplasma para picadas de cobra. Nas culturas asiáticas, o funcho era também ingerido para 

acelerar a eliminação de venenos56.  

Recentemente, devido à carcinogenicidade de um composto presente no funcho, o estragol, 

este foi considerado perigoso para os seres humanos, especialmente se usado como decocção para 

crianças. Porém, essa alegação não considera o funcho como uma matriz de substâncias e as suas 

interações entre si, uma vez que algumas das substâncias presentes na sua composição têm efeitos 

antioxidante, de inibição da inflamação e da carcinogénese. Acresce ainda que os níveis de estragol 

variam consoante as variedades do funcho, sendo que as variedades azoricum e dulce apresentam 

níveis mais baixos deste composto quando comparadas com a variedade vulgare (58% de estragol 

no óleo da variedade vulgare, 12% no óleo de var. azoricum e 6% no óleo de var. dulce)56.  

Estudos recentes confirmam que o estragol puro é inativado por muitas substâncias contidas 

na decocção56. Desta forma, os trabalhos com estragol como uma única substância em estudo 

podem ser enganosos e deturpar a sua atividade quando comparados com um extrato complexo de 

ervas. Em todos os estudos em animais, foi usado estragol isolado e purificado. Assim, os resultados 

fornecem um perfil toxicológico desta única molécula e não o perfil de risco de toda a decocção. Em 

humanos, o estragol geralmente é ingerido através da infusão de erva-doce ou através do tempero 

de alimentos com esta planta que, para além deste composto, contém muitas outras substâncias 

como nevadensina, epigalocatequina, outros flavonóides e anetol, que têm um papel protetor e, 

portanto, contrabalançam o possível efeito do estragol puro56. 

 

Relação entre Cólica Infantil, Funcho e Microbiota Intestinal Infantil 

Vários estudos têm demonstrado que a microbiota intestinal das crianças com cólicas 

apresenta uma menor diversidade comparada com crianças sem cólicas4,57,58. Em consonância, 

Weerth et al. (2013) relataram que a diversidade da microbiota em crianças sem cólica apresentou 

um aumento significativo nos primeiros 100 dias de vida, enquanto a diversidade da microbiota em 

crianças com cólica permaneceu reduzida4,58.  

Crianças com cólica podem apresentar disbiose da microbiota intestinal, alterações de 

barreira e inflamação gastrointestinal crónica leve58–62. Um estudo que comparou a microbiota 

intestinal de crianças com cólica e sem cólica, identificou que as proteobactérias estavam 

significativamente aumentadas em crianças com cólica58. Em contraste, as bifidobactérias e 

lactobacilos estavam significativamente reduzidos em crianças com cólicas, incluindo espécies com 
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efeitos anti-inflamatórios4. Além disso, o fenótipo da cólica correlacionou-se positivamente com 

géneros pertencentes ao filo Proteobacteria, incluindo Escherichia, Klebsiella, Serratia, Vibrio, 

Yersinia e Pseudomonas, mas negativamente com bactérias pertencentes aos filos Bacteroidetes e 

Firmicutes57. Esta, seria assim uma provável causa de inflamação, fermentação, dor e dismotilidade 

intestinal. Observou-se também uma diminuição do número de espécies produtoras de butirato nas 

crianças com cólica58.  

Foi abordada a possibilidade de bactérias com a capacidade de produzir gás como a 

Klebsiella, em conjunto com bactérias Gram-negativas com propriedades pró-inflamatórias como 

Eubacterium, contribuírem negativamente para a dor intestinal e o choro que caracterizam a cólica3. 

As evidências sugerem que uma alta proporção de Bifidobacterium e Lactobacillus na microbiota 

infantil protege contra as cólicas e agitação, devido ao seu efeito modulador da resposta imune e à 

capacidade dos Lactobacillus induzirem a expressão de genes anti-inflamatórios3,60,61.  

Rhoads et al. (2018) sugeriram que as alterações microbianas na cólica estão associadas a 

inflamação intestinal, medida pela calprotectina intestinal, uma proteína antimicrobiana liberada 

de neutrófilos entéricos usada para avaliar a inflamação intestinal. Os resultados encontrados neste 

estudo conseguiram demonstrar uma relação significativa entre a cólica e a calprotectina intestinal, 

uma vez que em crianças com cólica, a calprotectina intestinal encontra-se significativamente 

aumentada em comparação com crianças sem cólica, independentemente do tipo de alimentação62.  

Existem vários estudos que demonstram a eficácia das preparações com funcho na 

diminuição da prevalência de cólicas infantis, reduzindo significativamente o tempo de choro 

provocado pelas cólicas5–10. No entanto, o mecanismo subjacente a este efeito do funcho ainda não 

foi bem explicado, sendo necessários mais estudos para compreendê-lo5–10.  



 
 

 18 

OBJETIVOS 

 

O objetivo principal deste estudo é avaliar as alterações da microbiota do leite materno e 

fecal das crianças (com idade inferior ou igual a 5 meses) amamentadas, após a ingestão de uma 

infusão à base de funcho pelas mães.  

 

Os objetivos específicos deste estudo são:  

- Caracterizar a microbiota fecal de crianças com idade inferior a 5 meses; 

- Caracterizar a microbiota do leite materno;  

- Isolar e identificar bactérias do leite materno e fezes das crianças.  
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METODOLOGIA 

 

Declaração de Ética  

Este estudo, ensaio clínico não controlado com apenas um braço, foi aprovado pela Comissão 

de Ética da Universidade dos Açores, a Comissão de Ética da NOVA Medical School e a Comissão de 

Ética do Centro de Saúde de Angra do Heroísmo. 

O presente trabalho foi financiado pelo projeto Babymicro (Ref. M1.1.C/C.S./050/2021/01) que, 

por sua vez, é financiado pela Direção Regional da Ciência e Tecnologia (DRCT). 

 

Desenho do estudo e recrutamento dos participantes 

As mães foram informadas dos objetivos e da metodologia do estudo, antes de assinarem 

um consentimento informado, onde constava a informação de que a sua participação era 

completamente voluntária e que todos os dados recolhidos permaneceriam anónimos. 

Posteriormente foi gerado um código para cada participante, de acordo com a proteção de dados, 

garantindo a confidencialidade e a ocultação no tratamento analítico e de resultados.  

Os contactos das mães foram fornecidos pelos Centros de Saúde de Angra do Heroísmo e 

Praia da Vitória. Devido à pandemia por COVID-19, o inquérito de inclusão foi realizado por via 

telefónica. Posteriormente, toda a informação sobre o estudo e recolhas das amostras foram 

realizadas através da deslocação a casa de cada participante.  

Foi também aplicado um questionário direto às mães para recolher informações sobre o seu 

estado de saúde e da criança, idade de ambos, uso de antibióticos nos últimos 3 meses, medicação 

atual, alimentação da criança, tipo de parto e sintomatologia de cólicas. Foram ainda realizadas 

medições do peso com auxílio de uma balança da marca Omron© OM-BF511 e recolhida informação 

relativamente à estatura das mães para posterior cálculo do IMC. Crianças cujas mães tivessem 

utilizado antibióticos nos últimos 3 meses não foram incluídas no estudo. Foram apenas recrutados 

os participantes que englobavam todos os critérios de inclusão presentes na Tabela 1. As mães 

também foram convidadas a preencher um questionário sobre a adesão ao Padrão Alimentar 

Mediterrânico. 
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Tabela 1. Critérios de inclusão e exclusão para participação no estudo. 

Critérios de Inclusão e Exclusão 

Inclusão Exclusão 

- Crianças com idade inferior a 5 meses. - Crianças alimentadas exclusivamente por fórmula. 

- Crianças com sintomatologia de cólicas segundo os 

critérios de Roma IV40. 

- Crianças cujas mães tomaram antibiótico nos últimos 

3 meses.  

- Crianças de termo (idade gestacional entre 38 e 42 

semanas). 

 

 

A intervenção consistiu na ingestão de 1 litro de infusão de funcho ao longo do dia pelas 

mães, durante um período de 7 dias. Foram fornecidos 7 sacos contendo 20 g de sementes de 

funcho cada um a todas as participantes e, de seguida, foi efetuada uma explicação de como 

deveriam proceder para a preparação da infusão. A variedade de funcho utilizada foi a Foeniculum 

vulgare var. dulce, devido à sua menor concentração de estragol quando comparada com outras 

variedades56. Para preparar a infusão, a água (1L) foi fervida e em seguida foram adicionadas as 

sementes inteiras, ficando em repouso cerca de 5 minutos antes de serem retiradas da água. A 

infusão foi bebida em substituição da água que as mães beberiam normalmente, sem limitação do 

consumo diário de água, apenas limitação da ingestão de outras infusões de ervas, de forma a não 

interferir com os resultados. Foram recolhidas amostras do LM e das fezes das crianças antes da 

intervenção e uma semana após o início da ingestão da infusão de funcho por parte das mães (Figura 

1).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Tempo de estudo entre colheitas de amostras, após obtenção do consentimento informado pelas 
participantes. 

 

 

Obtenção do consentimento 

informado 

1ª colheita 2ª colheita 

7 dias 
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Colheita das amostras 

Foram recolhidas amostras de LM e fezes das crianças antes da ingestão da infusão de funcho 

por parte das mães, e uma semana após a ingestão. Foi fornecido um saco estéril para recolha do 

seu próprio leite por parte das mães e as amostras de fezes foram recolhidas através das fraldas das 

crianças. A recolha do leite foi realizada com o auxílio de uma bomba extratora por todas as mães 

incluídas no estudo. Após recolhidas as amostras, estas foram colocadas no frigorífico (4 °C) 

enquanto aguardavam a sua recolha, que foi realizada sempre num período inferior a 12h. No 

laboratório, as amostras foram imediatamente utilizadas para isolamento de bactérias e extração 

do DNA. 

 

Extração do DNA das amostras 

A extração do DNA das amostras foi efetuada no laboratório de Bioquímica da Faculdade de 

Ciências Agrárias e do Ambiente da Universidade dos Açores. Para a preparação das amostras de 

fezes, pesou-se 5 g de amostra e adicionou-se 45 mL de tampão citrato de sódio a 2%, e de seguida 

procedeu-se à homogeneização no stomacher (400 Circulator, Seward Medical, Londres, Inglaterra) 

durante 2 minutos a 230 rpm. Para a extração do DNA do leite, procedeu-se a uma prévia 

concentração. Centrifugou-se 10 mL de leite a 7000  g durante 10 minutos (centrífuga Beckman 

J2-HS). Descartou-se o sobrenadante, e lavou-se o pellet com tampão TE (Tris-EDTA – 2M Tris HCl, 

0.5M EDTA, pH 8.0) duas vezes. Por fim, ressuspendeu-se o pellet em 1 mL de tampão TE. O DNA 

genómico total foi extraído usando o kit de extração UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (MoBio, 

Carlsbad, CA). A quantidade e qualidade do DNA extraído foi avaliado pela medição da absorvância 

a 260 e 280 nm no leitor de microplacas (LVis Plate, Fluorstar Omega, BMG Labtech), sendo 

calculado o rácio 260/280. A qualidade do DNA extraído foi confirmado por eletroforese em gel de 

agarose 1,5% (w/v).  

 

Sequenciação de alto rendimento e análises bioinformáticas 

As amostras foram preparadas para a sequenciação através do sistema Illumina63, por 

amplificação do gene rRNA 16S da comunidade bacteriana. O DNA foi amplificado para a região 

hipervariável V3-V4, com primers específicos e novamente reamplificado numa reação de PCR de 

ciclo limitado para adicionar adaptadores de sequenciamento e índices duplos. As primeiras reações 
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de PCR foram realizadas para cada amostra usando o Kit KAPA (HiFi HotStart PCR), de acordo com 

as sugestões do fabricante: 0,3 μM de cada primer: forward primer Bakt_341F 5'-

CCTACGGGNGGCWGCAG-3' e reverse primer Bakt_805R 5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3' 64,65 e 

2,5 μL de DNA num volume total de 25 μL. As condições de PCR envolveram uma desnaturação de 

3 minutos a 95 °C, seguidas de 30 ciclos de 98 °C por 20 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 30 s, e uma 

extensão final a 72 °C por 5 min. As segundas reações de PCR adicionaram índices e adaptadores de 

sequenciação a ambas as extremidades da região alvo amplificada, de acordo com as 

recomendações do fabricante63. Os controles negativos de PCR foram incluídos para todos os 

procedimentos de amplificação. Os produtos de PCR foram então purificados e normalizados 

usando o kit SequalPrep (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA)66, agrupados e sequenciados com 

o V3, no sequenciador Illumina MiSeq®63, de acordo com as instruções do fabricante. 

As leituras foram extraídas do Illumina MiSeq® System no formato fastq. O programa QIIME2 

2020.2.067 foi utilizado para gerar Amplicon Sequence Variant (ASV) e identificação taxonómica. A 

filtragem do ruído foi realizada com DADA268. As quimeras foram detetadas e removidas com base 

no método de consenso e leituras filtradas phiX. Após filtrar o ruído, as atribuições taxonómicas 

foram determinadas para ASVs com o plugin classificador de recursos q269 com utilização do banco 

de dados SILVA70. Estas análises foram efetuadas pela empresa Genoinseq (Cantanhede, Portugal). 

Foi realizada uma verificação das 965 sequências encontradas nas amostras através do programa 

BLAST. 

 

Isolamento de bactérias potencialmente probióticas  

As amostras de fezes e leite foram ainda utilizadas para isolamento de bactérias por 

plaqueamento em meio MRS com cisteína para a seleção de lactobacilos e Bifidobacterium. As 

placas foram incubadas a 37 °C, em anaerobiose, durante 72h. Foram isoladas 273 bactérias e 

realizadas as repicagens necessárias, nas mesmas condições no meio de cultura, até obtenção de 

culturas puras. 

A confirmação da pureza e identidade dos isolados foi realizada através da sua morfologia 

(determinada por microscopia de contraste de fase), reação ao Gram, e os testes da oxidase e da 

catalase. O teste da catalase foi realizado numa lâmina com peróxido de hidrogénio a 30%. O teste 

da oxidase foi realizado com o kit Bactident® Oxidase (Merck, Alemanha). Foram selecionados os 

isolados Gram positivos, catalase e oxidase negativos. Estes isolados foram congelados em caldo 
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MRS suplementado com 30% (v/v) de glicerol e mantidos a -80 °C. Das 273 bactérias isoladas apenas 

77 apresentaram o fenótipo Gram positivo, catalase e oxidase negativos.   

Deste grupo de 76 bactérias, 22 foram identificadas por sequenciação do gene 16S rRNA. O 

DNA genómico total foi extraído usando o kit de extração UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit 

(MoBio, Carlsbad, CA). Os fragmentos de aproximadamente 1388 pares de bases da região 16S rRNA 

foram amplificados por PCR, utilizando os primers universais 46F (5´ GCYTAAYACATGCAAGTCG-3´) 

e 1409R (5´ GTGACGGGCRGTGTGTRCAA-3´) que amplificam a região conservada do gene 16S rRNA. 

A reação PCR foi realizada num volume de 20 μL, contendo uma solução tampão (Taq 

polymerase reaction buffer), dNTPs (0.25 mol L-1), primers 46F e 1409R (0.13 mol L-1) e 1U de Taq 

DNA polimerase (Fermentas, Life Sciences, Waltham). O programa de amplificação foi realizado num 

termociclador, e consistiu numa primeira etapa de desnaturação a 94 °C durante 3 minutos, seguida 

por 25 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos e 72 °C durante 90 segundos, 

e uma etapa final de extensão a 72 °C durante 10 minutos. Os produtos do PCR foram avaliados 

através de uma eletroforese em gel de agarose 1,5% (w/v).  

O fragmento de cerca de 1388-bp do gene 16S rRNA foi sequenciado (STAB Vida). Para a 

visualização e edição das sequências de DNA, foi utilizado o programa Chromas; e para o 

alinhamento das sequências dos genes 46F (Forward) e 1409R (Reverse) foi usado o programa 

BioEdit Sequence Alignment Editor. As sequências do gene 16S rRNA editadas em formato Fasta 

foram analisadas pelo programa BLAST para pesquisa de sequências homólogas no GenBank, 

website NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificação da espécie.  

 

Adesão à Dieta Mediterrânica (DM) 

Para avaliar a adesão à Dieta Mediterrânica foi aplicado o questionário PREDIMED 

(PREvención com Dieta MEDiterránea)71,72, validado para a população portuguesa. Este questionário 

é constituído por 14 questões relacionadas com o consumo/frequência de consumo de alimentos 

típicos e não típicos do Padrão Alimentar Mediterrânico (Tabela 2). Para cada questão foi definido 

um critério relacionado com as características do Padrão Alimentar Mediterrânico. Para a análise 

dos dados, são pontuados com “um” as respostas às questões deste índice que cumprem com o 

critério, sendo a pontuação final obtida através do somatório da pontuação obtida para cada uma 

das perguntas. A pontuação final pode variar entre entre 0 e 14, sendo a adesão ao Padrão 

Alimentar Mediterrânico definida em dois níveis: baixa (< 10 pontos) e elevada (≥ 10 pontos)73.   
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Tabela 2. Descrição dos grupos de alimentos e respetivas porções usados para determinar o score de aderência à 
DM. 

Questões de adesão à Dieta Mediterrânica Critérios para 1 ponto 

1.Utiliza azeite como principal gordura culinária? Sim 

2.Que quantidade de azeite consome num dia (incluindo uso para fritar, 

temperar saladas, refeições fora de casa, etc.)? 
≥ 4 colheres de sopa 

3.Quantas porções de produtos hortícolas consome por dia (1 porção: 200 g; 

considere acompanhamentos como metade de uma porção)? 

≥ 2 (≥ 1 se for porção em cru 

ou em salada 

4.Quantas peças de fruta (incluindo sumos de fruta natural) consome por dia? ≥ 3 

5.Quantas porções de carne vermelha, hambúrguer ou produtos cárneos 

(presunto, salsicha, etc.) consome por dia? (1 porção: 100-150 g) 
< 1 

6.Quantas porções de manteiga, margarina, ou natas consome por dia? (1 

porção: 12 g) 
< 1 

7.Quantas bebidas açucaradas ou gaseificadas bebe por dia? < 1 

8.Quantos copos de vinho bebe por semana? ≥ 7 copos 

9.Quantas porções de leguminosas consome por semana? (1 porção: 150 g) ≥ 3 

10.Quantas porções de peixe ou marisco consome por semana? (1 porção: 

100-150 g de peixe ou 4-5 unidades ou 200 g de marisco) 
≥ 3 

11.Quantas vezes por semana consome produtos de pastelaria ou doces 

comerciais (não caseiros), como bolos, bolachas, biscoitos? 
< 3 

12.Quantas porções de oleaginosas (nozes, amêndoas, incluindo amendoins) 

consome por semana? (1 porção: 30 g) 
≥ 3 

13.Consome preferencialmente frango, peru ou coelho em vez de vaca, porco, 

hambúrguer ou salsicha? 
Sim 

14.Quantas vezes por semana consome hortícolas, massa, arroz ou outros 

pratos confecionados com um refogado (tomate, cebola, alho-francês ou alho 

e azeite)? 

≥ 2 

 

Análise Estatística 

Os índices de biodiversidade (Número de ASVs, Taxa, Chao1, Equitatividade, índice de 

Shannon e índice de Simpson) foram determinados com o programa Past (v. 4.11, Hammer & 

Harper). Foi aplicado o teste H de Kruskal-Wallis (para α = 0,05) para comparações dos índices de 

diversidade do leite e fezes, antes e após a ingestão da infusão de funcho. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas para p < 0,05. Os perfis de ASV de cada amostra foram 
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normalizados (total sum normalization) e comparados pela métrica de distância Bray-Curtis. As 

distâncias calculadas de Bray-Curtis foram posteriormente usadas para ordenar os perfis de ASV por 

Análise de Coordenadas Principais (PCoA). As relações de co-ocorrência e co-exclusão entre os 

géneros observados nas amostras de leite e fezes, foram analisadas pela correlação de Spearman. 

A análise estatística foi realizada com o programa Past (PCoA) e SPSS Statistics (v. 25, IBM 

Corporation). 
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RESULTADOS 

 

Foram contactadas 426 mães de crianças com idades inferiores a 5 meses através de 

contactos telefónicos fornecidos pelos Centros de Saúde de Angra do Heroísmo e Praia da Vitória. 

Foram recrutadas 10 crianças, porém um participante foi excluído do estudo, devido à perceção 

posterior de que a criança não apresentava realmente cólicas segundo os critérios de inclusão, 

acabando por ser incluídos no estudo 9 participantes. Duas das mães não concluíram o estudo (4 e 

10), entregando apenas as amostras de fezes antes da intervenção. Três mães não entregaram 

amostras de leite antes e depois da intervenção, por dificuldade em extrair o leite. Foram recolhidas 

um total de 12 amostras de leite e 16 amostras de fezes (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Fluxograma que identifica a população do estudo.  
*Não foi possível extrair o DNA de 3 amostras de fezes.  

**Não foi possível extrair o DNA de 7 amostras de leite.  

 

Total de amostras de fezes 

n = 16 

 

Crianças/mães incluídos no estudo 

n = 9 

Total de amostras de leite 

n = 12 

Mães contactadas 

n = 426 

*

* • Antes da intervenção: 7 

• Após a intervenção 6 

• Antes da intervenção: 2 

• Após a intervenção 3 

Extração do DNA 

** 

Excluídas (n = 417):  

Não cumpriam os critérios de inclusão: 415 

Falta de interesse em participar: 2 

Receio de efeitos adversos: 1 
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Caracterização clínica das crianças e das mães 

As crianças que integraram o estudo tinham entre 1 e 4 meses de idade e todas 

apresentavam cólicas segundo os critérios Roma IV40. Cinco das crianças apresentava idade inferior 

a 2 meses. A maioria delas eram do sexo feminino (55,6%) e nasceram por parto normal (55,6%). 

Das crianças incluídas no estudo, apenas uma apresentava alimentação mista (Tabela 3), sendo o 

leite materno a principal fonte de alimentação desta criança, porém esta ingeria aproximadamente 

320 ml de fórmula diariamente dividida por duas refeições de 160 ml cada. As restantes eram 

alimentadas com LM exclusivo (Tabela 3).  

Tabela 3. Caracterização das crianças. 

Sexo, n  

Feminino 5 

Masculino 4 

Idade, semanas (média ± DV) 10,4 ± 4,7 

Idade gestacional semanas (média ± DV) 39,5 ± 1,0 

Tipo de parto   

Vaginal 5 

Cesariana 4 

Tipo de alimentação, n  

LM exclusivo 8 

LM + fórmula 1 

Uso de medicação para cólicas, n  

Biogaia (5 gotas diariamente) 1 

Colimil (1x/dia e 2x/dia) 2 

 

As crianças cujas mães administravam suplementos probióticos (Biogaia e Colimil) não foram 

excluídos do estudo, devido à dificuldade no recrutamento de participantes e ao facto de 

continuarem a apresentar sintomatologia de cólica mesmo utilizando estes recursos. A utilização 

destes probióticos foi mantida durante o período de intervenção.   

A idade materna variou entre 24 e 45 anos, com uma média de 32,8 anos (Tabela 4). 

Nenhuma das participantes e os seus filhos apresentava doença crónica ou tomava medicação diária 

durante a sua participação no estudo. Como consta da Tabela 4 e de acordo com a OMS, as mães 

com IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m2 foram consideradas como tendo um peso normal para a sua 
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estatura, as mães com IMC entre 25,0 e 29,9, e IMC entre 30,0 e 34,9 foram consideradas como 

tendo excesso de peso e obesidade de grau I, respetivamente (Tabela 4).  

Tabela 4. Caracterização das mães. 

Idade, anos (média ± DV) 32,8 ± 6,1 

IMC pré-gestacional, n  

Peso normal 5 

Excesso de peso 2 

Obesidade grau I 2 

Aumento de peso na gestação, kg 10,3 ± 3,3 

IMC, kg/m2 (média ± DV) 27,2 ± 4,3 

 

As particularidades de cada participante que são importantes referenciar são as seguintes: 

as participantes 8 e 10 forneceram um suplemento probiótico (Colimil) aos seus filhos antes e 

durante a intervenção, a participante 5 também suplementava a criança com um probiótico 

(BioGaia) e esta foi a única participante onde a alimentação do lactente era mista (LM + dois 

biberões de 160 ml de fórmula cada). Por fim, a participante 3 destacava-se das restantes pelo facto 

de, antes de integrar o estudo, já ingerir diversos tipos de chá diariamente, sendo-lhe solicitado que 

bebesse apenas a infusão de funcho durante o período de intervenção.  

 

Feedback das mães após ingestão da infusão de funcho 

A opinião das mães relativamente à melhoria ou não da cólica dos seus filhos durante o 

período de ingestão da infusão de funcho é apresentada na Tabela 5. Podemos observar que a 

maioria das mães relatou uma melhoria considerável das cólicas dos seus filhos, uma vez que houve 

uma diminuição considerável do tempo de choro relacionado com a cólica (Tabela 5). Além disso, 

três mães continuaram a ingerir a infusão de funcho após o término do período de intervenção 

(Tabela 5). As mães 4 e 10 desistiram do estudo, pois relataram um aumento do período de choro 

diário da criança após iniciarem a ingestão da infusão de funcho.  

 

Tabela 5. Alteração do choro das crianças após a ingestão da infusão de funcho pelas mães e 

continuação ou não da ingestão após o término do período de intervenção. 

Participante 1 2 3 4 5* 6 7** 8 10 
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Idade (dias) 32 104 43 49 119 48 125 58 77 

Choro          

Continuação          

*A mãe relatou que a criança deixou de ter cólicas após a ingestão da infusão.  
**Não observou diferenças significativas no período de choro da criança. 

 
 

Caracterização da microbiota das fezes das crianças 

Num total de 16 amostras de fezes obtidas no estudo não foi possível a extração do DNA em 

3 amostras. A composição taxonómica das comunidades bacterianas foi avaliada num total de 13 

amostras de fezes. Só foi possível extrair o DNA de amostras completas de cinco participantes 

(amostras antes e depois da intervenção) (1FA/1FD, 5FA/5FD, 6FA/6FD, 7FA/7FD, 8FA/8FD). Para 

além dessas amostras, foi incluído na análise o DNA extraído em duas amostras antes da intervenção 

(3FA e 10FA) e numa amostra após a intervenção (2FD). A idade média destas crianças ao iniciarem 

o estudo foi de 10,2 semanas.  

A riqueza e a diversidade das comunidades bacterianas foram avaliadas para as amostras de 

fezes, aplicando vários índices de riqueza e diversidade (Nº de ASVs, Taxa, Chao1, Equitabilidade, 

Índice de Shannon, Índice de Simpson e Índice de Fisher). Estes parâmetros são apresentados na 

Figura 3.  

Neste estudo não se observaram diferenças significativas (P > 0,05) nos índices de 

biodiversidade Taxa, Dominância, Simpson, Shannon, Fisher e Chao-1, antes e após a intervenção. 

No entanto, observou-se uma tendência para um aumento da riqueza bacteriana nas fezes das 

crianças após a intervenção, embora não significativa (P = 0,063), refletida pelos índices Chao-1 e 

número de espécies (Taxa). Também o número de ASVs aumentou significativamente (P < 0,05) 

após a intervenção.  
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Figura 3. Índices de riqueza e diversidade bacteriana nas amostras recolhidas antes e após a 
intervenção. 
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Este aumento do número de ASVs após a intervenção foi observado na maioria das amostras 

(1,5,6 e 8), exceto na amostra 7, onde o número de ASVs no início da intervenção era anormalmente 

elevado em comparação com as restantes amostras (Tabela 6).  

 
Tabela 6. Total de ASVs nas amostras de fezes. O número corresponde ao participante, FA e FD correspondem às 
amostras de fezes das crianças recolhidas antes e após a intervenção, respetivamente. 

 

Nas amostras de fezes foram identificados 5 filos: Actinobacteriota, Bacteroidota, 

Cyanobacteria, Firmicutes e Proteobacteria. Porém, aqueles que contribuíram com mais de 1% da 

abundância total, em pelo menos uma amostra, foram os filos Actinobacteriota, Bacteroidota, 

Firmicutes e Proteobacteria (Figura 4). O filo Cyanobacteria apenas estava presente na amostra 7FD 

e o filo Firmicutes foi observado em todas as amostras estudadas. De forma geral, o filo dominante 

em grande parte das amostras de fezes foi o Actinobacteriota, porém este filo não estava presente 

na amostra 3FA (Figura 4).  

 

Não se observaram diferenças significativas (P>0,05) na abundância de ASVs pertencentes 

aos diferentes filos nas amostras de fezes antes e depois da intervenção (Tabela 7). No entanto, 

 1FA 1FD 2FD 3FA 5FA 5FD 6FA 6FD 7FA 7FD 8FA 8FD 10FA 

TOTAL 
ASVs 

6546 13969 6581 4134 5613 7359 4373 11048 17452 9801 4447 8024 3696 
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Actinobacteriota Bacteroidota Firmicutes Proteobacteria

Figura 4. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível do filo nas fezes das crianças. São 
mostradas apenas os filos que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma amostra. 
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após a exclusão da amostra 7, que apresenta uma presença ASVs pertencentes ao filo Bacteroidota 

particularmente elevada, detetou-se um aumento significativo (P < 0,05) dos ASVs pertencentes ao 

filo Firmicutes, após a intervenção.  

Tabela 7. Abundância de ASVs ao nível do filo nas amostras de fezes. 

 1FA 1FD 5FA 5FD 6FA 6FD 7FA 7FD 8FA 8FD 

Actinobacteriota 5290 10980 4243 5148 2666 4235 6908 3488 3272 6163 

Bacteroidota 0 0 0 19 0 0 9252 5128 0 0 

Cyanobacteria 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 

Firmicutes 523 2860 1370 1767 1136 2426 453 238 1175 1861 

Proteobacteria 733 129 0 425 571 4387 839 941 0 0 

 

Nas Figuras 5 e 6 são apresentadas as abundâncias relativas das sequências identificadas ao 

nível da classe e ordem, respetivamente. A classe Actinobacteria domina na maioria das amostras. 

Contudo, no indivíduo 3 (3FA) esta classe não foi detetada, sendo a classe Bacilli, a dominante nesta 

amostra, correspondendo a 85% da abundância relativa (Figura 5). A amostra 10FA também 

apresentou uma menor proporção da classe Actinobacteria. As classes com maior abundância 

relativa nesta amostra foram a Gammaproteobacteria e Clostridia. De salientar, que o indivíduo 7 

(7FA e 7FD) apresentou uma incidência da classe Bacteroidia elevada (>50%), não tendo sido 

detetados ASVs pertencentes a esta classe nas fezes das restantes crianças (com exceção de uma 

pequena percentagem nas amostras 2FD e 5FD). 

Figura 5. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível da classe nas fezes das crianças. São 
mostradas apenas as classes que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma amostra.  
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Em relação à ordem, podemos observar na Figura 6 que a ordem dominante na maioria das 

amostras é a ordem Bifidobacteriales. A amostra 3FA destaca-se pela dominância da ordem 

Lactobacilalles (80%). Nas amostras 7FA e 7FD a ordem dominante é a Bacteroidales (>50%). Por 

fim, as amostras 6FD e 10FA apresentam uma abundância relativa elevada de bactérias da ordem 

Clostridiales (15% e 33%, respetivamente) e Enterobacterales (39% e 35%, respetivamente) (Figura 

6). 

 

Ao nível da família, as amostras que apresentam menor abundância da família 

Bifidobacteriaceae são a 3FA (0% da abundância relativa), seguida da amostra 10FA (17%). A família 

dominante na amostra 10FA é a Enterobacteriaceae (35%), seguida da Clostridiaceae (33%).  

As restantes amostras têm a Bifidobacteriaceae como família dominante (Figura 7). As 

amostras do participante 7 apresentam um perfil microbiano, ao nível da família, distinto das 

restantes amostras, com uma abundância relativa elevada (>50%) de Barnesiellaceae e 

Sutterellaceae (4-8%).  
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Figura 6. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível da ordem nas fezes das crianças. São 
mostradas apenas as ordens que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma amostra. 
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O género Bifidobacterium foi o género dominante na maioria das amostras. A amostra 3FA 

destacou-se pela diferença observada na sua composição bacteriana quando comparada com as 

restantes amostras, pois foi a única amostra onde não se observou o género Bifidobacterium e onde 

a abundância relativa de Enterococcus foi bastante superior às restantes (Figura 8).  
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Figura 8. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível do género nas fezes das crianças. São 
mostradas apenas os géneros que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma amostra. 

Figura 7. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível da família nas fezes das crianças. São 
mostradas apenas as famílias que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma amostra. 
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 Através da verificação das sequências não identificadas no programa BLAST, foi possível 

identificar o género e a espécie de diversas bactérias que ainda não tinham sido identificadas nas 

amostras de fezes e leite materno. Também foi possível verificar que as bactérias que não tinham 

filo atribuído na verdade correspondiam a células somáticas, tendo sido excluídas da tabela de 

dados. No entanto, a abundância de espécies não atribuídas permaneceu muito elevada (Figura 9). 

A abundância relativa das sequências não identificadas ao nível da espécie foi entre 34 e 97%.  

Foram detetadas um total de 82 espécies nas amostras de fezes das crianças e 23 destas 

contribuíram com mais de 1% da abundância relativa total em pelo menos uma amostra. Entre estas 

23 espécies foram detetadas várias pertencentes ao género Bifidobacterium. As espécies de 

Bifidobacterium detetadas nas fezes das crianças foram Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium 

breve, Bifidobacterium dentium e Bifidobacterium longum numa abundância superior a 1% em pelo 

menos uma amostra. As amostras de fezes 6FA e 6FD destacaram-se das restantes por 

apresentarem uma abundância de Bifidobacterium breve muito superior, correspondendo a 61% e 

38% da abundância total, respetivamente. As amostras de fezes do lactente 7 (7FA e 7FD) 

apresentaram uma elevada abundância de Bacteroides faecis (47-49%) e de Sutterella 

wadsworthensis (4-8%), ausentes nas amostras das restantes crianças. A amostra 3FA continha 4% 

da abundância total da espécie Klebsiella pneumoniae, sendo que as restantes apresentavam uma 

abundância inferior a 1% da abundância total. Por outro lado, a amostra 10FA apresentou uma 

abundância de Bifidobacterium dentium superior às restantes amostras. Na amostra 3FA não foram 

detetadas espécies de bactérias pertencentes aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, sendo 

que as espécies que predominavam nesta amostra pertencem aos géneros Clostridium e Klebsiella 

(Figura 9).  
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Figura 9. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível da espécie nas fezes das crianças. São 
mostradas apenas as espécies que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma amostra. 

 

Padrão de co-ocorrência e exclusão de ASVs 

 

O padrão de co-ocorrência e exclusão de ASVs nas amostras de fezes é apresentado na Figura 

10. Podemos observar uma forte correlação negativa entre géneros considerados capazes de 

produzir gás e que contribuem para a dor intestinal e o choro que caracterizam a cólica3, como a 

Klebsiella e a Escherichia, com os géneros considerados protetores a nível das cólicas, devido ao seu 

efeito modulador da resposta imune3,60,61, como Bifidobacterium e Lactobacillus. Em contraste, 

observou-se uma correlação positiva entre Bifidobacterium e Lactobacillus (Figura 10). 
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Os géneros Lactobacillus e Clostridium apresentam uma correlação negativa, indicando que 

o aumento de Lactobacillus na microbiota intestinal poderá influenciar/reduzir a presença de 

bactérias do género Clostridium, nomeadamente algumas espécies toxigénicas de Clostridium 

perfringens. Os géneros Bacteroides, Sutterella, Parabacteroides, Klebsiella, Flavonifractor, 

Megasphaera, Veillonella, Actinomyces, Anaerococcus, Escherichia-Shigella e Clostridium 

apresentam correlação negativa com o género Bifidobacterium. Também, na amostra 5, 

observamos um aumento de Lactobacillus, Escherichia-Shigella e um ligeiro aumento de 

Streptococcus (Figura 8), todos estes géneros com alguma correlação positiva entre si (Figura 10), 

Figura 10. Dendrograma de relações de co-ocorrência e co-exclusão entre os géneros observados nas fezes, 
baseados na correlação de Spearman dos ASV (amplicon sequence variants). São apresentados os géneros com 
abundância superior a 1%, em pelo menos uma amostra. A cor da barra da escala indica a natureza da correlação, 
com +1 correspondendo a uma correlação positiva (vermelho escuro) e -1 correspondendo a uma correlação 
negativa (azul escuro). 
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contribuindo de forma positiva para um mútuo desenvolvimento. Por outro lado, na amostra 6, 

observamos um aumento de Escherichia-Shigella e Clostridium e, consequentemente, uma 

diminuição da abundância relativa de Bifidobacterium após a intervenção (Figura 8), uma vez que 

estes géneros apresentam correlação negativa entre si (Figura 10). Por fim, na amostra 7FD, 

também foi observada uma diminuição do género Bifidobacterium, podendo estar relacionado com 

o aumento de Sutterella, uma vez que estes géneros competem entre si (Figura 10).  

Comparando a similaridade entre as amostras relativamente à distribuição dos géneros 

bacterianos (Figura 11), verificamos que, como seria esperado, aquelas que apresentam menos 

parecenças com as restantes são as amostras dos participantes 3, 7 e 10 (3FA, 7FA, 7FD e 10FA). 

Estas foram as amostras que apresentaram menor abundância do género Bifidobacterium e maior 

abundância de outros géneros menos frequentemente encontrados nas outras amostras, como por 

exemplo o género Enterococcus na amostra 3FA, Escherichia-Shigella e Clostridium na amostra 10FA 

e, ainda, Bacteroides nas amostras 7FA e 7FD (Figura 8). A amostra 6FD apresenta pouca 

similaridade com as restantes, pois após a intervenção, houve um aumento acentuado de 

Escherichia-Shigella. As amostras que demonstram maior similaridade entre si apresentam maior 

abundância de Bifidobacterium e outros géneros mais comumente encontrados na microbiota fecal 

das crianças.  

 

Figura 11. Dendrograma e heat-map representando a distribuição (%) dos géneros bacterianos nas amostras de 
fezes. O agrupamento das amostras foi obtido utilizando-se a similaridade de Bray-Curtis. O código de cores, de 
verde a vermelho, indica a similaridade entre as amostras, onde vermelho indica similaridade elevada (=1) e o 
verde uma reduzida similaridade entre as amostras. 
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Caracterização da microbiota do LM 

Das 12 amostras de LM apenas foi possível extrair o DNA de 5 amostras. As amostras de leite 

materno depois da intervenção apresentam um número total de ASVs superior em relação às 

amostras anteriores a este período (Tabela 8).  

Tabela 8. Total ASVs nas amostras de leite materno. O número corresponde ao participante, LA e LD correspondem 
às amostras de leite materno recolhidas antes e após a intervenção, respetivamente. 

 
1LA 1LD 2LD 8LA 8LD 

TOTAL ASVs 2848 5288 1545 6903 8380 

 

De forma a ilustrar as diferenças/semelhanças das comunidades bacterianas nas amostras 

de leite materno e fezes das crianças, os perfis da comunidade microbiana foram comparados pela 

análise de coordenadas principais (PCoA). Na Figura 12 é apresentada a análise PCoA de ASVs 

identificados ao nível do género. Os dois eixos PCoA representaram 60% da variabilidade total, com 

PCoA1 e PCoA2 descrevendo 44% e 16% da variabilidade, respetivamente. Quando comparados os 

perfis das comunidades bacterianas das amostras de leite materno e fezes obtêm-se dois grupos 

distintos: Grupo A – Leite e Grupo B – Fezes (Figura 12). No entanto, a amostra de fezes 3FA 

apresenta-se bem diferenciada das restantes amostras. 
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Figura 12. Análise de Coordenadas Principais (PCoA) de ASVs identificados ao nível do género, de amostras de 
leite materno e fezes das crianças. As amostras de leite antes e depois da ingestão da infusão de funcho estão 
representadas por círculos e diamantes, respetivamente. As amostras de fezes estão representadas por 
triângulos e triângulos invertidos, respetivamente (cada cor representa um conjunto par mãe/criança). 
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As amostras de LM apresentam desta forma um padrão distinto a nível da composição 

bacteriana. As abundâncias relativas dos ASVs identificados ao nível do filo nas amostras do leite 

materno estão apresentadas na Figura 13. Os filos presentes nas amostras de LM em quantidade 

superior a 1% foram: Actinobacteriota, Firmicutes e Proteobacteria, sendo o filo Proteobacteria 

predominante com exceção da amostra 2 (2LD), onde o filo dominante foi o filo Firmicutes.  

É de salientar que todas as amostras de LM analisadas correspondem a mães que não 

apresentam obesidade (IMC < 30 kg/m2), a alimentação das crianças era exclusivamente LM e o 

parto de todas estas crianças foi vaginal. No entanto, as amostras de leite materno foram recolhidas 

em diferentes períodos de lactação (1LA - 4 semanas; 1LD - 5 semanas; 2LD - 14 semanas; 8LA - 8 

semanas e 8LD - 9 semanas).  

 

Apenas quatro classes apresentaram abundância superior a 1%: Actinobacteria, 

Alphaproteobacteria, Bacilli e Gammaproteobacteria (Figura 14). A classe dominante na maioria das 

amostras foi a Gammaproteobacteria, exceto na amostra 2LD, onde a classe dominante foi a Bacilli. 

Na Figura 14 podemos observar um aumento acentuado da classe Bacilli na amostra 8 após a 

ingestão da infusão de funcho (8LD). 
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Figura 13. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível do filo nas amostras de leite materno. São 
mostrados apenas os filos que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma amostra. 
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Quando avançamos ao nível da ordem (Figura 15), observamos que as amostras 1LA e 1LD 

apresentam maior abundância de Enterobacterales (83% e 91% da abundância relativa, 

respetivamente). Por outro lado, na amostra 2LD a ordem dominante é a Lactobacillales (42% da 

abundância relativa). Nas amostras 8LA e 8LD, a ordem Pseudomonadales é dominante. No entanto, 

após o período experimental, e à semelhança da amostra da mãe 1, ocorre uma diminuição da 

abundância de Pseudomonadales no LM (de 77% para 56%). 
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Figura 14. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível da classe nas amostras de leite materno. 
São mostradas apenas as classes que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma 
amostra. 

Figura 15. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível da ordem nas amostras de leite materno. 
São mostradas apenas as ordens que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma 
amostra. 
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Ao nível da família (Figura 16), continua a observar-se uma elevada variação da microbiota 

do leite entre as mães. As amostras de LM da participante 1, antes e após a intervenção (1LA e 1LD) 

têm como família dominante a Yersiniaceae. Após a intervenção observou-se um aumento da 

abundância relativa de Enterobacteriaceae e uma diminuição da Moraxellaceae. A amostra 2LD 

apresentou uma maior variedade de famílias comparativamente às restantes amostras. Sendo que, 

a família dominante nesta amostra é a Streptococcaceae. Nas amostras 8LA e 8LD, a família 

dominante é Moraxellaceae (Figura 16). De salientar que não foi identificada nenhuma sequência 

referente à família Bifidobacteriaceae antes da intervenção, embora todas as amostras de leite 

materno recolhidas após a intervenção apresentassem ASVs desta família.  

 

 

 Os géneros mais abundantes nas amostras de leite materno foram: Acinetobacter (4 a 67% 

da abundância relativa), Serratia (<1 a 81%), Streptococcus (<1 a 34%), Staphylococcus (<1 a 30%), 

Enterobacter (<1 a 15%), Pseudomonas (<1 a 10%), Raoultella (<1 a 8%), Rothia (<1 a 7%), 

Cutibacterium (<1 a 7%), Bifidobacterium (<1 a 5%), Granulicatella (<1 a 5%), Haemophilus (<1 a 4%), 

Gemella (<1 a 4%), Lactococcus (<1 a 3%) e Delftia (<1 a 3%). 

Nas amostras 1LA e 1LD, o género Serratia foi dominante em ambas as amostras (81%).  

Relativamente à participante 2, não foi possível obter a amostra antes da intervenção. No entanto, 
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Figura 16. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível da família nas amostras de leite materno. 
São mostradas apenas as famílias que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma 
amostra. 
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podemos observar uma grande variedade de géneros na amostra 2LD, sendo o Streptococcus 

dominante, correspondendo a 34% da abundância relativa total. Por fim, nas amostras 8LA e 8LD, o 

género dominante foi o Acinetobacter, correspondendo a 67% e 55% da abundância relativa total, 

respetivamente (Figura 17).  

Nenhuma das amostras de leite materno recolhidas antes da intervenção apresentava 

contagem do género Bifidobacterium, porém após a intervenção já foi possível identificar este 

género (Figura 17). 

 

  

Na Figura 18, está representada a abundância relativa de algumas espécies identificadas nas 

amostras de leite materno. Observou-se uma grande percentagem de espécies não identificadas 

(60 a 98% da abundância relativa total). No entanto, foram identificadas um total de 51 espécies no 

LM, sendo que apenas 20 contribuíram com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma 

amostra. As únicas amostras onde foi detetada espécies do género Bifidoctaerium foram as 

amostras 1LD e 8LD, sendo a espécie detetada a Bifidoctaerium bifidum. Foram detetados também 
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Figura 17. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível do género nas amostras de leite materno. 
São mostradas apenas os géneros que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma 
amostra. 
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as espécies Lactobacillus gasseri na amostra 1LD e Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis nas 

amostras 2LD e 8LD (Figura 18).  

As espécies mais frequentemente encontradas nas amostras de LM, com abundância total 

superior a 1%, em pelo menos uma amostra foram: Acinetobacter johnsonii (<1 a 9%), Granulicatella 

elegans (<1 a 5%), Gemella haemolysans (<1 a 4%), Haemophilus haemolyticus (<1 a 4%),  

Acinetobacter ursingii (<1 a 3%), Klebsiella oxytoca (<1 a 3%), Lactococcus lactis (<1 a 3%), Pantoea 

sp. (<1 a 2%), Pseudomonas psychrotolerans (<1 a 2%), Pseudomonas putida (<1 a 2%), 

Streptococcus peroris (<1 a 2%), Streptococcus peroris/lactarius (<1 a 2%), Agrobacterium 

salinitolerans/Rhizobiumpusense (<1%), Delftia lacustris (<1%), Delftia tsuruhatensis (<1%), 

Lactobacillus gasseri (<1%), Rhizobium sp. (<1%), Serratia rubidaea (<1%), Staphylococcus 

epidermidis (<1%).  
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Figura 18. Abundância relativa (%) das sequências identificadas ao nível da espécie nas amostras de leite materno. 
São mostradas apenas as espécies que contribuem com mais de 1% da abundância total, em pelo menos uma 
amostra. 
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Comparação das comunidades bacterianas no LM 

 

As relações de co-ocorrência e co-exclusão entre os géneros observados no LM são 

apresentados na Figura 19. Observou-se uma forte correlação negativa entre Bifidobacterium e 

Pseudomonas, o que está de acordo com outros estudos onde se observou uma correlação negativa 

entre a abundância de bactérias Gram positivas (Staphylococcus, Streptococcus e Rothia) e a 

abundância relativa de bactérias Gram negativas (Acinetobacter, Bacteroides, Halomonas, 

Herbaspirillum e Pseudomonas)74. No entanto, no presente estudo, o género Staphylococcus 

apresentou uma correlação positiva com os géneros Acinetobacter e Enterobacter. Por outro lado, 

os géneros Acinetobacter e Enterobacter apresentam ambos uma correlação negativa com os 

géneros Rothia. Já o género Streptococcus também apresentou uma correlação positiva com o 

género Lactococcus e Rothia.  

Figura 19. Dendrograma de relações de co-ocorrência e co-exclusão entre os géneros observados no LM, baseados 
na correlação de Spearman dos ASV (amplicon sequence variants). São apresentados os géneros com abundância 
superior a 1%, em pelo menos uma amostra. A cor da barra da escala indica a natureza da correlação, com +1 
correspondendo a uma correlação positiva (vermelho escuro) e -1 correspondendo a uma correlação negativa 
(azul escuro). 
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Isolamento de bactérias com possível caráter prebiótico 
 

Foram obtidos 273 isolados e, após a realização dos testes da coloração de Gram, catalase e 

oxidase, foram identificados e congelados 77 isolados (Gram +, catalase e oxidase negativos). Destes 

foram identificados 22 isolados (Tabela 9).  

Tabela 9. Identificação genética dos isolados obtidos do leite materno e fezes das crianças. 

Nº Origem Código 
do 

isolado 

Identificação 16S DNA % de 
similaridade 

Acession 
Number 
(Genebank) 

1 Leite 1LA1-R Lactobacillus gasseri 99.84 OQ713687 

2 Leite 1LA3-R Lactobacillus gasseri 99.84 OQ713688 

3 Leite 1LD4-R Lactobacillus gasseri 99.92  

4 Leite 2LD1 Streptococcus peroris 99.92 OQ713690 

5 Leite 5LA2-R Limosilactobacillus fermentum 100 OQ713691 

6 Leite 6LA1 Lactobacillus gasseri 99.92 OQ713692 

7 Leite 6LD6-2 Staphylococcus epidermidis 100 OQ713693 

8 Leite 7LA4 Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus 99.68 OQ713694 

9 Leite 7LD1 Streptococcus infantis 99.76 OQ713695 

10 Leite 7LD2 Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus 100 OQ713696 

11 Leite 7LD6 Staphylococcus epidermidis 100 OQ713697 

12 Leite 7LD8 Cutibacterium acnes 100 OQ713698 

13 Leite 7LD9 Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus 99.92 OQ713699 

14 Leite 9LA1 Enterococcus faecalis 100 OQ713700 

15 Fezes 2FA1 Lacticaseibacillus rhamnosus 100 OQ713701 

16 Fezes 2FD1 Lacticaseibacillus paracasei 100 OQ713702 

17 Fezes 2FD1-R Lacticaseibacillus paracasei 100 OQ713703 

18 Fezes 5FA6 Bifidobacterium bifidum 100 OQ713704 

19 Fezes 5FA5-R Lacticaseibacillus paracasei 100 OQ713705 

20 Fezes 5FA8-R Lactobacillus gasseri 99.92 OQ713706 

21 Fezes 7FA1 Bifidobacterium bifidum 100 OQ713707 

22 Fezes 7FD4 Bifidobacterium bifidum 100 OQ713708 

      

 

Adesão à Dieta Mediterrânica (DM) 

De acordo com os dados obtidos através do questionário PREDIMED, todas as participantes 

apresentaram uma baixa adesão à DM (< 10 pontos). A amostra apresenta uma baixa prevalência 

de consumo de hortícolas (22,2%), frutas (22,2%) e frutos oleaginosos (11,1%). Podemos também 

observar que nenhuma das participantes consumia uma quantidade de azeite superior ou igual a 

quatro colheres de sopa por dia (Tabela 10). Na Tabela 10, observamos que o consumo de carnes 

vermelhas foi superior (66,7%) ao consumo de carnes brancas (33,3%) e a maioria das participantes 
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consumia mais do que uma porção de carne vermelha por dia (66,7%). Para além disso, o consumo 

de peixe era inferior a três vezes por semana pela maioria das inquiridas (77,8%). A maioria das 

mães (55,6%) não apresentava um consumo de doces inferior a três vezes por semana, mas, em 

contrapartida, 88,9% das inquiridas não ingeria bebidas açucaradas ou gaseificadas diariamente.  

 

Tabela 10. Descrição das questões de adesão à Dieta Mediterrânica. 

Questões de adesão à Dieta Mediterrânica 
0 pontos 

(%) 

1 ponto 

(%) 

1.Utiliza azeite como principal gordura culinária? 11,1 88,9 

2.Que quantidade de azeite consome num dia (incluindo uso para fritar, 

temperar saladas, refeições fora de casa, etc.)? 
100 0 

3.Quantas porções de produtos hortícolas consome por dia (1 porção: 200 g; 

considere acompanhamentos como metade de uma porção)? 
77,8 22,2 

4.Quantas peças de fruta (incluindo sumos de fruta natural) consome por dia? 77,8 22,2 

5.Quantas porções de carne vermelha, hambúrguer ou produtos cárneos 

(presunto, salsicha, etc.) consome por dia? (1 porção: 100-150 g) 
66,7 33,3 

6.Quantas porções de manteiga, margarina, ou natas consome por dia? (1 

porção: 12 g) 
55,6 44,4 

7.Quantas bebidas açucaradas ou gaseificadas bebe por dia? 11,1 88,9 

8.Quantos copos de vinho bebe por semana? 100 0 

9.Quantas porções de leguminosas consome por semana? (1 porção: 150 g) 88,9 11,1 

10.Quantas porções de peixe ou marisco consome por semana? (1 porção: 100-

150 g de peixe ou 4-5 unidades ou 200 g de marisco) 
77,8 22,2 

11.Quantas vezes por semana consome produtos de pastelaria ou doces 

comerciais (não caseiros), como bolos, bolachas, biscoitos? 
55,6 44,4 

12.Quantas porções de oleaginosas (nozes, amêndoas, incluindo amendoins) 

consome por semana? (1 porção: 30 g) 
88,9 11,1 

13.Consome preferencialmente frango, peru ou coelho em vez de vaca, porco, 

hambúrguer ou salsicha? 
66,7 33,3 

14.Quantas vezes por semana consome hortícolas, massa, arroz ou outros 

pratos confecionados com um refogado (tomate, cebola, alho-francês ou alho 

e azeite)? 

44,4 55,6 
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DISCUSSÃO 

 

A cólica infantil está intimamente associada ao choro excessivo e incontrolável por parte das 

crianças nos primeiros meses de vida. Esta foi associada com uma diversidade da microbiota 

intestinal mais baixa quando comparada com crianças sem sintomatologia de cólica75. 

No presente estudo, a ingestão da infusão de funcho não produziu diferenças significativas 

na diversidade nas amostras de fezes, embora se tenha observado uma tendência para um aumento 

da riqueza bacteriana nas fezes das crianças após a intervenção, refletida pelos índices Chao-1 e 

número de espécies (Taxa). O número de ASVs também aumentou (P < 0,05) após a intervenção, 

refletindo um aumento da quantidade de bactérias nas amostras recolhidas. Rhoads et al. (2009) 

observaram uma diversidade de microbiota intestinal significativamente menor em crianças com 

cólica em comparação com o grupo controlo57. De Weerth et al. (2013) relataram que a diversidade 

da microbiota intestinal (igualdade bacteriana, ou seja, quão semelhantes são as quantidades dos 

diferentes grupos bacterianos nas amostras) em crianças sem cólica aumentou ao longo dos 

primeiros 100 dias de vida, enquanto a diversidade da microbiota em crianças com cólicas 

permaneceu baixa58. A nível da riqueza bacteriana (ou seja, o número de diferentes espécies 

encontradas nas amostras), um estudo demonstrou que esta foi semelhante em lactentes com 

cólicas e sem cólicas, porém outro estudo relatou riqueza bacteriana significativamente maior em 

lactentes com cólicas4.  

Neste trabalho detetou-se um aumento significativo (P < 0,05) dos ASVs pertencentes ao filo 

Firmicutes, após a intervenção, após a exclusão da amostra 7, que apresentava uma presença ASVs 

pertencentes ao filo Bacteroidota particularmente elevada. Este resultado vem ao encontro de 

alguns estudos que demonstraram uma correlação negativa entre o fenótipo da cólica e bactérias 

pertencente ao filo Firmicutes57. Os resultados obtidos no nosso trabalho demonstraram uma 

menor abundância relativa do filo Proteobacteria em crianças com cólicas em comparação com 

crianças saudáveis incluídas noutro estudo36, ao contrário do que é sugerido na literatura58. 

Comparando também os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, verificou-se que as 

bifidobactérias apresentavam uma abundância bastante superior em crianças com cólicas (mediana 

da abundância relativa de 60%) comparativamente a outros trabalhos36. Outros estudos referem 

também que as bifidobactérias estão reduzidas em crianças com cólicas4.  
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Uma revisão sistemática detetou uma associação positiva entre a sintomatologia de cólica e 

a família Enterobacteriaceae4, podendo justificar a sua abundância numa das nossas amostras 

(amostra 10FA). 

Um estudo demonstrou que níveis abaixo da média de Bifidobacterium no LM 

correlacionam-se com níveis baixos de Bifidobacterium no intestino infantil, permitindo o aumento 

da abundância do género Bacteroides76. Este estudo também demonstrou uma correlação negativa 

entre os géneros Bacteroides e Bifidobacterium. As amostras de fezes do participante 7 (7FA e 7FD) 

apresentam uma abundância deste género muito superior às restantes (51% nas amostras 7FA e 

7FD e, 0 a 3% nas restantes amostras).  

 Relativamente à correlação entre géneros nas amostras de fezes, resultados semelhantes 

foram reportados por outros estudos sobre a microbiota fecal de crianças onde foi observada uma 

associação entre uma abundância baixa de Bifidobacterium e uma elevada abundância de 

Clostridium77, tal como foi apresentado nos resultados do presente trabalho.  

As evidências sugerem que uma alta proporção de Bifidobacterium na microbiota intestinal 

de crianças protege contra as cólicas e agitação3,60,61. Foram detetadas várias espécies nas amostras 

de fezes que pertencem ao género Bifidobacterium. No entanto, diferentes espécies/estirpes deste 

género podem exercer efeitos distintos na imunidade e no risco de doenças das crianças. Por 

exemplo, as crianças que apresentam maior incidência de alergias são mais frequentemente 

colonizadas por Bifidobacterium adolescentis, enquanto as crianças consideradas saudáveis abrigam 

principalmente estirpes de Bifidobacterium bifidum78. Neste trabalho, as espécies de 

Bifidobacterium detetadas nas fezes das crianças foram Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium 

breve, Bifidobacterium dentium e Bifidobacterium longum numa abundância superior a 1% em pelo 

menos uma amostra.  

Um estudo demonstrou que a colonização precoce por Bifidobacterium longum pode ter um 

impacto positivo no sofrimento da criança relacionado com as cólicas. Por outro lado, a quantidade 

de Bifidobacterium breve foi associada a um aumento do choro diário e agitação durante os 

primeiros meses de vida78. Estas duas espécies de Bifidobacterium apresentaram grandes diferenças 

para o desenvolvimento inicial do sistema imunológico, porém os mecanismos precisos pelos quais 

essas espécies podem impactar no comportamento de choro da criança precisam ser esclarecidos78. 

A maioria das amostras apresentaram uma grande abundância de espécies não identificadas, 

porém as amostras de fezes 6FA e 6FD destacaram-se das restantes por apresentarem uma 

abundância de Bifidobacterium breve muito superior. A elevada abundância desta espécie de 
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Bifidobacterium pode estar relacionada com a sintomatologia de cólicas apresentada por esta 

criança. Mais uma vez, as amostras de fezes do lactente 7 (7FA e 7FD) destacam-se, por 

apresentarem uma elevada abundância de Bacteroides faecis (47-49%) e de Sutterella 

wadsworthensis (4-8%), ausentes nas amostras das restantes crianças. Os géneros Sutterella e 

Bacteroides apresentaram correlação negativa com o género Bifidobacterium, podendo justificar o 

facto desta mãe não relatar alterações no tempo de choro do lactente aquando da ingestão da 

infusão de funcho. Num estudo, que comparou a microbiota fecal de crianças com doença 

inflamatória intestinal com a microbiota fecal de crianças que não apresentavam problemas 

intestinais, detetou que a Sutterella wadsworthensis foi comum em ambos os grupos79. Outro 

estudo, não identificou diferenças na prevalência desta espécie em adultos com colite ulcerosa em 

comparação com adultos sem problemas intestinais e, além disso, foi apresentada uma grande 

prevalência de Sutterella wadsworthensis em ambos os grupos80. Um estudo identificou o género 

Sutterella em crianças amamentadas numa abundância relativa superior a 0,05% e não demonstrou 

diferenças significativas na presença deste género em crianças com amamentação exclusiva em 

comparação com crianças alimentadas por fórmula81. 

No estudo de De Weerth et al. (2013), as crianças pertencentes ao grupo controlo mostraram 

uma maior estabilidade da microbiota intestinal ao longo do tempo, em comparação com crianças 

com cólica, que tiveram uma similaridade menor entre as amostras recolhidas na 1ª e 2ª semanas 

após o nascimento. Em consonância, diversos estudos relataram um aumento da variabilidade 

individual e variabilidade entre amostras em crianças com cólica em comparação com o grupo 

controlo4,58. Esta observação poderá justificar o facto de as amostras de fezes apresentarem um 

perfil microbiano tão distinto entre si.  

Estudos relatam que crianças com cólica apresentam maior quantidade de coliformes em 

comparação com crianças sem cólica49,82, em particular a Escherichia coli foi mais abundante em 

lactentes com cólicas. Outros coliformes, como Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, 

Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae foram isolados das fezes de 

crianças com cólicas49. Várias espécies de Escherichia e Klebsiella são conhecidas pelas suas 

propriedades de produzir gás, bem como pela potencial produção de lipopolissacarídos 

inflamatórios75. Neste estudo, a espécie Escherichia coli apenas foi detetada numa das amostras e 

numa abundância relativa inferior a 1%. A amostra 3FA continha 4% da abundância total da espécie 

Klebsiella pneumoniae, sendo que as restantes apresentavam uma abundância inferior a 1% da 

abundância total.  
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O perfil bacteriano na amostra 3FA ao nível da espécie poderá ser indutor de choro e 

agitação associado à cólica, pois as bactérias consideradas protetoras da cólica (Bifidobacterium e 

Lactobacillus)3,60,61 são inexistentes e as bactérias relatadas como indutoras de cólica, como a 

Klebsiella57, são mais abundantes. No entanto, existem muitas espécies nesta amostra que não 

foram identificadas.  

Os HMOs presentes no LM são um fator importante que contribui para proliferação da 

microbiota intestinal dos lactentes23–25,83. Este componente do leite materno contribui para o 

crescimento de bactérias benéficas para a saúde da criança, como Bifidobacterium e Lactobacillus23–

27,35. Os HMOs presentes no LM são dos fatores mais importantes relativamente à colonização e 

formação da microbiota intestinal de crianças amamentadas83. A capacidade da criança metabolizar 

diferentes HMOs está fortemente correlacionada com a composição da sua microbiota intestinal e, 

mais especificamente, dos géneros Bifidobacterium, Bacteroides e Lactobacillus. A degradação de 

HMOs específicos pode estar correlacionada com um aumento da abundância relativa de 

Bifidobacterium e, em menor extensão, dos géneros Bacteroides e Lactobacillus83.  

Mães que apresentam polimorfismo W143X apresentam um fenótipo não-secretor que 

afeta a capacidade de expressar HMOs, tendo uma menor expressão de HMOs do que mães com 

um fenótipo secretor. Este fenótipo influencia a microbiota intestinal de crianças amamentadas por 

mães não secretoras, sendo que estas crianças apresentaram um atraso no desenvolvimento da sua 

microbiota intestinal, especificamente a nível de Bifidobacterium14. Uma das limitações deste 

trabalho, assenta no facto de não se ter avaliado o genótipo das mães incluídas, uma vez que a 

genética influencia a composição do leite materno e, consequentemente, a microbiota intestinal 

infantil.  

O Colimil® é um suplemento alimentar à base de extratos de camomila e de erva-cidreira, e 

probióticos (Lactobacillus acidophilus) tindalizados considerado eficaz na melhoria dos sintomas 

causados pela cólica infantil84. O BioGaia® é um suplemento alimentar em gotas que contém a 

estirpe Limosilactobacillus reuteri Protectis (anteriormente designada de Lactobacillus reuteri) e é 

utilizado como probiótico na cólica infantil85. Apesar da participante 5 suplementar o seu filho com 

BioGaia®, a espécie Limosilactobacillus reuteri apenas foi detetado na amostra 5FD e numa 

abundância inferior a 1%, podendo este aumento dever-se à suplementação contínua deste 

probiótico durante o período de intervenção. Ambos estes probióticos são comumente associados 

à redução do tempo de choro diário da criança associado às cólicas84. No entanto, apesar dos 

probióticos serem, frequentemente, considerados seguros e benéficos para a saúde, estes podem 
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induzir efeitos prejudiciais, sobretudo em indivíduos com o sistema imunitário debilitado86. O 

funcho, torna-se, assim, uma alternativa possivelmente mais económica e, como não necessita de 

suplementação direta, poderá trazer menos riscos associados à translocação bacteriana.  

Um estudo piloto, que comparou a composição microbiana do leite materno com as fezes 

dos filhos amamentados, demonstrou que 70-88% da abundância relativa total das amostras fecais 

dos lactentes corresponde a géneros compartilhados através do leite materno36. Os géneros 

tipicamente associados ao intestino eram comuns ao leite humano e às fezes das crianças, incluindo 

Bifidobacterium, Bacteroides, Enterococcus, Lactobacillus, Clostridium, Coprococcus, Escherichia-

Shigella e membros da família Lachnospiraceae36. No entanto, no presente trabalho observamos 

uma abundância do género Bifidobacterium (mediana 60%) nas fezes das crianças muito superior à 

apresentada nesse estudo (mediana < 25%). Para além disso, os resultados obtidos neste trabalho 

demonstram que as amostras de leite anteriores à intervenção (1LA e 8LA) não apresentaram 

qualquer contagem do género Bifidobacterium. Dos géneros referidos apenas o Coprococcus não 

foi identificado nas amostras de fezes do nosso trabalho e apenas os géneros Bifidobacterium e 

Lactobacillus estavam presentes nas amostras de leite materno numa abundância superior a 1%. No 

leite materno, o género Enterococcus estava apenas presente na amostra 8LD (abundância < 1%). 

Assim como o género Escherichia-Shigella foi detetado apenas na amostra 2LD (abundância < 1%). 

As crianças amamentadas por estas mães apresentavam também essas bactérias na sua microbiota 

fecal. Porém, as amostras de LM apresentaram um padrão distinto a nível da composição bacteriana 

neste estudo. Outro estudo, demonstrou que, apesar dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus 

estarem muitas vezes presentes na microbiota fecal de lactentes, verificou-se uma baixa abundância 

destes géneros no LM (0,1-1% para Bifidobacterium e 0,1-3% para Lactobacillus)29. Esses dados vão 

ao encontro dos resultados obtidos neste trabalho, uma vez que as amostras de leite materno 

apresentaram baixa abundância destes géneros (0-0,1% para ambas as espécies, exceto as 

bifidobactérias na amostra 2LD com uma abundância de 5%). Outros estudos, relataram uma 

abundância de 3% para Lactobacillus e, ainda, 2% de Bifidobacterium e Lactobacillus nas primeiras 

semanas após o nascimento29.  

Em crianças com um mês de idade, saudáveis e alimentadas com leite materno exclusivo, 

observou-se que os géneros predominantes na microbiota fecal destas crianças eram 

Bifidobacterium, Bacteroides, Escherichia-Shigella e Parabacteroides, numa abundância relativa de 

32% (0–91,5%), 21,3% (0–76,7%), 11,8% (0–57,8%), e 6,7% (0–64%), respetivamente83. No nosso 

estudo, nas amostras de fezes de crianças com cólicas observamos que os géneros mais abundantes 
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foram: Bifidobacterium 61% (0-81%), Clostridium 1% (0-33%), Enterococcus 1% (0-79%) e 

Lactobacillus 1% (0-22%). No entanto, um estudo apresenta uma correlação positiva entre o 

fenótipo de cólica e os géneros pertencentes ao filo Proteobacteria, incluindo Escherichia, Klebsiella, 

Serratia, Vibrio, Yersinia e Pseudomonas57. Porém, nenhum destes géneros está entre os mais 

abundantes nas amostras de fezes do presente trabalho.  

Existem diversos fatores que poderão afetar a microbiota do LM, incluindo o período de 

lactação23,28,29, higiene, stress contínuo, genótipo, alimentação14,15, IMC materno25,28 e aumento de 

peso durante a gravidez28. Vários estudos referem que os filos predominantes no LM são os 

Firmicutes e Proteobacteria e que os menos abundantes são Actinobacteria e Bacteroidetes74, à 

semelhança dos resultados encontrados neste estudo. Noutro estudo, os filos predominantes no 

LM foram: Firmicutes (média de 70%), Actinobacteria (14,5%), Proteobacteria (14%) e Bacteroidetes 

(1%)29. Um estudo que avaliou diferenças na composição da microbiota do leite materno ao longo 

do tempo (1, 4, 8 e 24 semanas), demonstrou que até às 8 semanas o filo dominante no leite foi o 

filo Proteobacteria (semana 1-8, 40-54%)23. No entanto, após as 24 semanas, o filo Firmicutes 

apresentou maior abundância relativa (53%)23. No presente estudo observamos que as amostras de 

leite materno obtidas num período de lactação mais precoce apresentam uma maior quantidade de 

Proteobacteria (1LA>1LD>8LA>8LD>2LD). Na amostra 2LD, que corresponde a 14 semanas de 

lactação, já observamos uma maior abundância de Firmicutes (50%), em comparação com as 

restantes amostras. No entanto, seriam necessárias mais amostras para confirmar estas 

associações. 

Os géneros Staphylococcus e Streptococcus são reportados como os géneros mais 

abundantes nas amostras de leite materno29,36,38,87. Um estudo transversal, que incluiu 94 lactantes 

saudáveis, um total de 85 géneros foram identificados em amostras de leite humano29. Do total de 

géneros identificados nesse trabalho, três estavam presentes em todas as amostras: Streptococcus, 

Staphylococcus e Corynebacterium (abundância média relativa de 42%, 22% e 7%, 

respetivamente)29. Em contraste, a abundância média relativa destes géneros foi inferior no 

presente trabalho: Streptococcus 7,3% (mediana < 1%), Staphylococcus 7,8% (mediana 3,4) e o 

género Corynebacterium apenas esteva presente numa amostra e numa abundância inferior a 1%. 

A amostras 2LD foi a única que apresentou o género Streptococcus como sendo dominante (33,6%). 

As amostras de leite materno das participantes 1 e 8 apresentaram os géneros Serratia e 

Acinobacter como sendo os mais abundantes (81% do género Serratia nas amostras 1LA e 1LD e 
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Acinobacter nas amostras 8LA e 8LD numa abundância de 67% e 55%, respetivamente), ao contrário 

do observado noutros estudos29,74,88.  

No presente estudo a classe dominante na maioria das amostras de LM foi a 

Gammaproteobacteria. No entanto, num estudo onde se comparou a microbiota do leite materno 

em diferentes populações, observaram-se diferenças na composição bacteriana do leite de mães de 

diferentes países e de diferentes meios (rural e urbano)89. Ao nível da classe, a comunidade urbana 

apresentou uma abundância de Gammaproteobacteria significativamente (P < 0,0001) superior à 

comunidade rural (91,8% e 52,8%, respetivamente). Este estudo demonstrou que diferenças na 

composição da microbiota do leite materno poderão também ser consequência do estilo de vida 

associado ao meio onde a pessoa reside89. 

Apesar de nenhuma das amostras de leite materno recolhidas antes da intervenção 

apresentar contagem do género Bifidobacterium, após o período de intervenção, já foi possível 

identificar este género. Relativamente à participante 2, não foi possível obter a amostra antes da 

intervenção. No entanto, podemos observar uma grande variedade de géneros na amostra 2LD, 

sendo o Streptococcus o género dominante nesta amostra, correspondendo a 34% da abundância 

relativa total. 

Alguns estudos têm relatado a eficácia das preparações com funcho na diminuição do tempo 

de choro provocado pelas cólicas5–10, porém estes estudos focaram-se na melhoria da 

sintomatologia e não no mecanismo associado à diminuição do tempo de choro da criança. Sendo, 

por isso, necessários mais estudos para compreender a ação do funcho na melhoria da 

sintomatologia associada às cólicas. Em consonância, neste estudo a maioria das mães relatou uma 

diminuição considerável do tempo de choro da criança aquando da ingestão da infusão de funcho. 

Além disso, três mães continuaram a ingerir a infusão de funcho após o término do período de 

intervenção, devido à eficácia observada na diminuição das cólicas. 

As bactérias isoladas das fezes e leite materno foram identificadas com o intuito de, 

posteriormente, avaliar a possibilidade de serem utilizados como probióticos. Para isso, primeiro 

será necessário avaliar o perfil de segurança dos isolados em relação ao organismo humano. 

Também será necessário avaliar a presença de genes de resistência a antibióticos que possam ser 

transmissíveis a outros microrganismos. Para além disso, estes isolados devem conseguir sobreviver 

às condições rigorosas presentes no trato gastrointestinal e possuir capacidade de adesão à mucosa 

intestinal, de forma a conseguirem colonizá-lo eficazmente. Por fim, estes microrganismos devem 

produzir um efeito benéfico para o organismo humano90. Dos isolados do leite materno, 4 isolados 
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eram Lactobacillus gasseri, 3 correspondiam a Staphylococcus hominis subsp. Novobiosepticus, 2 

eram Staphylococcus epidermidis e os restantes foram apenas isolados uma vez (Streptococcus 

peroris, Streptococcus infantis, Limosilactobacillus fermentum, Cutibacterium acnes e Enterococcus 

faecalis). Nas amostras de fezes os isolados mais frequentemente encontrados foram 

Bifidobacterium bifidum (3 isolados), Lacticaseibacillus paracasei (3 isolados), Lacticaseibacillus 

rhamnosus (1 isolado) e Lactobacillus gasseri (1 isolado).  

Num estudo, foram recolhidas amostras de leite humano de 20 lactantes e amostras de fezes 

dos seus filhos com idade inferior a 5 meses. Das bactérias isoladas do leite materno destas mães, 

as espécies Staphylococcus epidermidis, Limosilactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri e 

Staphylococcus hominis estavam entre as mais frequentemente encontradas91. Outro estudo, 

identificou L. gasseri e E. faecium como as espécies mais frequentes isoladas das amostras de LM92.  

Um estudo que analisou o potencial probiótico da espécie Enterococcus faecalis isolada do 

leite humano determinou a presença de alguns genes de virulência, aconselhando uma 

monitorização de Enterococcus relativamente à segurança de utilização destes isolados para o ser 

humano93.  

As bactérias do género Cutibacterium são naturalmente encontradas na pele e não são 

comuns no leite materno. No entanto, um artigo de revisão refere que esta espécie foi mais 

frequentemente isolada de biópsias dos ossos do que da superfície da pele, sugerindo que esta 

espécie pode ser um agente patogénico em vez de um contaminante94. As espécies S. peroris e S. 

infantis foram isoladas da superfície dos dentes e faringe de humanos95.  

As BAL, sobretudo dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, são frequentemente 

utilizadas como probióticos na prevenção de algumas doenças21. A utilização de BAL como 

probiótico induz a produção de ácidos gordos de cadeia curta (SCFA) no intestino, que, por sua vez, 

contribuem para a homeostase intestinal96,97.  

Um estudo em roedores, onde as espécies Lactobacillus gasseri e Lacticaseibacillus paracasei 

foram isoladas de produtos lácteos fermentados e de fezes de crianças saudáveis, determinou que 

a combinação dos probióticos L. paracasei JY062 e L. gasseri JM1 tem o potencial para aliviar os 

distúrbios da motilidade GI, induzindo homeostase intestinal98. Outro estudo realizado em ratos, 

relatou que diferentes estirpes de Lacticaseibacillus rhamnosus podem aliviar os sintomas 

relacionados com obstipação através de vias independentes da regulação dos SCFAs99. Para além 

disso, um estudo reportou uma melhoria a nível do metabolismo dos lípidos em ratos com 

hiperdislipidémia após serem suplementados com L. rhamnosus hsryfm 1301100.  
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Um estudo sugere que o L. fermentum KGC1601 pode ser utilizado como um potencial 

agente probiótico anti-inflamatório101. Das amostras de leite da mãe 7, foram isoladas as bactérias 

pertencente à espécie Staphylococcus hominis subsp. Novobiosepticus. Esta espécie tem vindo a ser 

relacionada com processos infeciosos102. Num caso raro reportado de abscesso mamário numa 

mulher jovem não lactante, levantou-se a hipótese desta espécie estar associada a infeções graves 

como abscessos mamários102. A espécie Staphylococcus epidermidis aparece como sendo a mais 

presente nas amostras de leite humano. Alterações no equilíbrio entre o hospedeiro e bactérias S. 

epidermidis podem causar conjuntivite e as bactérias isoladas mostraram suscetibilidade a 

antibióticos tópicos103. 

A origem da microbiota do leite materno continua incerta, porém existe a hipótese de que 

as bactérias presentes no intestino materno possam ser transportadas, através de células 

dendríticas, para o leite materno104. Para além das bactérias, os seus metabolitos também podem 

contribuir para a composição bacteriana do LM. Por exemplo, os SCFAs, que são produzidos 

principalmente pelo colón, são absorvidos e distribuídos pela corrente sanguínea. A dieta materna, 

pode afetar a composição de SCFAs no LM, demonstrando mais uma vez a interação entre a 

microbiota intestinal da mãe e a composição do seu leite podendo levar, consequentemente, a 

alterações da microbiota intestinal do lactente, por transferência de compostos presentes no leite 

materno14,104.  

A DM é diversas vezes associada a uma redução de todas as causas de mortalidade105. Esta 

dieta é considerada uma fonte de polifenóis, gorduras polinsaturadas e fibra, que contribuem para 

a saúde de quem a pratica. Para além disso, é associada a uma microbiota intestinal específica105. 

No entanto, nenhuma das mães apresentou uma boa adesão a esta dieta. A alimentação praticada 

pela maioria das mães era uma alimentação com elevado consumo de carne vermelha e açúcares 

refinados e, ainda, pobre no consumo peixes e hortofrutícolas. Este tipo de dieta é relacionado, em 

diversos estudos, com um impacto direto sobre o sistema imunológico e intestinal, causando 

disbiose105.  

Uma das limitações deste estudo assenta no tamanho da amostra. Será necessário um 

número superior de participantes para se poder tirar conclusões e obter dados estatisticamente 

significativos. Outra limitação é o facto de não ter sido possível obter um grupo controlo. Neste 

grupo controlo, as crianças apresentariam sintomatologia de cólicas e a mãe beberia água em vez 

de infusão de funcho. Porém, não seria ético pedir às mães que não intercedessem nos sintomas 

das cólicas, por todo o desgaste físico e psicológico associado. O recrutamento de participantes que 
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utilizaram probióticos antes e durante o estudo é outra limitação, pois esta utilização poderá causar 

alterações na microbiota fecal da criança. No entanto, devido à dificuldade sentida no recrutamento 

dos participantes, seja por falta de disponibilidade, dificuldade na ingestão da infusão de funcho e 

receio de possíveis riscos associados à ingestão da infusão, foi necessário alargar os critérios de 

inclusão. O tipo de parto também corresponde a uma limitação, uma vez que o estudo englobou 

mães que tiveram parto normal e cesariana. A auto-recolha das amostras de leite materno 

corresponde a outra limitação, uma vez que não é possível garantir que o saco fornecido não foi 

contaminado no momento da recolha. Para além disso, não houve uniformidade relativamente ao 

momento da mamada em que foi efetuado a recolha da amostra de leite materno nem o momento 

do dia. O IMC das mães também variou, sendo que duas mães apresentavam obesidade, fator que 

também poderá ter influência na microbiota do LM e, consequentemente, na microbiota fecal das 

crianças. Relativamente à microbiota intestinal das crianças, não foi recolhida informação sobre o 

peso ao nascer nem sobre a forma como eram alimentados (contacto direto com a mama ou 

alimentados com leite materno por biberão). Por fim, uma das crianças incluídas no estudo 

apresentava alimentação mista, que poderá ter repercussões na sua microbiota fecal. Além disso, 

estudos realizados com humanos apresentam algumas limitações intrínsecas relativamente ao facto 

de não ser possível garantir que as mães beberam a infusão diariamente e na quantidade adequada 

e, para além disso, a perceção da melhoria das cólicas poderá ser diferente entre participantes.  
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CONCLUSÃO 

 

Vários estudos já demonstraram que o funcho contribui para a melhoria das cólicas das 

crianças, porém o seu mecanismo de ação continua incerto. O possível aumento da presença de 

bifidobactérias no LM após a ingestão do funcho pelas mães poderá ser um dos seus modos de 

atuação, uma vez que se sabe que as bifidobactérias presentes no LM podem desempenhar um 

papel importante na composição da microbiota fecal infantil em desenvolvimento15. Porém, serão 

necessários estudos com uma maior amostragem para confirmar esta alteração no LM e perceber 

se existem efetivamente alterações a nível da microbiota fecal das crianças amamentadas induzidas 

pela ingestão da infusão de funcho pelas mães. Desta forma será possível compreender se o funcho 

apresenta um efeito prebiótico e se, no futuro, poderá ser recomendado para melhoria da 

sintomatologia associada às cólicas infantis. Também nas amostras de fezes houve um aumento do 

género Bifidobacterium na maioria das amostras, após o período experimental, com a exceção da 

amostra 7. Levanta-se assim a hipótese de que o efeito dos compostos bioativos presentes no 

funcho possa ser exercido através da sua passagem para o leite materno e servir como prebiótico 

ao estimular seletivamente o crescimento do género Bifidobacterium no intestino de lactentes.  

As amostras de leite materno recolhidas depois da intervenção apresentaram um número 

total de ASVs superior em relação às amostras anteriores a este período, demonstrando um possível 

aumento da riqueza bacteriana potenciado pela ingestão da infusão de funcho pelas mães. A 

maioria das mães (6 de 9) que integraram o estudo reportaram uma diminuição do tempo de choro 

do lactente durante a ingestão da infusão de funcho. No presente estudo observou-se também um 

aumento de ASVs do filo Firmicutes nas amostras de fezes das crianças após a ingestão da infusão 

pelas mães, exceto no participante 7 cuja mãe não relatou uma redução do período de choro 

durante a intervenção.  Esta amostra apresentou uma microbiota distinta das restantes, podendo 

ser uma explicação para a infusão de funcho não demonstrar alterações ao nível da riqueza 

bacteriana nem na sintomatologia das cólicas. A amostra 10FA também apresentava um perfil 

bacteriano distinto ao nível da classe, ordem, género e espécie quando comparado com as restantes 

amostras recolhidas antes do início do estudo, o que poderá justificar a não obtenção de um efeito 

positivo na sintomatologia de cólicas após o período experimental.  

Como conclusão, apesar deste estudo apresentar algumas limitações representa uma 

inspiração para possíveis estudos futuros que procurem perceber melhor o efeito da infusão de 

funcho na redução da sintomatologia das cólicas infantis. Seria também interessante avaliar uma 
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possível associação entre a Dieta Mediterrânica e a disbiose da microbiota fecal materna e, 

consequentemente, uma alteração da microbiota fecal da criança por transferência de bactérias do 

LM.  
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