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Resumo

Nos ultimos anos, o interesse pela microbiota intestinal, as suas fun¢des e patologias
associadas tem crescido exponencialmente. A microbiota intestinal é a populacdo de
micrébios que habitam o trato gastrointestinal. Este pode apresentar até cerca de 104 células
bacterianas responséaveis por fungbes vitais para o hospedeiro. Embora a composi¢do da
microbiota seja relativamente estavel ao longo da vida do individuo, esta pode ser alterada
por diversos fatores, como a microbiota materna, idade, fatores genéticos, tratamento

antibiotico, estilo de vida e dieta.

A microbiota intestinal est4 envolvida em fungfes cruciais para a homeostasia do
hospedeiro, como digestéo e sintese de nutrientes, desenvolvimento do sistema imunitario e
trato digestivo do hospedeiro, e produgéo de moléculas ativas farmacologicamente. Para além
disso, pode atuar como barreira contra patogenos e parece ter influéncia no desenvolvimento
do sistema nervoso e funcdes cognitivas. Deste modo, uma alteragdo do equilibrio da
microbiota intestinal pode causar situagfes patoldgicas. Na verdade, disturbios da microbiota
intestinal parecem estar associados a determinadas doencas, tais como: diarreia associada a
antibioterapia, doenca inflamatdria intestinal, sindrome do intestino irritavel, cancro colorretal,
obesidade e sindrome metabdlico, doenca do figado gordo nédo alcodlico e doencas

respiratorias.

Com um melhor conhecimento das patologias associadas a microbiota intestinal, é
possivel considerar a manipulagdo da mesma como uma potencial opgéo terapéutica. Assim,
a selecdo e administragdo de estirpes bacterianas especificas pode representar uma
abordagem terapéutica promissora para determinadas patologias. De igual modo, o uso de
probidticos, prebioticos e transplante da microbiota fecal € visto como uma potencial opcao

de tratamento.

Este trabalho foi realizado no sentido de apresentar uma visdo global dos
desenvolvimentos recentes associados ao impacto da microbiota intestinal na salide e doenca
humana, bem como expor potenciais abordagens terapéuticas decorrentes da sua

manipulacao.

Palavras-chave: microbiota intestinal, metabolismo, disbiose, doencas gastrointestinais,

manipulacdo da microbiota intestinal.



Abstract

In recent years, the understanding of the functions and pathologies associated with the
gut microbiota has grown exponentially. The gut microbiota is a population of microbes at the
gastrointestinal tract. In here, there can be up to 10'* bacterial cells responsible for vital
functions to the host. Although the composition of gut microbiota is relatively stable throughout
the life of the host, it can be altered by several factors, such as: maternal microbiota, age,

genetic factors, antibiotic treatment, lifestyle and diet.

The gut microbiota is involved in crucial functions for the host homeostasis, such as
digestion and synthesis of nutrients, development of the immune system and digestive tract of
the host and production of pharmacologically active molecules. It can also act as a barrier
against pathogens and can influence the development of the nervous system and cognitive
function. Therefore, a change in the balance of the gut microbiota can cause pathological
conditions. Actually, gut microbiota imbalances appear to be associated with diseases, such
as: antibiotic-associated diarrhea, inflammatory bowel disease, irritable bowel syndrome,
colorectal cancer, obesity and metabolic syndrome, non-alcoholic fatty liver disease and

respiratory diseases.

With a better knowledge of the pathologies associated with the gut microbiota, it is
possible to consider the manipulation of the microbiota as a potential therapeutic option.
Therefore, the selection and administration of specific bacterial strains represents a promising
therapeutic approach for certain diseases. Likewise, the use of probiotics, prebiotics or fecal

microbiota transplantation is seen as potential treatment options.

This work was developed in order to present an overview of the recent developments
associated with the impact of the gut microbiota in human health and disease, as well as to

expose the potential therapeutic approaches deriving from its manipulation.

Key words: gut microbiota, metabolism, dysbiosis, gastrointestinal diseases, gut microbiota

manipulation.
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1. Introducao

Nos ultimos tempos, o conhecimento e o interesse pela funcao da microbiota intestinal
na saude e na doenca humana tem crescido exponencialmente, sobretudo devido aos
enormes avangos que tem havido nos métodos moleculares. (1) As novas tecnologias “omic”
definidas como um conjunto de métodos, como a gendmica, a metabolémica e a
metagenomica, facilitaram a andlise em grande escala dos perfis metabdlico e genético da
comunidade microbiana, sendo possivel considerar a mesma como um novo 6rgdo no
organismo humano e oferecer a possibilidade de novas abordagens terapéuticas. Deste
modo, a microbiota intestinal tem sido associada a promocdo da saude e ao inicio ou
manutencédo de determinadas doencgas gastrointestinais e ndo gastrointestinais. Esta era pos-
metagenomica comeca a fornecer novos alvos terapéuticos baseados num conhecimento
mais consolidado do modo como a microbiota interage com a fisiologia do hospedeiro. Tudo
isto podera permitir cuidados de saude mais personalizados e tratar uma determinada doenca
de modo mais eficiente e dirigido. Com um melhor entendimento do processo patoldgico, sera
possivel estratificar com maior precisdo diferentes estados da doenca e determinar se a
microbiota intestinal € um potencial alvo terapéutico que possamos modular para tratar uma

doenca em especifico. (4)

Esta revisdo da literatura torna-se, assim, bastante relevante para compreender quao
cruciais sdo os micrébios para um funcionamento apropriado do sistema imunitario (SI) e
saude ao longo da vida ou, inversamente, para a suscetibilidade a doencas inflamatdrias e
infeciosas, realcando também as potenciais abordagens terapéuticas baseadas na

manipulacdo da microbiota intestinal
2. Objetivo

Este trabalho pretende apresentar uma visdo geral do conhecimento atual e
desenvolvimentos recentes relativos ao impacto da microbiota intestinal na saide humana,

bem como expor as potenciais abordagens terapéuticas que resultam da sua manipulagéo.
3. Métodos

A pesquisa para a realizacdo da revisdo da literatura foi baseada integralmente em
recursos eletrénicos, recorrendo a base de dados Pubmed e a um website
http://www.gutmicrobiotaforhealth.com/en/home/ que auxiliou no primeiro contacto com o

tema. A pesquisa teve inicio a 19 de fevereiro de 2017 e fim a 15 de abril de 2017.
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Pontualmente, foram realizadas pesquisas fora destas datas. A partir da analise dos artigos
da pesquisa inicial de literatura, foram identificados mais alguns artigos relevantes. As
palavras-chave utilizadas foram as seguintes: microbiota intestinal, metabolismo, disbiose,

doengas gastrointestinais e manipulagéo da microbiota intestinal.

Foram obtidos 124 artigos e documentos que ndo publicacbes. N&o houve restricdo
de idiomas, mas os artigos que foram utilizados, contendo informacéo relevante, tinham
apenas a lingua inglesa. Foram considerados documentos que abrangessem 0s seguintes
temas relacionados com a microbiota: composicdo e fatores que a afetam, funcbes da
microbiota no individuo saudavel, perturbacbes e patologias associadas e potenciais

terapéuticos da manipulagcéo da mesma.

Primariamente foram excluidos de leitura todos os artigos cujo carregamento completo
nao era permitido, mesmo apoés tentativa em os obter. Apds leitura dos documentos foram
excluidos os menos recentes e cuja informacdo estivesse comtemplada nos mais atuais.
Durante toda a pesquisa e selecdo de informacdo existiu sempre o objetivo de utilizar
informacg&o o mais fidedigna possivel, publicada em revistas e jornais cientificos. Deste modo,

no final do trabalho, foram incluidas 95 referéncias bibliogréaficas.

4. A microbiota intestinal no ser humano: composicao e

fatores que a influenciam

7

O organismo humano é colonizado por uma grande quantidade de microbios
(bactérias, fungos, arqueobactérias, virus e protozoarios), sendo que a sua maioria se localiza
no trato gastrointestinal (TGI). Coletivamente, estes micrébios formam a microbiota intestinal.
Atualmente, o termo microbiota é preferivel ao termo antigo flora, uma vez que este ultimo
ndo engloba os muitos elementos ndo bacterianos que sdo agora conhecidos como sendo
habitantes do TGI. (5) Deste modo, microbiota é definida como a populagéo de micrébios que
habitam o TGI. (6) Por outro lado, o termo microbioma compreende todo o habitat, isto &, o
conjunto dos diferentes micrébios que habitam no TGl com o seu material genético e as
condicbes ambientais envolventes. (7) As bactérias presentes no TGl revestem-se de
particular relevancia dado o seu nimero elevado e cada vez mais reconhecido impacto na

fisiologia e metabolismo do hospedeiro.
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4.1. Estrutura e organizacéao funcional

O TGl pode apresentar até cerca de 100 trilides (10%) de células bacterianas, as quais
funcionam como um 6rgéao adicional com fungdes vitais para o hospedeiro. (1) Durante algum
tempo considerou-se que existiam cerca de 10 vezes mais células bacterianas que células
eucariotas no corpo humano, contudo estudos recentes propdem uma proporc¢éo de 1,3:1 de
bactérias para células humanas. (8) Estima-se ainda que o conjunto dos genomas bacterianos
contem mais de 3 milhées de genes, 0 que representa um numero 150 vezes superior aos

genes do hospedeiro. (9)

A composicao e a funcao das bactérias que sao parte da microbiota do TGI tem sido
altamente estudada nos ultimos anos, contudo o papel dos virus, arqueobactérias e
eucariontes unicelulares que habitam o corpo humano € menos conhecido. (10) Assim, apesar
da microbiota intestinal ser constituida por diversos microrganismos, este trabalho ira focar-
se nas bactérias. O TGl é dominado sobretudo por bactérias de 2 filos: Bacteroidetes e
Firmicutes. O primeiro contempla bactérias Gram-negativas que inclui os géneros Bacteroides
e Prevotella. As bactérias Firmicutes predominantes no TGI sao divididas em duas classes
principais de bactérias Gram-positivas, Bacilli e Clostridia, incluindo géneros como
Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus e Ruminococcus. (3) (6) Estas bactérias
representam mais de 90% da populagdo microbiana nos ratinhos e humanos, sendo que
Proteobacteria, Tenericutes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria e Cyanobacteria
sao os filos mais representados nas restantes bactérias. (10) (11) As estimativas do nimero
de espécies bacterianas existentes no intestino do homem variam entre estudos, mas é aceite

gue contem mais de 1000 espécies bacterianas conhecidas. (6)

O conteudo microbiano do TGl altera-se ao longo do seu comprimento, variando desde
a baixa diversidade e baixo nimero de micrébios no estbmago até uma diversidade elevada
e elevado nimero de células microbianas no intestino. (3) Deste modo, o nimero de células
bacterianas presente no intestino dos mamiferos mostra um continuo que vai desde as 10? a
10® bactérias por grama de estdmago e duodeno até 10* a 107 de bactérias por grama de

jejuno e ileo e culmina com 10° a 10*2 de células por grama de célon. Figura 4.1 (1)

Devido a motilidade normal do intestino e ao efeito antimicrobiano do acido gastrico,
bilis, suco pancreatico e intestinal, o estbmago e o intestino delgado proximal, apesar de nao
serem estéreis, contém um numero relativamente baixo de bactérias. (5) A microbiologia do
ileo terminal representa uma zona de transicdo entre o jejuno, onde predominam espécies
aerdbias, e a populacéo de elevada densidade de anaerdbios que se encontra no célon. As

contagens de colénias de bactérias poderédo ser tdo altas como 10° unidades formadoras de
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coloénias por mililitro (UFC/mL) no ileo terminal, com predomin&ncia de microrganismos gram-
negativos e anaerobios. Ao passar para o célon, a concentracao e diversidade da microbiota
altera-se drasticamente, onde podem ser encontradas concentracdes de 102 UFC/mL. Estas
sdo constituidas maioritariamente por anaerébios como 0s pertencentes aos géneros
Bacteroides, Porphyromonas, Bifidobacterium, Lactobacillus e Clostridium com as bactérias

anaerdbias numa relacdo para as aerdbias de 100 a 1000:1. (5)

MICROBIOTA INTESTINAL

> 500 espécies distintas
10'* bactérias

Figado 102 to 103
Estomago l
Vesicula biliar ~
Duodeno
eju
v
10° to 107
; v
Ceco 10° to 1012

Apéndice

Figura 4.1 Perfil tipico de distribuicao bacteriana ao longo do TGI. Adaptado de (1)

A composi¢do da microbiota demonstra também variacdo ao longo do didametro do
TGI. O epitélio intestinal é separado do limen por uma camada mucosa complexa espessa,
sendo que a microbiota do limen intestinal difere significativamente da microbiota associada
e ancorada a camada mucosa. (10) Deste modo, parece légico que as espécies bacterianas
da superficie da mucosa, estando mais perto fisicamente do epitélio intestinal, participem em
interagBes com o Sl do hospedeiro, enquanto a populac¢éo do limen deveréa ser mais relevante
para interag6es metabdlicas com a alimentacédo, produtos da digestao e obtengéo de energia.
Isto é bastante relevante, uma vez que muitos estudos da microbiota intestinal utilizam apenas
material fecal para conhecimento do perfil microbiano. Portanto, estes estudos poderdao néao
refletir adequadamente a totalidade de micrébios viaveis que estdo no intestino, devido a
relativa inacessibilidade das populagBes bacterianas junto das mucosas no célon e,

especialmente, no intestino delgado. (5) (6)

Nos ultimos tempos, tem havido numerosas tentativas para a identificacdo de um
“core” na microbiota intestinal, normalmente definido como um taxa bacteriano partilhado
entre 95% dos individuos testados. O conceito de “core” na microbiota é importante para

definir um estado de saude normal. Variagdes significativas deste “core” poderado indicar uma
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disbiose, isto é, um desequilibrio da microbiota intestinal, a qual pode por sua vez resultar de

uma doenca ou contribuir para o seu desenvolvimento. (12)

Um estudo de metagendémica com dados de um coorte internacional de 39 individuos
propds que trés “clusters” distintos, ou enterotipos, compunham em grande medida o
microbioma do TGI humano. (13) Verificou-se que cada enterotipo era dominado por um
género bacteriano particular (Bacteroides, Prevotella e Ruminococcus) com associacdes
positivas ou negativas com outros géneros na comunidade. (13) Dois dos trés enterotipos,
Bacteroides e Prevotella, foram mais tarde confirmados e padrdes de dieta a longo termo
foram identificados como o primeiro preditor de um enterotipo individual. (14) O enterotipo
Bacteroides estava associado com uma dieta Western-type rica em proteinas e gordura,
enguanto o género Prevotella estaria associado a um consumo elevado de fibras. (12) Estes
enterotipos eram, assim, baseados nas suas funcoes, isto €, no metabolismo dos compostos
da dieta e na capacidade para tolerar e metabolizar farmacos o que ajuda a entender o papel

da microbiota entérica na saude e doenga. (1)

A existéncia de enterotipos fornece uma via bastante conveniente para a classificagdo
dos individuos baseada na sua microbiota fecal e, deste modo, uma especulagdo comecgou a
ser feita no sentido de usar os enterotipos como preditor de riscos na salde a longo termo.
Contudo, um estudo conduzido em mais de 200 individuos e utilizando varias amostras
humanas de sitios distintos, mostrou apenas uma separa¢cdo minima entre 0s enterotipos
Prevotella e Bacteroides em vez de “clusters” bem separados e distintos entre si, como
reportado anteriormente. (15) Estas discrepancias podem ser explicadas pelo facto dos

métodos para atribuicdo de enterotipos ndo serem consistentes entre si. (12)

Outros estudos propuseram um “core” funcional no microbioma, em vez de um “core”
ao nivel da linhagem do organismo. (16) (17) Estes estudos sugerem assim que os individuos
partiham um “core” de genes funcionais do microbioma e, portanto, exibem fendtipos
particulares como obeso vs. ndo obeso que poderdo traduzir ndo diferentes padrdes de
micrébios, mas sim um “core” de fungbes partilhadas. (17) Mudangas neste “core” de genes
poderdo representar diferentes estados de saude/doenca. Deste modo, investigacao futura
nesta area ira demonstrar se a metagenoémica vai conseguir fornecer novos marcadores que

permitam diagnosticar ou prever o risco para determinadas doencas humanas. (3)
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4.2. Fatores que influenciam a microbiota intestinal

4.2.1. Microbiota materna

A colonizacdo microbiana do intestino dos recém-nascidos tem um impacto enorme
no desenvolvimento das vias metabdlicas e imunoldgicas. A exposi¢ao inicial pés-natal ocorre
durante o nascimento e pouco tempo depois do mesmo, (18) sendo a microbiota habitada por
uma populacdo caracterizada por instabilidade. (3) AlteracBes durante este processo
complexo de colonizacdo demonstraram aumentar a suscetibilidade a doenca durante a vida

humana. (18)

A funcéo da microbiota do trato reprodutivo da mée na fase pré e pos-concecédo esta
ainda sob investigacao. A placenta é um 6rgdo que foi anteriormente considerado como estéril
na auséncia de estados patolégicos, contudo, ha mais de trés décadas que foi confirmada a
presenca de bactérias no tecido placentario por técnicas cultura-dependentes (19) e cultura-
independentes. (20) A microbiota da placenta de bebés que sofreram um parto saudavel
apresenta uma elevada abundancia de Lactobacillus spp., Propionibacterium spp. e membros
da familia Enterobacteriaceae. Contudo, a quantidade de Lactobacillus spp. nos tecidos
placentarios em bebés que sofreram partos prematuros era inferior, suportando um possivel

papel positivo deste género para a gravidez. (19)

Os recém-nascidos que sofrem um nascimento de parto normal sao colonizados pela
microbiota vaginal materna e pelas bactérias fecais, incluindo o Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp.. Para além disso, o contacto com a pele materna é também importante,
uma vez que as bactérias associadas a pele, pertencentes ao género Staphylococcus, sédo
dos primeiros colonizadores da microbiota intestinal das criancas. Contudo, estes sdo
rapidamente superados por outras bactérias com o passar dos anos. (18) Os recém-nascidos
que sofrem um parto por cesariana ndo sao expostos diretamente a microbiota materna e,
portanto, a sua microbiota é colonizada por microbios associados a pele e ao ambiente
hospitalar, o qual inclui os profissionais de salde. (18) Assim, a sua microbiota apresenta
muito menor diversidade durante as primeiras semanas de vida e menor quantidade de

células bacterianas intestinais. (21)

Ainda se sabe pouco sobre a identidade e o nimero de micrébios que atravessam a
placenta, se persistem ou se a sua presenca tem consequéncias na salde a curto ou longo
prazo. O uso de abordagens "high-throughput” da biologia de sistemas ira permitir uma
caracterizacdo do microbioma fetal no Utero e as suas consequéncias na saude, incluindo os

seus efeitos na impresséo imunoldgica. (18)
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4.2.2. Alteracdes da microbiota ao longo da vida

A colonizacdo microbiana inicia-se logo ap6s o nascimento, sendo as primeiras
espécies a aparecer anaerobios facultativos, como as Enterobacteriaceae e espécies dos
géneros Enterococcus e Lactobacillus. Deste modo, a microbiota intestinal dos recém-
nascidos considera-se com baixa diversidade e dominéncia relativa dos filos Proteobacteria e
Actinobacteria. (22) Posteriormente, a microbiota ganha diversidade e os filos Firmicutes e
Bacteriodetes tornam-se dominantes, o que caracteriza a microbiota adulta. (5) Os
microrganismos anaerobios, como os pertencentes aos géneros Bifidobacterium, Bacteroides
e Clostridium vao-se entdo desenvolvendo gradualmente e contribuem para uma reducéo ao
longo do tempo da raz&o anaerébios facultativos/anaerébios estritos. (22) No fim do primeiro
ano de vida, o perfil microbiano € distinto para cada crianca e pela idade dos 2 anos e meio &
atingido em termos de composi¢cdo a microbiota de adulto. Posteriormente, a microbiota
intestinal permanece relativamente constante até a terceira idade, a partir da qual comega a

sofrer alteracdes possivelmente relacionadas com o estado fisiologico e a dieta. (5)

A medida que um individuo envelhece, a estabilidade e a diversidade da sua
microbiota decrescem com o estado de saude da pessoa. Os fatores mais prevalentes
relacionados com a idade a influenciar a populacdo microbiana sdo: mudancas fisiol6gicas,
malnutricdo e mas escolhas de dieta, situacbes de vida (hospitalizacéo, cuidados continuados

e vivéncia em lares) e uso de antibi6ticos e outros farmacos prescritos. (12)

Nos idosos tende a verificar-se um aumento do nuimero de Firmicutes (3) e uma
reducdo significativa das bactérias produtoras de acidos gordos de cadeia curta (SCFAs -
Short-chain fatty acid), do filo Bacteroidetes (1), bem como da diversidade e nimero das
bifidobactérias. (1) (10) O uso muito elevado de antibiéticos nos idosos, sobretudo a nivel
hospitalar e dos cuidados de saude continuados, (12) frequentemente leva a uma reducéo da
diversidade da microbiota e a uma propensdo aumentada para a infecdo causada por
Clostridium difficile (1)

4.2.3. Estilo de vida e ambiente envolvente

O perfil do microbioma intestinal pode diferir de acordo com a geografia e estilo de
vida associado. Contudo, poucos testes tém sido desenvolvidos para o estudo da relacao

entre os fatores ambientais e o perfil do microbioma, sobretudo nos mais idosos. (23)

Um estudo estrutural da microbiota fecal de jovens adultos saudaveis de 9 provincias

da China constatou que os individuos estariam agrupados maioritariamente de acordo com a
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geografia e etnia. (24) Em semelhanca, um estudo coorte feito nas areas rurais da Venezuela,
Malawi e nas areas metropolitanas dos Estados Unidos da América indicou que o padrao da
dieta do hospedeiro afetava o tipo de micrébios fecais. (25) Para além dos referidos, existem
outros fatores do estilo de vida como o stress, habito tabagico (26) e ritmo circadiano (27) que

poderéo influenciar o microbioma intestinal.

O tabagismo esta relacionado com um aumento da incidéncia da doenca de Crohn
(DC). Contudo, ainda nédo existe uma explicacdo concreta para o impacto do tabagismo,
provavelmente porque existe uma vasta gama de substancias nocivas do fumo do tabaco.
(26) Alteracdes na permeabilidade gastrointestinal e na fungéo do Sl tém sido descritas em
doentes com DC, sendo que ambas alteracdes poderdo estar associadas a mecanismos em
interagdo com a microbiota. (26) Especificamente, um estudo demonstrou que doentes
fumadores com DC ativa apresentavam uma maior quantidade de Bacteroides spp.-Prevotella
spp. que os nao fumadores. Os fumadores desenvolvem mais facilmente DC, apresentam
maior probabilidade de recaida, maiores taxas de recorréncia e maior probabilidade de
necessitarem de cirurgia. Assim, um aumento de certos grupos de bactérias especificas que
estimulam as vias pro-inflamatorias podera ser a explicagédo para os efeitos nocivos do tabaco.
Contudo, o mecanismo através do qual o tabaco esta associado a uma maior quantidade de

Bacteroides spp. € desconhecido. (26)

Num estudo recente, o exercicio fisico foi igualmente visto como um fator importante
modulador da composi¢cado da microbiota intestinal, sendo que os atletas apresentavam uma
maior diversidade da microbiota que os individuos controlo. (28) Contudo, mais estudos tém
de ser desenvolvidos para investigar a agdo do estilo de vida na microbiota intestinal, e por

sua vez, nas patologias associadas.
4.2.4. Fatores genéticos do hospedeiro

O impacto da genética do hospedeiro na composicéo e funcéo da microbiota intestinal
ainda nao é totalmente conhecido e permanece como um tema em debate continuo. Algum
conhecimento sobre a importancia da genética do hospedeiro deriva de estudos em humanos,
animais e analises comparativas de espécie. (18) Apesar de Varios estudos genéticos
encontrarem evidéncias que os microbiomas humano e de ratinho estdo associados a
variagdo da genética do hospedeiro, outros estudos ndo observam uma evidéncia muito forte
para um efeito da genética do hospedeiro. (29) Em humanos, a informacgéo mais valiosa deriva
de estudos em gémeos e individuos relacionados. Certos estudos da microbiota de humanos
adultos com um grau de parentesco que varia desde pais e filhos, irmdos ndo gémeos,

gémeos monozigéticos e individuos néo relacionados indicaram que o gendétipo do hospedeiro
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tem um efeito significativo na composicdo das bactérias dominantes, com 0s gémeos

monozigoéticos a demonstrarem alta similaridade na sua microbiota. (18)

Novos estudos de seguimento de gémeos dizigbticos e monozigéticos desde o
nascimento até a vida adulta poderiam fornecer informacgéo vital para compreender a
contribuicdo do gendtipo do hospedeiro para a composicdo da microbiota intestinal. Estes
estudos teriam sucesso se adquirissem dados adicionais, como habitos de dieta, consumo de
nutrientes e preferencialmente incluir analises intergeracionais dos individuos da familia. Esta
andlise multivaridvel seria essencial para compreender a influéncia da dieta, ambiente e
fatores genéticos. Para além disso, poderia possibilitar a definicdo de regimes dietéticos como
possibilidades profilaticas e terapéuticas numa grande variedade de doencas. (30)

4.2.5. Exposicao a antibiéticos

O tratamento com antibi6ticos tem salvo milhées de vidas em todo o mundo. Contudo,
0s antibidticos ndo séo seletivos para 0s microrganismos patogénicos e a sua administragédo
apresenta efeitos secundarios com destruicdo de populagdes da microbiota comensal do
homem. (31) O efeito dos antibi6ticos na microbiota intestinal é particularmente relevante nas
criangas recém-nascidas, pois pode afetar o padrdo normal de colonizagéo bacteriana e o seu
papel no desenvolvimento do SI. Um estudo verificou a existéncia de uma associagéo entre o
uso de antibiéticos no primeiro ano de vida e sintomas de asma, rinoconjutivite e eczema
quando com seis e sete anos de idade. (32). O impacto do uso de antibi6ticos nas bactérias
intestinais nos idosos é também alvo de interesse uma vez que se trata de uma subpopulagéo

com um consumo frequentemente elevado deste tipo de medicamentos. (3)

O efeito dos antibidticos de largo espetro nos habitantes comensais das superficies
das mucosas, sobretudo no TGI, tem sido alvo de investigacéo laboratorial. Um dos efeitos
secundarios do tratamento com antibiéticos é uma suscetibilidade aumentada a determinado
espetro de infe¢cBes bacterianas, uma vez que uma microbiota intacta é capaz de excluir
bactérias por mecanismos diretos e indiretos que permitem uma resisténcia a colonizacao.
(31) Em geral, o tratamento antibiotico provoca um decréscimo na diversidade da microbiota,
podendo também afetar a atividade metabdlica da comunidade bacteriana no intestino.
Verificou-se em ratinhos que o tratamento antibidtico altera drasticamente o metaboloma

intestinal por afetar as vias metabolicas do hospedeiro. (33)

A diarreia associada a antibioterapia (DAA), abordada na seccao 6.1, € um exemplo
perfeito da sensibilidade das interacdes microbio-hospedeiro na salde e as consequéncias

da sua disrupcdo. (7) A inflamacao intestinal causada por Clostridium difficile € a manifestacéo
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mais temida da DAA. Os antibi6ticos alteram de modo transitério a composicéo da microbiota,

permitindo o desenvolvimento de um nicho onde o microrganismo se consegue expandir. (22)
4.2.6. Dieta

Muitos séo os fatores, referidos acima, que contribuem para a colonizacao inicial da
microbiota nas criancas e as alteragdes que ocorrem nos adultos. Contudo, nenhum desses
fatores é tao importante como a dieta para o desenvolvimento do microbioma. Parece légico
que, com a interacdo constante e prolongada entre o microbioma e os componentes da
alimentacéo, a dieta se torne um dos primeiros motores das mudancas que ocorrem durante
a infancia e na estrutura do microbioma humano, que eventualmente estabiliza. (12) A dieta
fornece nutrientes tanto ao hospedeiro como as bactérias do TGI, sendo que a maioria das
enzimas necessarias para a quebra dos polissacaridos estruturais ndo séo codificadas pelo
genoma dos mamiferos. (3) Assim, estudos revelam que a microbiota ileal € conduzida pela
capacidade dos membros microbianos em metabolizarem aclUcares simples. Isto reflete a
adaptacdo da microbiota a disponibilidade de nutrientes no intestino delgado, sendo que a
microbiota col6nica € modulada pela disponibilidade de carboidratos que sdo encontrados na
fibra da dieta. (34)

A observacdo que a dieta pode modular a interacdo hospedeiro-microbio apresenta
uma abordagem terapéutica futura promissora com a nutricdo personalizada a ser um
conceito emergente. Utilizando um algoritmo para prever respostas metabdlicas a refei¢oes,
esta ferramenta poderia ter implicagbes a nivel dos cuidados de saude individualizados

através da modificacao da dieta. (35)

5. Fungcbes da microbiota na fisiologia do individuo

saudavel

Embora uma grande diversidade de espécies bacterianas seja encontrada nos
individuos saudaveis, o metagenoma intestinal esta envolvido em fungbes “core”. Algumas
dessas fungdes séo a digestédo e sintese de nutrientes, o desenvolvimento e estimulagéo do
Sl e trato digestivo do hospedeiro e a producdo de moléculas de sinalizacdo ativas
farmacologicamente. (36) Para além disso, a microbiota intestinal atua como barreira contra
microrganismos patogénicos provenientes da alimentacdo. A possivel influéncia da microbiota
no desenvolvimento do sistema nervoso e funcdo cognitiva constitui atualmente um dos

principais pontos de investigagéo. (22)
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5.1. Metabolismo e nutricao do hospedeiro

A microbiota intestinal afeta a homeostase de energia. Um estudo verificou que
ratinhos desprovidos de microbiota (DM) tém menos 40% de massa gorda total do que os
ratinhos convencionais, apesar de ingerirem mais 29% de calorias do que os da mesma
ninhada. Os ratinhos DM ganham também menos peso que 0S convencionais e estado
protegidos contra a intolerdncia a glucose induzida pela dieta e desenvolvimento de
resisténcia a insulina. A expressdo de genes do hospedeiro envolvidos na homeostase da
energia, metabolismo lipidico e mitocondrial revelou-se bastante distinta nos ratinhos DM e

ratinhos convencionais. (36)

Muitos polissacaridos encontrados nas fibras da dieta séo estruturalmente complexos
e as enzimas necessarias para modificar, transportar e metabolizar os monossacaridos néo
sao codificadas pelo genoma humano. Assim, os carboidratos complexos sofrem um processo
de fermentacé@o pela comunidade microbiana no intestino distal. (37) As bactérias do célon
expressam enzimas capazes de metabolizar os carboidratos, gerando metabolitos como os
SCFAs. Existem trés SCFAs predominantes encontrados numa propor¢éo de 1:1:3 no TGI:
proprionato, butirato e acetato, respetivamente. Estes SCFAs estdo envolvidos em processos
de expressdo génica, quimiotaxia, diferenciagdo, proliferacdo e apoptose. O acetato €
produzido sobretudo pelos microrganismos anaerébios, enquanto o butirato e proprionato sdo
produzidos por diferentes bactérias do TGI, por vias distintas. O proprionato é produzido
maioritariamente por Bacteriodetes e a producdo de butirato € dominada pelos Firmicutes.
(34)

Os SCFA tém um papel muito importante a varios niveis, sendo que os recetores do
hospedeiro melhor caracterizados para os SCFAs sdo os recetores acoplados a proteina G
41 e 43. (38) O hutirato é conhecido pelas suas caracteristicas anti-inflamatérias e
anticancerigenas, sendo particularmente importante como fonte de energia para as células do
célon. E também capaz de atenuar a translocac&o bacteriana e aumentar a fungdo de barreira
epitelial, por afetar a producdo de mucina e as juncdes célula-célula (tight junctions). Os
SCFAs regulam também os lipidos hepéticos e a homeostase de glucose. O proprionato ativa

a gluconeogénese hepatica enquanto o butirato e o acetato tém uma acao lipogénica. (34)

A microbiota exerce também um papel importante na desconjugacdo dos acidos
biliares. Estes metabolitos derivados do colesterol facilitam a absorgdo de lipidos e vitaminas
lipossoluveis da dieta. Os acidos biliares primarios sdo produzidos no figado, sendo
conjugados posteriormente com glicina ou taurina de modo a poderem exercer a sua funcéo.

Apos serem libertados para o intestino, mais de 95% dos acidos biliares sao reabsorvidos
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realizando a circulacdo enterohepética. O restante segue para 0 cécum e colon, onde é
transformado pelas bactérias da microbiota em acidos biliares secundarios. (38) Assim,
Bacteroides intestinalis, mas também Bacteroides fragilis e Escherichia coli, tém a capacidade
de desconjugar e desidratar os acidos biliares primarios ndo reabsorvidos no intestino para
biotransformacao e converté-los em acidos biliares secundarios no colon do hospedeiro. (39)
(34)

A colina é um nutriente essencial para a biossintese de fosfolipidos, como € o caso da
fosfatidilcolina. (36) (38) A fosfatidilcolina € um componente major das células e membranas
mitocondriais, sendo também um componente importante das VLDL (very low density
lipoproteins), responsaveis por exportar os triglicéridos do figado para os restantes 6rgaos. A
microbiota intestinal apresenta a capacidade de converter a colina em trimetilamina,
regulando, portanto, a biodisponibilidade da colina e afetando o armazenamento de
triglicéridos no figado. Deste modo, um transporte defeituoso dos triglicéridos pelas VLDL
pode provocar a sua acumulacdo nos hepatécitos, levando a problemas no figado como
esteatose hepatica. (36) (38) Para além disso, a trimetilamina aumentada em circulagéo,
devido a disbiose, foi identificada como sendo um fator de doenga cardiovascular (DCV) e

cancro do célon. (38)

A microbiota tem também um papel muito importante no metabolismo de xenobidticos,
o qual pode ter um profundo impacto na terapéutica de varias patologias no futuro. (39) Deste
modo, a microbiota é capaz de converter farmacos inativos (pro-farmacos) em formas ativas,
como € o caso da sulfazalassina, utilizada no tratamento da colite ulcerosa (CU). (40) (41)
Para além disso, pode também codificar para enzimas que destoxificam os xenobidticos,
resultando em alteracgdes eficacia/toxicidade, como é o caso da digoxina (glicésido cardiaco).
A digoxina € inativa pelo microrganismo Eggerthella lenta do filo Actinobacteria. (39) (41)
Assim, tudo isto indica que podera existir uma variabilidade interindividual significativa na

resposta ao farmaco ou efeitos adversos. (40)

A microbiota intestinal € crucial para a sintese de vitaminas. As bactérias produtoras
de acido lactico sdo microrganismos capazes de sintetizar vitamina B12, que nao € sintetizada
naturalmente por animais, plantas ou fungos. (34) As bifidobactérias sdo os principais
produtores de folato, essencial para os processos metabdlicos do hospedeiro, como sintese
e reparacdo do acido desoxirribonucleico. Outras vitaminas que sao produzidas pela

microbiota séo vitamina K (5) (34), riboflavina, biotina, &cido nicotinico, entre outras. (34)
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5.2. Estrutura e funcionamento do TGl

A microbiota intestinal parece ter um papel fundamental no desenvolvimento do
epitélio intestinal pelo aumento da densidade dos capilares das vilosidades do intestino

delgado e por influenciar a fisiologia e motilidade intestinal. (36)

Um estudo com ratinhos DM revelou a presenca de vilosidades capilares em menor
namero, o0 que origina uma reducao da &rea de superficie intestinal. Uma severa reducao nos
capilares das vilosidades causa muitas implicagcbes na absorcdo de nutrientes, ocorrendo
também uma atividade peristéltica anormal. (10) (39) Para além disso, é proposto que as
bactérias podem modular as propriedades e o turnover do muco. Ratinhos DM apresentam
uma camada de muco aderente a parede do colon extremamente fina. Contudo, quando
expostos a produtos bacterianos, como o peptidoglicano, a espessura da camada de muco
volta aos valores dos ratinhos convencionais. Microrganismos como Bacteroides
thetaiotaomicron e Faecalibacterium prausnitzii estdo envolvidos nesta producdo de muco.
(34)

A microbiota intestinal consegue também modular os padrdes de glicosilacdo na
mucosa intestinal, sendo que estes funcionam como locais de ligacdo microbianos a nivel
celular e subcelular. Por exemplo, uma molécula de sinalizacdo secretada por B.
thetaiotaomicron é capaz de estimular a adigédo de fucose a carboidratos da superficie celular
do hospedeiro (39). Assim, estes estudos demonstram que a microbiota intestinal é capaz de

gerar nichos fisiol6gicos por modular a estrutura do glicocalice intestinal. (10)

Varios membros da microbiota contribuem para a manutencdo da integridade do
epitélio intestinal através da manutencao das tight junctions e promocao da reparacéo epitelial
apos agressdao. B. thetaiotaomicron induz a expressao de uma proteina sprr2a (small proline-
rich protein 2A), importante na manutencdo do desmossoma nas vilosidades epiteliais. (39)
Para além disso, a sinalizacdo via toll-like receptor 2, estimulada pelo peptidoglicano da
parede celular bacteriana, promove a integridade do epitélio através da manutengéo das tight
junctions e apoptose reduzida. (10) (39) A microbiota intestinal induz também o fator de
transcricdo angiogenina-3 implicado no desenvolvimento da microvasculatura intestinal. (39)
Outros estudos demonstram também que certas bactérias, como E. coli, Bifidobacterium spp.
e Lactobacillus spp. aumentam a sobrevivéncia das células epiteliais intestinais por inibirem

a ativagdo das vias pro-apoptoticas nas células associadas com bactérias patogénicas. (42)
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5.3. Imunidade do hospedeiro

A microbiota intestinal € também importante para o desenvolvimento do Sl tanto a
nivel sistémico como a nivel das mucosas. Estudos em ratinhos DM demonstram deficiéncia
em diversos tipos de células imunitarias e estruturas linfoides. (34) Assim, o balanco entre os
mecanismos pré e anti-inflamatérios é critico para a homeostase imunitéria e é diretamente

afetado pela comunidade microbiana intestinal. (6)

5.3.1. Desenvolvimento e maturacdo do Sl a nivel sistémico e

das mucosas

Como ja foi referido, os SCFAs sintetizados a partir das fibras da dieta tém um papel
critico na homeostasia do hospedeiro. Assim, exercem fun¢des também ao nivel Sl e resposta
inflamatoria. (34) O butirato e proprionato funcionam como inibidores das desacetilases das
histonas regulando a expressao génica. (34) (11) Os SCFAs demonstraram também inibir a
transcricdo do fator nuclear kappa B (NF-KB) conduzindo a uma reducdo da producéo de
citocinas inflamatérias. Para além disso, estes compostos demonstram promover a produgéo
de muco pelas células globet intestinais, induzir a Imunoglobulina A (IgA) secretdria e ativar o

inflamassoma, resultando na secrecéo de IL-18. (11)

Uma alteracdo major no Sl em ratinhos DM ¢ a falta de expanséo das populagdes de
células T CD4+ que pode ser completamente revertida pelo tratamento destes ratinhos com
o polissacarido A da capsula do B. fragilis. (34) Assim, B. fragilis tem a capacidade de corrigir
deficiéncias em células Theper, desequilibrios nas células Thl (Theper 1) € Th2 (Theiper 2) € atua
diretamente no desenvolvimento de 6rgdos linfoides. (5) Este processo é conseguido via
PRRs (pattern recognition receptors) das células epiteliais como os toll-like receptors e nod-
like receptors, que sdo capazes de reconhecer moléculas efetoras produzidas pelos micrébios
intestinais. Estas moléculas medeiam processos que podem melhorar certas doencas
inflamatdrias do intestino, discriminando entre bactérias patogénicas e benéficas ou aumentar

0 numero de células imunitarias ou PRRs. (34)

As bactérias filamentosas segmentadas (SFBs - segmented filamentous bacteria) séo
uma classe de bactérias comensais anaerdbicas relacionadas com os Clostridia, com
capacidade de formacao de esporos, e que interagem ativamente com o Sl. Ao contrario das
outras bactérias comensais, os SFBs estéo altamente associados com o revestimento epitelial
da membrana do TGI que estimula as células epiteliais a libertar o amilide sérico A1, um
mediador inflamatorio. (34) S&o igualmente capazes de direcionar a maturacdo pos-natal do

tecido linfatico intestinal e desencadear uma potente e ampla resposta de IgA, que se liga aos
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micrébios na superficie das mucosas e neutraliza toxinas. (11) Para além disso, estimulam as
células T e regulam os mediadores de defesa inata intestinais, sugerindo a presenca de

capacidades de estimulagdo imunitéria dos SFBs. (34)

Akkermansia muciniphila tem sido relacionada com a protecdo contra diversas
doencas inflamatdrias, sugerindo que esta estirpe tem propriedades anti-inflamatérias apesar
dos mecanismos ndo estarem completamente elucidados. (43) Recentemente, uma proteina
anti-inflamatéria de F. prausnitzii demonstrou inibir a via do NF-KB nas células epiteliais

intestinais e prevenir a colite em modelos animais. (44)

Outros estudos realizados em ratinhos DM relevaram que a microbiota intestinal é
também muito importante para o desenvolvimento do GALT (Gut-associated lymphoid tissue).
O GALT previne a entrada de antigénios potencialmente perigosos através de um complexo
e bem regulado mecanismo de toleréncia. Este mecanismo denomina-se tolerancia oral e
baseia-se na interacdo entre o conteudo do limen, epitélio intestinal e células dendriticas dos
nddulos linfaticos do GALT. E relevante para evitar respostas inflamatorias contra a proteina
da dieta ou agressdo ao préprio hospedeiro contra bactérias comensais do intestino. (42)
Diferentes bactérias produtoras de acido lactico como Bifidobacterium spp. e Lactobacillus
spp. demonstraram determinar a resposta das células Theper, NA0 permitindo um desequilibrio
entre as células Thl e Th2 que poderia conduzir a uma situagdo patoldgica. (45) Tudo isto,
demonstra a importancia da microbiota para o SI e como as suas diferencas em composicao

podem afetar a homeostase imunoldgica. (42)

5.4. InteragOes entre a microbiota intestinal e microrganismos

patogénicos

A microbiota pode promover a resisténcia a colonizacdo de espécies patogénicas.
Diversos estudos tém confirmado que ratinhos tratados com antibidticos ou que se
desenvolvem em ambientes estéreis (DM) sado mais suscetiveis a infecdo por bactérias
patogénicas entéricas. (2) Apesar das bactérias comensais interferirem com as infecdes
patogénicas atraves dos seus efeitos na estrutura da mucosa intestinal, a prevencao da
colonizacdo dos microrganismos patogénicos é alcancada em grande parte por outros
mecanismos. Entre eles, pode referir-se a competicédo por nutrientes e recetores, a produgéo
de compostos antimicrobianos e o aumento da expressdo de mdultiplos processos de
sinalizagdo celular que limitam a libertagc&o de fatores de viruléncia. (42) No entanto, em certos
contextos a atividade da microbiota pode também promover o crescimento de certos

patogenos entéricos (58).
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Vibrio cholerae é agente de diarreias agudas, com uma alteracdo extensiva das
populacBes de micrébios intestinais. Estudos metagenémicos da microbiota fecal de
individuos com célera demonstraram que a recuperacao € caracterizada por um conjunto de
bactérias especificas. Assim, a reconstituicdo da microbiota em ratinhos DM restringe a
infecciosidade de V. cholerae. (2) A presenca de Ruminococcus obeum parece dificultar a
colonizacao intestinal por V. cholerae através da producdo de uma molécula sinalizadora de
guorum-sensing, o autoindutor-2, que causa a repressao de diversos fatores de colonizac&o
de V. cholerae. (46)

O acido sidlico é um acucar terminal de alguns glicanos das mucosas. B.
thetaiotaomicron tem atividade sialidase mas ndo apresenta a via catabdlica de utilizagdo do
acido sidlico. Assim, a bactéria liberta o acido sialico de modo a poder utilizar o glicano como
fonte de carbono. (2) O &cido sialico libertado pode ser catabolizado por C. difficile e
Salmonella typhimurium, permitindo o crescimento destas espécies. Deste modo, a
capacidade da microbiota para usar o acido sialico depende da ag&o do B. thetaiotaomicron
e as formas mutantes que ndo apresentam atividade sialidase ndo permitem o crescimento
destas duas bactérias patogénicas. (47) Para além disso, B. thetaiotaomicron liberta fucose
do muco através das multiplas enzimas que possui. Esta fucose pode ser usada como fonte
de carbono para expansao de S. typhimurium, por exemplo ap6és tratamento com antibiéticos.
(47)

Os principais competidores de E. coli spp. enterohemorrdgica (EHEC -
enterohemorrhagic E. coli) sdo as E. coli spp. comensais, que utilizam preferencialmente a
fucose como fonte de carbono. Deste modo, para ultrapassar esta competi¢cdo, a EHEC utiliza
outras fontes de carbono como a galactose, hexuranatos, manose e ribose, os quais a E. coli
comensal ndo consegue metabolizar eficazmente. (2) A EHEC utiliza a fucose como uma
molécula de sinalizagé@o para ajustar o seu metabolismo e regular a expresséo de fatores de
viruléncia. Assim, quando a EHEC deteta a fucose no limen, esta reprime o uso deste agucar
bem como a expressao de genes que codificam para um sistema de secrecao do tipo Il (T3SS
- Type 1l secretion system), um sistema de translocac&o proteica que permite a adeséo da
bactéria aos enterdcitos. Esta repressao previne a EHEC de competir para a fucose com a E.
coli comensal e o0 gasto de energia desnecessério na expressao do fator de viruléncia T3SS.
(48) Para alcancar o epitélio, a EHEC produz mucinases que quebram o esqueleto proteico
das glicoproteinas, sendo que a expressao destas enzimas é aumentada pelos metabolitos
produzidos pelo B. thetaiotaomicron, como o succinato. Assim, a EHEC é capaz de alcancgar
o epitélio intestinal. De seguida, o B. thetaiotaomicron sintetiza mais succinato e outros

metabolitos necessarios para a gluconeogénese neste ambiente pobre em nutrientes. Estes
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compostos séo detetados pela EHEC que aumenta a expressao de T3SS, de modo a ligar-se
as células epiteliais do intestino do hospedeiro e formar lesbes, levando a diarreia. Figura 5.1
(49)

Existem outras bactérias patogénicas que sdo também capazes de alterar a sua
expressdo génica na presenca de succinato. C. difficile induz uma via que converte o
succinato em buritato, conferindo-lhe uma enorme vantagem de crescimento in vivo. Assim,
populacdes mutantes de C. difficile incapazes de converter 0 succinato ndo se conseguem

expandir no intestino na presenca de B. thetaiotaomicron. (50)
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Figura 5.1 Modulacé&o da viruléncia da EHEC através dos nutrientes fornecidos pela
microbiota intestinal. Adaptado de (2)

5.5. AcOes exteriores ao TGl

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente sobre a importancia da
microbiota na maturacdo e modulacdo das fungBes sensoriomotoras do intestino. (42) Para
além disso, existe também a evidéncia que a microbiota influencia o comportamento
emocional humano. Deste modo, alteracées na microbiota ou a exposicao intestinal a dadas
bactérias podem modular o sistema nervoso central (SNC) e periférico, resultando numa
funcédo cerebral alterada e sugerindo, assim, a existéncia de um eixo microbiota-cérebro. (51)
Este eixo funciona como um sistema de comunicac¢ao bidirecional complexo que existe entre
0 SNC e o0 TGI, podendo a microbiota intestinal interagir com este, emitindo e recebendo uma
multiplicidade de sinais para ou do cérebro, respetivamente. O cérebro pode influenciar a
composicao da microbiota indiretamente, através de modificac6es na motilidade, secrecao ou
permeabilidade intestinal, ou diretamente, através de citocinas libertadas no limen intestinal

pelas células enterocromafins, células neuronais ou do Sl da lamina prépria. (42)
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Vérios estudos estdo em desenvolvimento de modo a investigar-se o grau de
influéncia da microbiota intestinal no SNC e no comportamento humano. Especificamente, um
estudo com ratinhos que utilizou como probidtico a estirpe JB-1 de Lactobacillus rhamnosus,
com capacidade neuroativa, demonstrou alteracbes nos recetores gamma amino butyric acid
(GABA) em diferentes regides do cérebro e aumento do comportamento ansiolitico. (52) Foi
também demonstrado que os efeitos do L. rhamnosus n&o sao s6 a nivel local, mas também

sistémico. (53)

Assim, existe também uma boa evidéncia de estudos em animais que as bactérias
intestinais influenciam a quimica e desenvolvimento do cérebro e que o sistema nervoso
entérico, incluindo o nervo vago, parece ser capaz de diferenciar entre bactérias
potencialmente patogénicas e nao patogénicas. Tudo isto tem um papel critico ao mediar os

efeitos dos microrganismos no comportamento humano. (51)

6. Perturbacdes da microbiota intestinal e patologias

associadas

Nas condigbes fisiologicas normais, a microbiota intestinal € um ecossistema
homeostatico com vérias funcbes vitais e inter-relacdes importantes para a saude do
hospedeiro. A disrupcao desde equilibrio pode resultar em disbiose e aumento do risco de
doenca. Uma composicdo alterada da comunidade microbiota foi estabelecida em
determinadas doengas gastrointestinais, tais como: doenca inflamatéria intestinal (DIlI),
sindrome do intestino irritavel (SIl), DAA, entre outras. Contudo, evidéncias mais recentes
indicam que a disbiose ndo € limitada apenas a doengas gastrointestinais, podendo estar

relacionada com a obesidade, diabetes, doencas atépicas, entre outras patologias. (6)

E importante referir que, enquanto a quebra do equilibrio do meio intestinal pode ser
amplamente reconhecida, existem perturbacdes em torno dos mecanismos biolégicos que
levam a disbiose. Portanto, nalguns casos nao € claro se a dishiose se manifesta como causa

ou consequéncia de uma determinada doenca. (6)
6.1. Diarreia associada a antibioterapia

A DAA reflete bastante bem a sensibilidade das intera¢cdes microbio-hospedeiro na

salde e as consequéncias da sua disrupgéo, quando o fendtipo patoldgico emerge. (7)
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A inflamacdao intestinal causada por C. difficile € uma manifestacdo da DAA. (7) Esta
€ caracterizada por diarreia, colite pseudomembranosa e por vezes torna-se complicada pela
colite fulminante. (1) A colite por C. difficile € uma complicacéo séria do uso de antibiéticos,
uma vez estes alteram de modo transitério a composicdo da microbiota, permitindo o
desenvolvimento de um nicho onde o patogeno se consegue expandir. (1) (22) Baseado num
elevado numero de estudos, o dano da microbiota e a diminui¢cdo da diversidade parecem ser
os fatores principais para a patogenicidade do C. difficile. Para além do uso de antibioticos,
outros fatores de risco como idade elevada (>65 anos), comorbilidades e o uso de outros
farmacos (especialmente inibidores de bomba de protdes) sdo responséaveis por diminuir a
diversidade da microbiota e aumentar a predisposi¢céo para o desenvolvimento desta doenca.

1)

Alguns individuos parecem ser especialmente suscetiveis ao desenvolvimento de
diarreia por C. difficile quando sdo administrados antibiéticos de largo espectro de acao, tendo
sido demonstrado que alguma desta suscetibilidade pode residir na composicdo da microbiota
pré-exposta. (54) Evidéncias sugerem que a suscetibilidade a esta doenca é sobretudo funcao
da resiliéncia da microbiota indigena, com algumas comunidades bacterianas a terem uma
maior capacidade de recuperacao do que outras. O papel do microbioma residente na infecédo
por C. difficile é considerado um exemplo paradigmatico da emergéncia de um estado de
doenca resultante de perturbacdo da microbiota comensal normal e das suas relagbes
simbidticas. (7) Utilizando métodos de ndo sequenciacao, foi demonstrado que os individuos
que desenvolviam infecdo por C. difficile tinham um decréscimo no niumero de Bacteroides
spp., Prevotella spp. e Clostridia, bem como um aumento do nimero de Enterobacteriaceae

guando o comparado com individuos saudaveis. (55) (56)

A doenca é associada a elevados custos de terapéutica e aumento do tempo de
hospitalizacdo. A infecdo mostra também um carater recorrente e o desenvolvimento de

recaidas aumenta a resisténcia a terapéutica antibiética ap6s novo episodio de infecado. (1)

6.2. Sindrome do intestino irritavel

A Sl é uma das doencas intestinais funcionais mais comuns. Os sintomas podem
variar entre individuos, incluindo dor abdominal, célicas, obstipacéo e/ou diarreia, flatuléncia,
inchaco e sensacédo de evacuacao incompleta apos defecacéo. (3) (57) A Sl € uma doenca
multifatorial, sendo que a etiologia e fisiopatologia permanecem parcialmente conhecidas. (57)
Contudo, varias alteracdes fisiopatologicas tém vindo a ser descritas, como motilidade
intestinal alterada, hipersensibilidade visceral, ativacdo imunitaria e desregulacdo do eixo

cérebro-intestino. (57) (58) Nos anos mais recentes, foi demonstrado que doentes com SlI
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apresentam alteracGes importantes na microbiota e na mucosa intestinal. (58) Esta ideia é
suportada pelo facto de subgrupos de doentes apresentarem uma histéria de infecdo entérica
prévia a Sll. Frequentemente, observam-se também alteracdes qualitativas e quantitativas da
microbiota intestinal, como uma elevada prevaléncia de sobrecrescimento de bactérias
intestinais em individuos com SlI comparativamente com controlos saudaveis. Para além
disso, observa-se uma possivel modulacdo da microbiota intestinal com antibidticos,
probidticos e prebioticos. (7) (58) E também sugerido que certos produtos da fermentacéo
bacteriana podem estar implicados na fisiopatologia da Sl e, portanto, uma restri¢cao dietética

pode atenuar os sintomas intestinais. (58)

Na generalidade, os estudos desenvolvidos no @mbito da Sl demonstram a redugéo
da diversidade microbiana bem como altera¢gfes ao nivel do filo, espécies e estirpes. Contudo,
os resultados sao inconsistentes entre estudos, devido a deficiéncias no desenho do estudo,
heterogeneidades intrinsecas a populag¢édo do estudo e aplicagédo de diferentes técnicas nos
estudos e diferentes subgrupos da Sll. (7) (57) Deste modo, segundo a maioria dos estudos
verifica-se uma diminuicdo da propor¢éo dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus (57)
(58) e um aumento dos Firmicutes, (59) verificando-se um aumento em duas vezes da razao

Firmicutes/Bacteroidetes. (58)

6.3. Doenca inflamatoria intestinal - doenca de Crohn e colite

ulcerosa

A DIl representa um grupo heterogéneo de doencas inflamatérias crénicas que afetam
o TG, existindo dois fendtipos principais primarios de doenca, a DC e a CU. (60) A DC pode
afetar qualquer parte do TGI, embora o ileo e o célon estejam mais frequentemente
envolvidos. A inflamagédo da DC € descontinua, transmural e com Ulceras profundas. Em
contraste, a CU afeta apenas o célon e reto e é caracterizada por uma inflamacao da mucosa
continua e por Ulceras superficiais. (60) (3) Os sintomas clinicos da DIl incluem dor abdominal,
diarreia, sangramento retal, mal estar geral e perda de peso. (3) Embora a etiologia da doenca
nao seja completamente conhecida, estudos recentes suportam a hipétese que a DIl resulta
de um complexo de fatores, como genética, desregulacéo imunitaria e 0 ambiente envolvente.

Estes fatores podem exercer o seu efeito através de alteragdes na microbiota intestinal. (60)

A primazia dos fatores de risco ambientais é demonstrada pelo rapido aumento da
incidéncia e prevaléncia da doenca a nivel mundial quando ocorre a transicdo de uma
sociedade em desenvolvimento para uma sociedade desenvolvida. (61) Estas rapidas

alteracbes sdo demasiado bruscas para serem explicados por alteracdes genéticas,
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apontando para um possivel papel dos fatores ambientais. Esta hipotese é também suportada

por estudos em grupos emigrantes. (62)

Apesar da possivel relacdo microbiota intestinal — DII, ainda ndo fora isolado um
agente unico que cause a DII. (60) (63) Estudos mais recentes tém proposto que alteracdes
patolégicas na microbiota intestinal podem predispor para uma resposta imunitaria alterada
em individuos com predisposic¢éo, levando ao desenvolvimento de uma inflamag&o cronica
intestinal. (60) Assim, os estudos defendem que as perturbacdes da microbiota sdo um fator
essencial para exacerbar a inflamacéo, em vez de serem uma consequéncia da inflamagéao
cronica. (64) S&o varios 0s pressupostos que suportam a ideia apresentada acima, podendo
salientar-se o facto de uma dishiose ser frequentemente observada em individuos com DC e
CU. (60) Para além disso, verifica-se que a remocao do contetdo fecal melhora a atividade
patolégica da DC, contudo a reinfusdo do material fecal resulta em inflamacao recorrente. (65)
A administracdo de antibidticos e probioticos demonstrou ser efetiva para a indugdo ou
manutencdo da remissdo da DIl. (60) Ratinhos DM nédo desenvolveram colite sem que

houvesse introducéo de bactérias fecais capazes de induzir inflamacao. (66)

A disbiose intestinal pode contribuir para a patologia da DIl pela perda de microbiota
intestinal ou ganho potencial de patobiontes, isto é, microrganismos que s6 se tornam
patogénicos em condi¢cdes especificas em individuos suscetiveis. (60) Embora existam
diferencas entre estudos, pode referir-se que em todos se verifica uma reducao generalizada
da biodiversidade, bem como a reducdo de taxa especificos, como o0s Firmicutes e
Bacteroidetes. Para além disso, verificam-se trocas taxonémicas com um aumento relativo de
Enterobacteriaceae, incluindo E. coli e Fusobacterium spp.. (60) Num estudo coorte em
criangcas com DC diagnosticada, demonstrou-se em biopsias retais e ileais, um aumento da
guantidade de Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Veillonellaceae e Fusobacteriaceae,

bem como um decréscimo de Bacteroidales e Clostridia. (67)

6.4. Cancro colorretal

Atualmente, existe evidéncia que o desenvolvimento do cancro colorretal (CCR) esta
altamente associado a fatores genéticos. (22) (58) A neoplasia € iniciada por mutacdes em
certos genes. Contudo, a causa destas mutac6es e modificacdes epigenéticas nao é
conhecida. Estudos recentes tém identificado a microbiota intestinal e alguns fatores
ambientais, como a dieta e estilo de vida, como potenciais promotores do desenvolvimento
do CCR. (58)
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Contudo, ainda ndo é claro se sdo microrganismos especificos que participam
diretamente na carcinogénese ou se 0 processo requere interacdes especificas entre os
tecidos do hospedeiro e a microbiota intestinal. (58) Atualmente, o modelo aceite para inducdo
do CCR pela microbiota intestinal baseia-se num aumento da libertacdo das toxinas
produzidas pelas bactérias, diminuicdo dos metabolitos benéficos, disrupcdo da barreira
epitelial, producdo de compostos pro-carcinogénicos e alteracdes da propria microbiota
intestinal. Todos estes mecanismos podem causar uma ativacdo descontrolada do SI com
inflamacao crénica, aumento da proliferacéo celular e desenvolvimento do tumor. (68) Varios
estudos tém indicado que o aporte de fibras elevado pode fornecer beneficios a saude
intestinal e diminuir a incidéncia do CCR, uma vez que as fibras sao fermentadas por bactérias
do colon. Assim, formam-se SCFAs, como o butirato, que ao ser capturado pelos enterdcitos
€ usado como fonte de energia. Segundo certos estudos, parece que o butirato consegue
induzir a apoptose e inibir a proliferagéo de células neoplasicas do colon. (58) Verificou-se em
andlises fecais de doentes com CCR, um aumento de Bacteroides spp., diminuicdo das
bactérias produtoras de butirato (58) e aumento das bactérias potencialmente patogénicas,
como Fusobacterium spp.. (59) (58) Outros estudos tém indicado um papel relevante de certas
bactérias no desenvolvimento do tumor, como Enterococcus faecalis, Streptococcus bovis,

Clostridium septicum e E. coli. (68)

E provavel que alteragbes na microbiota posteriores a neoplasia estejam associadas
com disponibilidade de nutrientes e outras condi¢cdes criadas pelas células neoplasicas.
Contudo, mais estudos séo necessarios para avaliar se o estado de disbiose precede ou néo

o desenvolvimento do CCR. (58)
6.5. Obesidade e doencas metabdlicas: sindrome metabalico

A obesidade caracteriza-se por um excesso de tecido adiposo e ocorre quando existe
um desequilibrio entre 0 aporte e gasto de energia. Este € um processo que envolve fatores
genéticos e ambientais, estando associado ao desenvolvimento de outras complicacdes
cronicas, como hiperglicemia, dislipidemias, hipertenséo e esteatose hepatica. (11) (36) Os
individuos que apresentem pelo menos trés destes critérios sdo diagnosticados clinicamente
como tendo sindrome metabdlico (SM). Esta condicdo aumenta o risco de desenvolver

doencas metabdlicas como diabetes mellitus do tipo 2 (DMT2) e DCV. (36)

A resisténcia a insulina € uma condicao que leva ao aumento da glicémia, aumento da
sintese de lipidos hepaticos, dislipidemia e acumulacdo de gordura nos adipécitos. Deste
modo, a resisténcia a insulina € um importante fator que pode contribuir para o

desenvolvimento do SM. Estas alteracdes metabdlicas estao também associadas a ativacdo
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do SI, com a producdo de citocinas inflamatérias. Esta producédo leva a um estado de
inflamacao de baixo grau, induzindo o recrutamento de células imunitarias para os tecidos
metabdlicos, particularmente os tecidos adiposos. Assim, o desenvolvimento da inflamacéo
cronica em individuos com obesidade tem sido sugerido como o promotor da progressao
clinica do SM e das patologias associadas (DMT2 e a doenca do figado gordo néo alcodlico
(DFGNA), que sera abordada na seccdo 6.6). Deste modo, atualmente é defendido que a
microbiota intestinal contribui para o desenvolvimento das doengas metabdlicas via

estimulacéo do processo de inflamacéo crénica. (36)

O lipopolissacarido (LPS) € uma endotoxina derivada da membrana externa das
bactérias Gram-negativas, sendo apontado como um fator relevante para o inicio do processo
de inflamagé&o associado a obesidade e resisténcia a insulina. (3) (36) O LPS é capaz de
atravessar a mucosa gastrointestinal através das tight junctions ou infiltrando-se nas
quilomicras, as particulas lipoproteicas responsaveis pela absor¢éo de gordura (triglicéridos e
colesterol) proveniente da dieta. Assim que o LPS atinge a circulagéo sistémica, infiltra-se nos
tecidos como o figado e tecido adiposo, aumentando a resposta imunitaria. (36) O LPS é
encontrado na circulagcdo em baixas concentragbes em individuos saudaveis, mas em
individuos obesos atinge concentracdes elevadas, sendo este fenémeno denominado

endotoxémia metabdlica. (36) (69)

Existem varios mecanismos que tém sido propostos para explicar a ligacdo entre a
endotoxémia metabdlica e a obesidade. Durante o consumo de uma dieta rica em gordura,
ocorrem altera¢cfes da microbiota intestinal que podem causar um aumento da permeabilidade
intestinal, permitindo a passagem para a circulacdo de produtos bacterianos, como o LPS.
Para além disso, um maior aporte em gordura leva a um aumento das quilomicras no intestino
durante a fase pos-prandial, favorecendo a infiltracdo do LPS na circulagdo. O metabolismo
alterado das lipoproteinas em doentes com DMT2 demonstrou também reduzir o catabolismo

do LPS, podendo aumentar a inflamacéo associada a endotoxémia. (36) (69)

Um estudo demonstrou que uma infusdo de LPS em ratinhos machos durante 4
semanas induziu um aumento de peso comparavel ao observado nos ratinhos a consumir
uma dieta rica em gorduras. (70) Em humanos, os niveis de endotoxina circulante
aumentaram 20% em individuos com obesidade ou intolerdncia a glucose e 125% em

individuos com DMT2 quando comparados com individuos com fenétipo magro. (71)

Tendo em conta estes resultados, verifica-se que a microbiota intestinal pode
contribuir para a obesidade e patologias associadas, como a DMT2 e DFGNA, através da

inducao de um estado de inflamacao crénica. (36) (69)
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Vérios estudos em ratinhos com fenoétipo wild-type, magro e obeso tém mostrado
diferencas entre os filos Bacteroidetes e Firmicutes. (36) Um aumento na razdo
Firmicutes:Bacteroidetes, bem como uma reducdo na diversidade da microbiota tém sido
associadas a obesidade de modelos animais. Para além disso, dietas que limitem o ganho de
peso levam a uma relacao inversa, isto €, um aumento dos Bacteroidetes e diminuicdo dos
Firmicutes, tanto em ratinhos como humanos. Contudo, outras investigacbes nao demonstram
esta associagdo entre a obesidade e o racio Bacteroidetes:Firmicutes em humanos, sugerindo

gue a relacdo seja mais complexa e dificil de interpretar. (11) (36)

A acumulacado de gordura em ratinhos DM comparada com ratinhos convencionais é
inferior, e a colonizagdo dos primeiros com a microbiota intestinal resulta num aumento de
60% de gordura em 2 semanas. Este aumento de gordura corporal € acompanhado por uma

diminuicdo da sensibilidade & insulina e aumento dos triglicéridos no figado. (11)

A colonizagéo de ratinhos DM com a microbiota de ratinhos obesos aumentou mais a
deposicdo de gordura quando comparado com a colonizacdo de microbiota de ratinhos
magros. (72) (73) Ratinhos humanizados com dador obeso também mostraram maior ganho
de peso e deposicdo de gordura que ratinhos humanizados com dador magro. A coabitagc&o
de ratinhos humanizados magros e obesos pareceu ajudar a prevenir o fenétipo obeso,
alterando a microbiota para um perfil mais do tipo “magro”. (74). Assim, estes dados parecem
indicar que poderédo existir nichos disponiveis no dador obeso que podem ser preenchidos
com micrébios associados ao fenétipo magro. Como abordagem terapéutica do futuro, poderia
determinar-se espécies especificas para o transplante e seria possivel o tratamento de
anormalidades metabdlicas. Alguns estudos pré-clinicos ja demonstraram efeitos benéficos
dos prebidticos e probiéticos, embora os ensaios em humanos sejam ainda inconsistentes,

sendo necessaria mais investigacgao. (11)
6.6. Doenca hepatica: figado gordo néo-alcodlico

A DFGNA caracteriza-se por uma acumulagdo excessiva de triglicéridos nos
hepatdcitos na auséncia de consumo de alcool paralelamente (<20 e 30g por dia na mulher e
no homem, respetivamente). (75) A fisiopatologia da DFGNA é multifatorial com uma elevada
contribuicdo genética e dos fatores ambientais. (4) Estes fatores séo divididos em dois grupos,
o primeiro engloba fatores com relacdo bem estabelecida e o segundo considera fatores com
uma potencial associa¢cdo com a patologia. Dentro do segundo grupo engloba-se a disbiose
da microbiota intestinal. Atualmente, é defendido que a DFGNA esta relacionada com uma

doenca multi-sistema com uma componente hepatica e extra-hepatica. Assim, a DFGNA
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relaciona-se com morbilidades extra-hepéticas como complicacdes do SM: DMT2, disfungéo

da tiride, doenca renal cronica e DCV, etc. (75)

Sao varios os mecanismos que podem explicar a relacao entre a microbiota intestinal
e a DFGNA. A fermentacdo de polissacaridos provenientes da dieta a monossacéridos e
SCFAs parece estar associada com a DFGNA, bem como um aumento da permeabilidade
intestinal que permite que endotoxinas e uma maior quantidade de SCFAs atinjam o figado.
A presenca na circulagdo de componentes bacterianos, como o LPS, tem sido sempre
reconhecida como um fator causal ou de complicacdo na DFGNA, ja que cerca de 70% do

fluxo intestinal passa diretamente no figado através da circulacéo portal. (75)

A colina é hidrolisada no célon em dois compostos, dimetilamina e trimetilamina,
ambos precursores de um composto hepatotéxico, sendo esta catalise mediada por enzimas
bacterianas. Para além disso, como ja referido na secc¢édo 5.1, a colina tem um papel critico
na sintese de VLDL, necesséarias para o transporte de lipidos do figado. Assim, uma
deficiéncia em colina devido a uma alteragcdo na microbiota, pode levar a deposicdo de
gordura no figado. (75) Por ultimo, como ja referido na secgéo 5.1, a microbiota intestinal afeta

também a sintese de acidos biliares, sendo estes cruciais para a absor¢éo de gorduras. (75)

Assim, a combinag&o de uma microbiota alterada, alteracdes das fungdes de barreira
do intestino e a resposta do Sl pré-inflamatério é proposta como sendo uma das causas para
a promoc¢do de deposicdo lipidica no figado, levando consequentemente a progressao de

doenca inflamatoria no figado. (7)
6.7. Doencas respiratorias

O trato respiratério inferior € uma das superficies do organismo humano com menor
guantidade de microrganismos, apresentando cerca de 10 a 100 células bacterianas por 1000
células humanas. E constituido por dois filos predominantes: Firmicutes e Bacteroidetes, a
semelhanca do intestino, com os filos Actinobacteria, Proteobacteria e Fusobacteria em menor
guantidade. (76)

A relacdo entre a microbiota intestinal e as doengas respiratdrias cronicas ainda é
pouco conhecida. Contudo, alguns trabalhos tém vindo a estabelecer uma relagdo entre a

microbiota alterada e estas patologias. (22)

Esta associacdo é mais evidente em algumas doencas como a fibrose cistica (FC).

(22) A FC é uma doenca genética autossomica recessiva causada por mutacées que levam
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a doenca do pulmao progressiva, insuficiéncia pancreatica e deficiéncias de crescimento e
nutricdo. Existem diferentes mutacdes genéticas responsaveis por diferentes graus de
severidade. (22) Assim, um estudo recente demonstrou que a composicdo da microbiota
intestinal em doentes com FC é significativamente diferente dependendo da variacéo
genética. (77) Um estudo em criancas com FC demonstrou que a microbiota intestinal e
respiratdria se desenvolvem simultaneamente apds o nascimento, existindo um cross-talk
constante entre os dois compartimentos. Algumas bactérias aparecem no intestino antes de
serem detetadas no trato respiratorio, podendo significar que existe a contribuicdo da
microaspiracdo de micrébios intestinais para o desenvolvimento da microbiota respiratdria.
Para além disso, flutuagdes na abundancia de uma variedade de bactérias parecem acontecer

de igual modo em ambos os locais. (78)

Em relacdo a outras doencas respiratorias, doentes com asma ou doenca pulmonar
obstrutiva crénica demonstraram um aumento de Proteobacteria e Firmicutes, enquanto a
proporcado de Bacteroidetes é significativamente menor. A microbiota do pulm&o em doentes
com FC é caracterizada pelo aumento marcado de microrganismos do filo Proteobacteria com
um aumento adicional do filo Actinobacteria. Contudo, ndo é apenas a microbiota respiratéria
gue se encontra alterada nestas patologias, incluindo também mudancas na composigéo da

microbiota intestinal. (76)

Assim, até agora 0s mecanismos através dos quais a microbiota intestinal influencia o
pulm&o néo sdo totalmente conhecidos. Contudo, nos anos recentes, foi ficando mais evidente
que o intestino tem um papel critico nas respostas imunitarias a nivel sistémico, incluindo o
pulm&o. Isto podera ser alcangado através da disseminacao sisteméatica de metabolitos, como
0s SCFAs, que apresentam acao anti-inflamatoria. Outra possibilidade podera ser a migragéo
de bactérias diretamente do intestino para as vias respiratorias que atuariam nas células
imunitarias locais para modular as suas respostas. Assim, uma investigagdo mais
aprofundada sobre as vias e mediadores é necessaria, no sentido de estudar a possibilidade

de novas abordagens terapéuticas. (76)
7. Potencial terapéutico da manipulacdo da microbiota
intestinal
O estudo do metabolismo, sinalizacao e interacfes imunitarias entre a microbiota
intestinal e hospedeiro e 0 modo como essas intera¢cdes modulam outros 6rgaos e as funcdes

intestinais, criou o conceito de manipulacao terapéutica da microbiota intestinal. A selecdo de

estirpes bacterianas intestinais especificas representa uma abordagem terapéutica
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promissora para controlo de certas patologias. (36) As terapéuticas que tém vindo a ser
estudadas incluem a suplementacdo com probidticos, uso de prebidticos e reconstituicdo da

populagéo bacteriana utilizando transplante da microbiota fecal (TMF).

7.1. Probidticos

Segundo a Organizacao Mundial de Saude, os probidticos sdo microrganismos vivos
que, quando consumidos em quantidades adequadas, conferem salde e beneficio ao
hospedeiro. (79) Os microrganismos mais estudados e vulgarmente utilizados séo
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.. Uma utilizagao profilatica em individuos saudaveis
de modo a manter um bom estado de saude, bem como uma utilizagdo como tratamento para
certas patologias sao as principais razfes para que, nos ultimos anos, tenha ocorrido um
incremento no uso de probidticos. (3). O mecanismo de acdo dos probidticos permanece ainda
desconhecido, (79) porém parece ser mais amplo do que apenas modular a microbiota
intestinal. (58) Apesar disso, segundo varios estudos, é possivel que os probidticos atuem
através da inibicdo da colonizagdo e adesdo de bactérias patogénicas aos enterocitos,
aumento da secrecdo de defensinas, diminuicdo da sintese de citocinas pré-inflamatorias,
entre outros. Figura 7.1 (58) (3) Assim, parece que o mecanismo de acdo dos probidticos

podera ser multifatorial e especifico para cada espécie. (3)

Embora os probiéticos sejam compostos por bactérias viaveis, estes apresentam um
tempo de vida curto, com a microbiota a necessitar de uma dose repetida para manutencdo
de um nivel constante. Assim, varios estudos tém demonstrado que 0s probidticos séo

eliminados do material fecal uma semana apos a paragem da administracao oral. (57)

Em relagéo a utilizagdo de probidticos como terapéutica de certas patologias, ainda
existem muitas questdes relativas ao seu uso nas doengas gastrointestinais que permanecem
sem resposta, como doses 6timas, duragdo de tratamento, efeitos imunolégicos e fisioldégicos
concretos e seguranca. (58) Varios estudos tém demonstrado que os probioticos s&o
benéficos na prevencao e tratamento da DAA. (3) (57) Para além disso, o reconhecimento da
disfuncdo da microbiota intestinal na DIl tem levado a uma maior preocupacdo no
desenvolvimento de probioticos como terapéutica desta doenca. (57) Assim, diversos estudos
tém avaliado o uso de probiéticos na indugdo e manutencao da remissao da DII. Contudo, os
probidticos ndo demonstraram eficacia no tratamento da DC. (60) Pelo contrario, estirpes
especificas de probiéticos tém demonstrado que poderao ter um papel importante na CU ativa

leve a moderada, como € o caso da VSL#3 (contendo 8 espécies bacterianas distintas). (80)
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Diversos estudos sobre a utilizagdo de probidticos no Sl tém demonstrado resultados
contraditérios. (6) (57) Este tipo de resultados ndo concordantes pode ser explicado por
diversos fatores, como a diferente dimensdo da amostra, variabilidade no desenho dos
ensaios, heterogeneidade da estirpe, diferentes doses, duracdo do tratamento e
caracteristicas do doente. (57) Esta falta de homogeneidade entre estudos pode mascarar
informacdes relevantes acerca do potencial terapéutico dos probiéticos em certas patologias.
Portanto, no futuro, devera haver uma maior preocupacdo no desenho, conduta e precisédo

dos ensaios clinicos em humanos. (22)
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Figura 7.1 Mecanismos pelos quais os probiéticos podem influenciar a microbiota
intestinal e/ou induzir respostas benéficas no hospedeiro. Adaptado de (3)

7.2. Prebioticos

Os prebidticos sdo compostos capazes de alterar de modo benéfico a microbiota do
hospedeiro, por estimularem seletivamente o crescimento e atividade de certos
microrganismos no coélon. (36) (12) Sao substancias alimentares nao-digeriveis, sendo

capazes de escapar a absor¢do no intestino delgado. (12) (57)

A grande parte dos compostos com efeitos prebibticos pertence ao grupo dos
carboidratos nao-digeriveis, como os poli- e oligossacaridos, o que inclui os frutose-
oligossacaridos (FOS), como a inulina, e os galacto-oligossacaridos (GOS). A lactulose é
provavelmente o prebiético mais conhecido e tem sido utilizado com sucesso no tratamento
da obstipacgéo. (36) (57)

A maioria dos prebidticos atua especificamente no crescimento de Lactobacillus spp.
e Bifidobacterium spp. que, como ja referido acima, sdo dos probiéticos mais utilizados. (57)

Os prebidticos podem ser transformados pela microbiota intestinal em substrato, como os
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SCFAs. (36) Como ja referido na se¢do 5.1, os SCFAs tém efeitos benéficos no hospedeiro,
ao nivel da expressao génica, modulacdo da proliferacdo celular, acetilagdo de histonas e
regulacdo do Sl. (60) Estudos realizados em ratinhos e em humanos tém demonstrado que a
inulina e outros frutose-oligossacaridos promovem o crescimento de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp.. (60) Este crescimento estd também associado a um aumento da tolerancia
a glucose, melhoria da secrecdo de insulina e normalizacéo do processo de inflamagéo nos
roedores. (81) Os GOS sao capazes de modular a assimilagdo de monossacaridos por
modificarem a atividade dos transportadores dos mesmos, existindo assim uma ativacao das
vias glicoliticas. O consumo de prebidticos estd também associado a um decréscimo dos
niveis plasméticos, hepaticos e renais de lipidos nos roedores. Assim, a ingestdo de

prebidticos podera diminuir a atividade lipogénica e aumentar a atividade lipolitica. (36)

Um estudo indicou que através do aumento de Bifidobacterium spp. causado pelos
GOS, poderia haver uma melhoria dos sintomas da DIl em doentes com essa patologia. (82)
Contudo, outro estudo, utilizando FOS em doentes com DIl, ndo verificou mudancas nos
sintomas. (83) Estes resultados contraditérios podem ser explicados por diversas razfes,
como as proprias desvantagens dos prébioticos. A frutose e o sorbitol sdo fracamente
absorvidos e vao atuar como substratos para as bactérias no célon, contudo estas moléculas
de baixo peso molecular sdo capazes de adquirir quantidades de agua substanciais, podendo
causar diarreia indesejada. (57) Assim, embora a inulina e os GOS produzam um aumento do
peso do material fecal, sdo também capazes de provocar um aumento de flatuléncia e célicas

em individuos saudaveis, sendo estas caracteristicas indesejaveis no tratamento da DIl. (57)
7.3. Transplante da microbiota fecal

O TMF é definido como a transferéncia de material fecal de um dador saudavel para

um recetor que apresenta uma microbiota alterada. O principal objetivo é restaurar a eubiose.

(1) (84)

Como referido na sec¢éo 6.1, o principal problema da infe¢éo por C.difficile € o seu
caracter recorrente, que aumenta apds cada episddio. (1) Assim, o risco de recorréncia é
elevado, com pelo menos 10 a 20% dos doentes a desenvolverem a primeira recorréncia
dentro de 8 semanas de tratamento e 40 a 65% dos doentes com recorréncias subsequentes.
(84) Para além disso, estes doentes ndo respondem muitas vezes as terapéuticas tradicionais
com vancomicina e fidaxomicina. (84) Assim, identificar novas terapéuticas tem sido critico.
Deste modo, o TMF é aplicado no tratamento da infecdo por C. difficile recorrente, isto €, em
doentes com pelo menos 3 episodios de infecdo confirmada que ndo responderam ou sejam

refratarios as terapéuticas convencionais de antibioticos. (84) A hipétese que se coloca é que,
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restaurando a populacéo bacteriana normal, havera uma maior competicdo para nutrientes e
inibicdo do crescimento de C. difficile e poderda também haver uma regulacdo do Sl e

alteracdes nos &cidos biliares que alterem o ciclo de vida do microrganismo. (85)

Varios estudos tém demonstrado taxas de cura >85% e algumas >90%. (84) O
primeiro ensaio randomizado controlado do transplante foi realizado pela via hasoduodenal,
havendo 81% dos doentes com resolugéo da recorréncia apos uma infusdo (transplante) em
comparagdo com 31% dos doentes a fazerem vancomicina. (86) Deste modo, baseando-se
no sucesso da terapéutica com o TMF para a infecdo por C. difficile o American College of
Gastroenterology (87) e a European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(88) recomendam esta op¢ao de tratamento. Um estudo mais recente avaliou a utilizagéo de
capsulas orais com amostras fecais congeladas como terapéutica, verificando-se que em 20
doentes onde o tratamento com vancomicina falhou, 14 (70%) tiveram a resolugéo da sua
diarreia apds a administracdo das capsulas (15 capsulas durante dois dias consecutivos). Dos
6 que ndo responderam ao tratamento, 4 tiveram a resolu¢do da sua diarreia apdés uma
segunda administragdo das capsulas, ndo tendo sido verificado reacdes adversas graves. (89)
(90) Foi realizado um outro estudo de modo a avaliar o custo-efetividade desta estratégia
terapéutica, tendo sido verificado, apos comparacao das varias estratégias de tratamento, que
o TMF por colonoscopia € a estratégia mais custo-efetiva para o tratamento da infegéo

recorrente por C. difficile. (91)

Relativamente a DIl, uma revisao sistematica descreveu 18 estudos (122 doentes) que
usaram o TMF em doentes com DI, tendo sido verificado uma taxa de remisséo total de
apenas 36.2%, com uma resposta de 22% quando apenas eram analisados doentes com CU
e resposta de 60.5% quando doentes com DC eram avaliados. (92) Estas respostas menos
robustas em doentes com DIl vs. doentes com infe¢do por C.difficile podem ser explicadas
pela existéncia de outros fatores que contribuem para as exacerbacdes da DIl, para além da
microbiota, como a inflamagé&o e funcéo de barreira da mucosa. Sdo multiplos os fatores que
contribuem para a dishiose observada na DIl, comprometendo também a integridade da
mucosa e inflamag&o, como a genética e fatores externos (dieta, tabagismo, infe¢des, stress,
cirurgias, etc.). E importante referir que o TMF é um tratamento focado na reconstituicio da
microbiota intestinal, mas os seus efeitos no Sl e integridade da mucosa sdo menos claros.
(84)

Para além destas patologias supracitadas, tem havido um interesse em aplicar o TMF
noutras patologias gastrointestinais e ndo-gastrointestinais, como obesidade e SM ou SlI. (84)
Relativamente ao SlI, um estudo com 13 doentes que n&o respondiam a terapéutica habitual,

demonstrou a resolug&o ou melhoria de sintomas em 70% dos doentes que receberam o TMF,
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com uma melhoria da dor abdominal, dispepsia, inchaco e flatuléncia. (93) Estudos adicionais
em doentes com SllI demonstraram melhoria dos sintomas a curto prazo, mas menos de 50%
dos doentes apresentaram melhorias a longo prazo. (84) Outra grande area de interesse é a
obesidade e 0 SM devido ao crescente numero de doentes com este tipo de patologias. Em
estudos com ratinhos verificou-se que, quando o material fecal era transferido de ratinhos
obesos para ratinhos DM, ocorria um aumento do nimero de adipdcitos. Estudos posteriores
realizados em humanos demonstraram que individuos obesos com um dador de material fecal
magro apresentavam melhoria da sensibilidade a insulina, aumento da diversidade da

microbiota e aumento da Roseburia intestinalis, uma bactéria produtora de butirato. (84)

Segundo os varios estudos realizados, néo parece existir efeitos adversos a curto
prazo significativos, contudo os resultados a longo prazo relacionados com alteragbes da
microbiota sdo menos claros e requerem uma analise continua e prospetiva. Para além disso,
em teoria existe o potencial de transmissdo de infe¢Bes, desenvolvimento de doencgas ou
desregulacdo do Sl. Existem relatos de doencas autoimunes ap0s TMF, apesar da sua
causalidade ser pouco clara. Assim, é importante que o material fecal dador seja considerado
como um farmaco, existindo a necessidade de uniformizag&o quanto ao escrutinio do material
fecal do dador e protocolos de monitorizacéo de efeitos adversos. De modo a reduzir 0s riscos
associados a transmisséo de infe¢des, sdo desenvolvidos protocolos de rastreio de dadores
que incluem a andlise de fezes e soro, bem como uma analise de risco clinica e social. (A1)
A inclusdo deste tipo de protocolos é muito relevante para prevencao de transmisséo de

organismos infeciosos. (84)

Atualmente estdo em estudo varias alternativas ao TMF, como por exemplo féormulas
sintéticas do material a transplantar. Existe um ensaio clinico ativo que utiliza uma mistura
pura de bactérias para o tratamento da infegdo por C. difficile. O probi6tico poderia permitir
um método de administracdo mais controlado, reprodutivel, limpo e esteticamente mais
aceitavel, sendo uma estratégia mais segura que utilizar material fresco de um dador. (94)
Assim, é de esperar nos proximos tempos uma preocupacao continua no desenvolvimento de
alternativas ao TMF, contudo estas novas terapias irdo precisar de demonstrar taxas de

eficacia tao robustas como o TMF, o que sera bastante desafiador. (84)
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8. Conclusodes e perspetivas futuras

Ao longo da ultima década tem-se assistido a um aumento dramatico dos estudos
sobre a microbiota intestinal. O fator significativo para este aumento foi o facto de entender-
se que 0s microrganismos comensais que constituem a microbiota ndo séo apenas simples
passageiros no intestino, mas podem desenvolver fung¢des relevantes no hospedeiro. Varios
estudos desenvolvidos em ratinhos DM permitiram observar o impacto dramatico que a

remocao da microbiota tem nas funcdes fisiol6gicas do hospedeiro. (4)

Assim, entende-se que a comunidade microbiana intestinal desempenha um papel
bastante relevante na saude humana. Disbioses na composi¢cdo e fungcdo da microbiota

intestinal tém sido associadas a patologias do foro gastrointestinal e hdo-gastrointestinal. (22)

Com a compreenséo dos mecanismos e modo de ag&do da microbiota nestas doencas,
perspetiva-se o desenvolvimento de novas terapéuticas e estratégias para modular a
microbiota, com o fim de tratar e/ou prevenir essas patologias. (4) Para além disso, no futuro,
podera ser possivel estratificar as popula¢des de acordo com o risco de desenvolvimento de

certas doencas e oferecer novas perspetivas para cuidados de salde personalizados. (4) (36)

A medicina personalizada esta a crescer com o intuito de reduzir o risco de doenca,
melhorar o diagndstico, tratamento e prevencdo. Futuramente, os métodos baseados na
avaliacdo da microbiota intestinal poderdo fornecer a identificagdo do risco de doenca
individual em todas as fases da vida. O rastreio da microbiota de neonatos ou criangas podera
fornecer dados significativos para a dete¢do precoce de doencas alérgicas, obesidade,
diabetes mellitus do tipo 1 e asma, servindo como um alvo para a intervengdo preventiva
nestas patologias. No adulto, podera ser possivel o diagndéstico e avaliagdo de risco de
doencas metabdlicas, como a obesidade e DMT2. Assim, a descoberta de caracteristicas
especificas da microbiota nas diferentes patologias é bastante relevante, porque podera
facilitar a aplicacao de um diagnéstico personalizado, mais preciso e nao invasivo. (95) Para
além disso, podera funcionar como uma ferramenta economicamente viavel que aumentaria
a detecdo precoce de diversas patologias na populacdo. (4) (95) A microbiota intestinal é
também conhecida como tendo um papel central na terapéutica personalizada. As bactérias
comensais do intestino participam ativamente no metabolismo de varios compostos e,
portanto, podem afetar a biodisponibilidade, concentragdes e toxicidade dos farmacos. (4)
(95)

Finalmente, a manipulagdo da microbiota intestinal adaptada ao doente podera

aumentar o desenvolvimento de tratamentos precisos que tém como alvo o microbioma. Até
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agora, a maioria das intervencdes foram no ambito do uso do TMF na colite refrataria por C.
difficile, mas estdo em desenvolvimento estudos noutras doencas, como o DIl. Outras

abordagens poderao ser o uso personalizado de prebioticos, probioticos e dietas. (95)

Contudo, para estes aspetos serem clinicamente implementados, é necessario
ultrapassar diversos desafios, sobretudo relacionados com a uniformidade e robustez dos
ensaios. Assim, incorporando o diagnéstico e terapéutica baseados na microbiota na prética
médica comum, estes poderiam desenvolver-se como uma parte integral dos cuidados de

saude modernos. (95)
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Anexos

Al. Critérios de exclusdo — Rastreio de dadores para TMF (Retirado de (84))

Box 1
Sereening donors for fecal microbiota transplantation: exclusion criteria

Histary and chart reven:
= Active infection

» Exposure to antibiotics in the prior 3 months
= Recent travel with expodure to epidemic diambeal disease

= Significant gastroinmestinal history, induding inflammatory bowel disease, imitable bowel
syndrome, chranic diarrheafonstip st ion, gastrointestinal malignancy

& Autoimmune or significant allergy history

» Oher comsiderations: risk factors for Creutzieldt-lakeb diease, diabstes, metabolic
gyndrome, dhronic pain syndromes, and exposure to medications that may alter the gut
micro biome

= Socialfactor considerations: high+ ik sexual behavions, drug we, incarceration or long-term
care facility residence, and body piercing o tattoo in pricr & maont b

Stonl testing:

Eacleria
» Olostridium difficile
» Campylobacter

= Helicobacter pyfor (if fecal micrabiota tramsplant ation administered via oral routel
= Salmaone la

= Shiga-toxin producing BEchenchia cali

= Shigella

s Dher considerations: Asfomons, Plesiomonas, Listens monocytogenss, Yarsinia, Viboo
cholerae and Vibrio parahasmo yticus

Wiruses

= Rotavirs

& Morowvins

Parasites
» Cryptospo rdium

& Cpclospora
& (Fiardsa

» lsospora
Blood testing:

Bacteria

» Syphilis

Viruses

» Hepatits &, B, C

& Human immunodeficiency virus

Data from Refs 5+




