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Sumario

A microbiota intestinal humana é definida como a totalidade dos microrganismos
presentes na superficie epitelial do trato gastrointestinal humano. As suas principais
fungdes incluem a sintese de aminoacidos e vitaminas, e a produgdo de energia a partir
de polissacarideos. Para além disso, contribui para a integridade da parede intestinal,
protege contra microrganismos patogenicos e estimula a acdo do sistema imunoldgico.
A relacdo entre a flora intestinal e a sadde global do organismo tem suscitado um
interesse crescente na compreensdo dos beneficios da manutencdo e/ou modulagdo da
microbiota através do uso de probidticos. Os probidticos s&o microrganismos vivos que,
guando administrados em quantidades apropriadas, conferem beneficios ao organismo.
Nos Gltimos anos, a sua utilizacdo na prevencdo e/ou tratamento de doencas de etiologia
diversa tem suscitado um grande interesse. A presente revisdo bibliogréfica explora
estes aspetos, procurando compreender as limitagdes e potencialidades da utilizacéo de

probidticos na melhoria da qualidade da satde, na atualidade e num futuro proximo.

Palavras-chave:
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Abstract

The human intestinal microbiota represents the microorganisms that live on the
epithelial surface of the human gastrointestinal tract. Its main functions include the
synthesis of amino acids and vitamins, and the production of energy from
polysaccharides. In addition, it contributes to the integrity of the intestinal wall, protects
against pathogenic microorganisms and stimulates the action of the immune system.
The relationship between intestinal flora and health has raised a growing interest in
understanding the benefits of maintaining and/or modulating the microbiota through the
use of probiotics. Probiotics are living microorganisms that, when administered in
appropriate amounts, are beneficial to the body. In recent years, their use in the
prevention and/or treatment of diseases of diverse etiology has attracted great interest.
The present bibliographic review explores these aspects, trying to understand the
limitations and potentialities of the use of probiotics in the improvement of health

quality, nowadays and in the near future.

Key words

Microbiome, Microbiota, Prebiotic, Probiotic, Probiotic Designer, Symbiotic



Probiodticos, potencialidades e desafios
Agradecimentos

A minha familia, em particular aos meus pais, por estarem sempre do meu lado, me

influenciarem e apoiarem ao longo destes anos da minha vida.

Ao meu namorado, por acreditar em mim e nunca me deixar desistir dos meus

objetivos.

A Dra. Maria Benvinda e Dra. Ana Claudia, Diretora Técnica e Adjunta da Farmacia
onde trabalho, o meu especial agradecimento pela oportunidade que me deram em
completar este grau académico. O meu muito obrigado pela paciéncia e compreensao

que tiveram comigo ao longo destes anos.

As amigas e amigos de infancia, pela confianca, lealdade que sempre tiveram comigo,

por acreditarem em mim e me entusiasmarem a seguir em frente.

Aos amigos da faculdade, principalmente a Catia Vanessa, Ana Silvestre, Calos
Machado, Paulo Carvalho, Soraia Cunha e Catarina Paiva, pela companhia e por

fazerem parte desta etapa da minha vida. Sem vocés teria sido muito mais dificil.

A Professora Doutora Gil Ribeiro, minha orientadora, pela disponibilidade que sempre

demonstrou.



Probiodticos, potencialidades e desafios

Indice Geral
Sumario
Abstract
Agradecimentos
indice de Figuras
indice de Tabelas
Abreviaturas
I.Introducéo
I1.Metodologia
I11.Desenvolvimento
3.1.Probidticos: perspetiva historica
3.2.Microbioma e microbiota
3.2.1.Composicao
3.2.2.Relagdo com o hospedeiro
3.2.3.Fatores influenciadores
3.2.3.1.1dade
3.2.3.2.Dieta
3.2.3.3.Antibioticos
3.2.3.4.Genoma Humano e Epigenoma
3.3.Probioticos, prebioticos, simbioticos
3.3.1.Definicédo
3.3.2.Mecanismos de acédo
3.3.3.Prevencao e tratamento de doencas
3.4.Novos Desafios
3.4.1.Engenharia do Microbioma Humano
3.4.2.Probioticos Recombinantes
IVV.Concluséo
4.1.Perspetivas futuras

V.Referéncias Bibliograficas

Vi

vii

© oo o o » b W

12
13
14
16
16
21
25
30
30
32
36
38
39



Probiodticos, potencialidades e desafios

indice de Figuras

Figura 1- Complexidade genética e celular do Microbioma Intestinal

Figura 2- Composicao da microbiota intestinal

Figura 3- Fatores influenciadores da microbiota intestinal

Figura 4- Fatores que afetam a microbiota intestinal

Figura 5 — Caracteristicas de um probidtico ideal

Figura 6- Mecanismos de acdo dos probioticos

Figura 7 - Modulacédo da anti-oxidacao por probidticos

Figura 8- Visao geral da aplicacdo e progresso da engenharia de microbiomas

Figura 9- Beneficios para a salde dos probi6ticos recombinantes

11
18
21
24
31
33



Probiodticos, potencialidades e desafios

indice de Tabelas

Tabela 1- Microrganismos probidticos utilizados em suplementos alimentares 17

Tabela 2- Uso clinico dos probidticos, prebioticos e simbidticos 29

Tabela 3- Probidticos sintéticos na prevencao e tratamento de doencgas em
seres humanos 35

Vi



Probiodticos, potencialidades e desafios
Abreviaturas

AGCCs - Acidos gordos de cadeia curta

BL- Bifidobacterium longum

CU- Colite ulcerosa

DAA- Diarreia associada a antibiéticos

DACD - Diarreia associada ao Clostridium Difficile
DC- Doenga de Crohn

DIl - Doenga Inflamatdria Intestinal

DNACD- Diarreia ndo associada ao Clostridium Difficile
EFSA- Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos

FAO- Organizacdo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentacao
GOS- Galacto-oligossacarideos

MAMPs- Componentes estruturais da superficie dos microrganismos
OMS- Organizacdo Mundial da Saude

PRR- Receptores de reconhecimento de padrdes
QPS -Presuncao Qualificada de Seguranca
ROS- Espécies Reativas de Oxigénio

SOD- Superoxido dismutase
TGI- Trato Gastrointestinal

TMEF- Transplante de microbiota fecal

Vil



Probiodticos, potencialidades e desafios

I. Introducéo

A co-evolucdo reciproca entre mamiferos e microrganisnmos intestinais durou centenas
de milhdes de anos. Atualmente, sabe-se que 0s seres humanos vivem em conjunto com
indmeros microrganisnmo existentes no exterior ou no interior do seu organismo,
designadamente no intestino (Davenport et al., 2017). A microbiota intestinal humana é
definida como a totalidade dos microrganismos presentes na superficie epitelial do trato
gastrointestinal (TGI) humano (Linares et al.,, 2016). A microbiota humana,
especialmente a microbiota intestinal, é considerada um "6rgdo essencial™ que integra
aproximadamente 150 vezes mais genes do que 0s encontrados no genoma humano
(Wang et al., 2017a). A interrogacdo sobre as caracteristicas e 0s mecanismos
subjacentes a essa relacdo fez emergir conhecimentos que, ao longo do tempo, tém
sublinhado a relevancia do microbioma humano na manutengdo da salde e no

desenvolvimento de doengas (Davenport et al., 2017).

Desde a antiguidade, os seres humanos tém procurado inventar tecnologias que
aprimorem ou ampliem a sua capacidade de sobrevivéncia e adaptacdo a condigdes
ambientais, permitindo superar o seu desempenho e alcancar os objetivos. Atualmente,
apesar da composicdo da microbiota intestinal ndo ser totalmente conhecida, é evidente
0 crescente interesse nesta area cientifica. Os avancos técnico-cientificos registados nos
ultimos anos disponibilizaram novas técnicas de investigacdo e métodos biomoleculares
que tém permitido detetar e caracterizar mais aprofundadamente o microbioma humano
(Karamanou et al., 2017).

Nessa medida, a relacdo entre flora intestinal e saude tem suscitado um interesse
crescente que visa, nomeadamente, a identificacdo de novas formas de prevencao e de
tratamento de diversas doencas. De facto, com o aparecimento de microrganismos
multirresistentes e 0 esgotamento de opcdes de tratamento dependentes do uso de
antibidticos, torna-se urgente criar metodos alternativos para combater esses
microrganisnmos patogénicos que frequentemente estdo associados a doengas com
elevadas taxas de morbilidade e/ou mortalidade (Chua et al., 2017). Deste modo, a
manutencdo da microbiota através do uso de probidticos, prebiodticos e simbioticos tem
suscitado um interesse crescente. Os probidticos sdo considerados microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a

saude do hospedeiro (Capurso, 2016; Mizock, 2015). As culturas probidticas competem
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pela colonizacdo da mucosa intestinal, produzem substancias bacteriostaticas e
estimulam a proliferacdo de bactérias benéficas para o hospedeiro. A sua utilizagdo com
fins preventivos e terapéuticos é, por isso, atrativa (Cremon et al., 2018).
Adicionalmente, o aparecimento da biologia sintética tem permitido desenvolvimentos
ao nivel da engenharia de microorganimos e de probiGticos comensais e,
subsequentemente, possibilitar a intervencdo na microbiota através da modulagdo das
suas funcOes terapéuticas. Ao longo dos anos, os cientistas tém projetado probi6ticos

para combater doencas de etiologia muito diversa (Chua et al., 2017).

Atualmente é indiscutivel a associa¢do entre o microbioma intestinal e a salide humana.
Esta nocdo tem influenciado decisivamente o interesse, cada vez maior, sobre
probidticos naturais e sintéticos, e o seu papel na satde publica. Neste contexto, este
trabalho tem como principal objetivo auxiliar e esclarecer, através de uma revisdo
bibliogréafica, a relacdo entre os microrganisnmos e o ser humano descrevendo, para
isso, de forma detalhada e integrada a composicdo e os fatores que influenciam a

microbiota intestinal.
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1. Metodologia

O presente estudo representa uma revisao dos conhecimentos sobre o tema proposto.
Nesse sentido, foi realizada uma pesquisa bibliogréfica de artigos cientificos, redigidos
em portugués ou em inglés, em bases de dados cientificas digitais, designadamente
Pubmed, Medline e Repositdrio Cientifico de Acesso Aberto de Portugal utilizando os
termos “microbioma”, “microbiota”, “epigenoma e microbiota intestinal”,
“probidticos”, “prebidticos”, “simbiodticos”, “probidticos € mecanismo de agdo”,
“probiodticos e utilizagcdo clinica”, “probioticos em criangas”, “engenharia do
microbioma” e “designer probidticos”, reportada ao periodo compreendido entre 2013 e
2019. Apos a leitura do resumo dos artigos selecionados, foram escolhidos os mais

relevantes e atuais para alcancar os objetivos propostos.
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I11. Desenvolvimento
3.1. Probidticos: perspetiva histérica

Desde o século XVII que é generalizada a ideia de que o corpo humano é habitado por
indmeros e distintos microrganisnmos. As bactérias eram consideradas seres
“invasores” € potenciais agentes infeciosos. No dominio da Microbiologia, a
investigacdo estava essencialmente focada no desenvolvimento de diversos antibidticos
e desinfectantes pois tinha por objetivo principal a eliminacdo de bactérias prejudiciais

ao organismo (Linares et al., 2016; van der Meulen et al., 2016).

No caso dos microrganisnmos presentes no intestino humano presumia-se que fossem
organismos comensais, isto é, ndo prejudiciais mas inlteis para o hospedeiro humano
(Butel, 2014). Hoje em dia reconhece-se que a interagcdo simbiotica entre esses
microrganismos e o Homem é de natureza complexa e tem impacto na fisiologia
humana. Por essa razdo, a utilizacdo de microrganismos vivos para a manutencdo da
salde humana tem registado um interesse crescente, tanto no dominio da prevencao
como do tratamento de doencas especificas. De facto, cada ser humano é colonizado
com trilides de bactérias e o corpo humano pode, portanto, ser tratado como um
"superorganismo”, isto €, um organismo feito de muitos organismos menores, que agem
em conjunto para produzir processos fisiolgicos benéficos para ambas as partes (Butler
etal., 2019).

Estima-se que a microbiota intestinal humana, composta por aproximadamente 10 a 100
trilnGes de microrganismos, exceda em numero as células do corpo humano por um
fator de dez (Figura 1) (Li et al., 2016). Atualmente, dada a sua relevancia na saude
humana, alguns autores consideram o microbioma como um "6rgdo" adicional, ndo

menos crucial para a saude humana do que o estbmago ou baco (Dou e Bennett, 2017).

Durante os ultimos 10 anos, os desenvolvimentos registados ao nivel das técnicas de
sequenciacdo de DNA permitiram melhorar significativamente a compreensdo sobre a
composi¢do das populagdes microbianas que habitam ndo s6 o intestino, mas também
outros locais do corpo, tais como as vias aéreas superiores respiratorias, a pele, a boca

ou a vagina (Sanchez et al., 2017).



Probiodticos, potencialidades e desafios

Corpo Humano A A Genoma Humano
10 trilhdes de células 23000 genes

Microbiota Intestinal
100 trilhdes de células

Microbioma Intestinal

3.3 milhdes de genes

Figura 1- Complexidade genética e celular do Microbioma Intestinal
Extraida de: (Linares et al., 2016)

Os probidticos ndo sdo uma invencdo, uma vez que fazem parte da composi¢do dos
alimentos tradicionais, como bebidas, peixe salgado, iogurtes e queijos. Contudo, a
primeira definicdo de probidtico foi publicada por Lily e Stillwell, apenas em 1965. Os
autores descreveram os probidticos como agentes microbiolégicos que estimulam o
crescimento de outros organismos (Sanchez et al., 2017). O interesse crescente em
estudar e desenvolver estes suplementos tem sido notdrio nos Gltimos anos. No banco
de dados PubMed, o termo “probidtico” apareceu cerca de uma dizia de vezes por ano
nos anos 90, aumentando centenas de vezes por ano nos anos 2000. Atualmente sdo
anexados milhares de artigos relacionados com este tema. Os probidtico que, até
recentemente, eram associados, principalmente, ao dominio da Microbiologia e
Agricultura, presentemente estdo associados a areas cientificas muito diversas, tais
como Odontologia, Imunologia, Gastroenterologia, Veterindria ou Farmacologia
(Linares et al., 2016). As principais linhas de a¢do sdo respeitantes a atividade sistémica
dos probioticos e ao seu papel na melhoria do controlo de vérias patologias (Capurso,
2016; Mizock, 2015).
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3.2. Microbioma e microbiota

Do ponto de vista bioldgico, o microbioma humano pode ser considerado “uma
comunidade microbiana que ocupa um habitat razoavelmente bem definido, possuindo
propriedades fisico-quimicas distintas”(van der Meulen et al., 2016). No entanto, na
literatura cientifica, o termo surge também associado a Genética. Nesta area, 0
microbioma é visto como um ‘“‘conjunto de genomas dos microrganisnmos que vivem
com o ser humano” ou como um "segundo genoma do hospedeiro”, sendo que 0s

proprios microrganismos sdo definidos como "microbiotas”. (Coburn e Guttman, 2015).

Nas Gltimas décadas, alguns projetos de investigagdo em larga escala, como o projeto
Microbioma humano, analisaram a microbiota de um conjunto de nichos, incluindo a
pele, a via oral, vaginal e cavidades nasais. Embora algumas destas vias sejam
facilmente acessiveis, 0 TGl € o ambiente mais desafiador para a obtencdo da amostra
para estudo e caracterizagdo das estirpes, pela abundancia, complexidade e dinamica da
colonizagdo (Lepage et al., 2013). A maior parte dos estudos publicados na literatura
visam, essencialmente, a analise da microbiota do intestino por ser o local onde existe

maior densidade de bactérias (Gerasimidis et al., 2014).

As fungdes da microbiota sdo diversas, sendo atualmente considerada um o6rgao virtual
do corpo humano. Das principais funcbes destacam-se a sintese de aminoacidos e
vitaminas, bem como a producdo de energia a partir de hidratos de carbono. Também
contribui para a integridade da parede intestinal protegendo contra seres patdgenicos e

coadjuvando a acao do sistema imunolégico (Giorgetti et al., 2015).

3.2.1. Composicao

A composicdo da microbiota ndo é totalmente conhecida. No entanto, 0s avangos
técnico-cientificos registados mais recentemente tém permitido analisar a microbiota
com maior sensibilidade e especificidade. Estima-se que o organismo humano seja
colonizado por uma grande quantidade de microrganisnmos como fungos, bactérias e
virus, e que a maioria esta localizada no TGI. O corpo humano contém cerca de 1000
especies diferentes de bactérias que, coletivamente, possuem 150 vezes mais genes
microbianos do que os encontrados no genoma humano (Mizock, 2015; Wang et al.,

2017a). Cerca de 90% da comunidade bacteriana no adulto pertence as divisdes

6
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Firmicutes (Gram positivas - 65%) e Bacteroidetes (Gram negativas - 25%), sendo que
0s anaerdbios dominam face aos aerdbios. Os géneros anaer6bios mais relevantes
incluem Bacteroides e Bifidobacterium (Marchesi et al., 2016). Os filos Proteobacteria
(incluindo Escherichia coli), Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia sdo
encontrados com menos frequéncia na microbiota intestinal (Lange et al., 2016). De
salientar, ainda, a existéncia de uma elevada diversidade microbiana interindividual,
uma vez que cada ser humano possui um padrdo bacteriano exclusivo, o qual é

determinado pelo gendtipo do hospedeiro (Li et al., 2016; Wang et al., 2017a).

A distribuicdo da microbiota ao longo do trato digestivo ndo é uniforme: é muito baixa
no estbmago devido a acdo bactericida do acido cloridrico, aumentando gradualmente
no intestino delgado e atingindo concentragdes muito altas no coélon, onde é
representada principalmente por bactérias anaerdbias gram-negativas (Figura 2) (de
Almada et al., 2015; Giorgetti et al., 2015).

Trato GI
proximal
s Lactobacillus
Est
S 10" > Veillonella
Helicobacter
Duod R
uoaeno 103
Bacilli
Jejuno . | Streptococcaceae
10% > Actinobacteria
Actinomycinaeae
Corynebacteriaceae
ileo 107
Colon
1072 »Lachnospiraceae
Bacteroidetes
cells/gram
Trato GI
distal

Figura 2: Composicéo da microbiota intestinal

Adaptada de: (de Almada et al., 2015)
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3.2.2. Relagdo com o hospedeiro

Num individuo saudavel, a microbiota intestinal mantém uma relacdo simbidtica com a
mucosa intestinal cooperando ao nivel de funcfes metabolicas, imunoldgicas e
protetoras (Jandhyala et al., 2015). Nesta relacdo, o ser humano fornece a microbiota
todos os nutrientes e condic¢des indispensaveis a sua sobrevivéncia e crescimento, e 0S
microrganismos retribuem com o desempenho de fungBes fundamentais ao
desenvolvimento e manutencdo da satde do hospedeiro (de Almada et al., 2015). Desta
forma, a microbiota pode ser considerada como um elemento ativo na fisiologia
gastrointestinal, desempenhando um papel chave na funcionalidade deste sistema (Kim
et al., 2016). Nesta relacdo simbiotica com o hospedeiro, a microbiota desempenha

inimeras funcgdes tais como (Barroso, 2014):

Ocupacdo de locais por bactérias comensais de forma a evitar a colonizacdo da

pele e mucosas por bactérias patogénicas (antagonismo bacteriano);

e Producdo de mucina, de modo a formar uma barreira que diminui a capacidade
de adesdo de bactérias patogénicas;

e Producdo de acidos gordos pelas bactérias comensais existentes na pele,
prevenindo o aparecimento de espécies indesejaveis;

e Producdo de substancias com actividade antibacteriana no intestino
(bacteriocinas), ajudando desta forma a prevenir a colonizacdo de bactérias
patogeénicas;

e Producdo de nutrientes tal como a vitamina B e K, sendo esta Gltima essencial

para a sintese de varios fatores de coagulacéo;

e Metabolismo de drogas

Os microrganisnmos do intestino podem coexistir simbioticamente com um humano
saudavel. Os Acidos gordos de cadeia curta (AGCC’s) sdo produtos de fermentacéo de
fibras alimentares produzidas por microrganisnmos intestinais. Embora essas fibras
sejam indigestas por humanos, os seus metabolitos fornecem nutrientes essenciais para
as células do colon e desempenham um papel importante na manutencdo da saude
intestinal (Wang et al., 2017b). Varios estudos relatam que a dishiose do intestino pode

estar associada a patogénese de varias doengas (Kim et al., 2016).
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3.2.3. Fatores influenciadores

Ao longo da vida de um ser humano, séo varios os fatores que podem alterar a flora
intestinal humana, dos quais se destacam: a Nutricdo, o Microbioma e o Epigenoma

(Figura 3). Estes fatores sdo desenvolvidos nas secc¢des seguintes do presente trabalho.

Nutrigéio neonatal e infantdl
-Leite Humano
= -Leite de férmula
o o -Prebicticos/ bidtic
Nutrigdio S

-Microbiota materna gy
~Tipo de parto
-Dieta materna e infantil
= - - ° -Geno Humana
Fpedog g | —\ Microbioma Epigenoma —

e,

-Ambiente urbano / rural

Primeiros 1000 dias de vida

Figura 3- Fatores influenciadores da microbiota intestinal
Adaptada de: (Indrio et al., 2017)
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3.2.3.1. Idade

Os seres humanos desde que nascem, estdo em constante mudanga e a microbiota, que
faz parte integrante da biologia do hospedeiro, encontra-se igualmente em coevolucéo
(Borre et al., 2014). A composi¢cdo da microbiota intestinal é variavel ao longo da vida
do ser humano (Figura 4) (Nagpal et al., 2018). A literatura faz referéncia a associagédo
da microbiota com o desenvolvimento de perturbagGes psiquiatricas em varios periodos
durante a vida do ser humano, nomeadamente a gestacao, parto, infancia, adolescéncia e
a velhice (Borre et al., 2014).

Efetivamente, durante o parto ocorre a colonizagdo por inUmeros microrganismos que
irdo desempenhar um papel crucial na definicdo da futura identidade fisioldgica e
imunolégica estando, subsequentemente, implicados na salde e doencga do ser humano
(Blottiere et al., 2013). O tipo de parto afeta o desenvolvimento da comunidade
bacteriana do TGI. Os bebés que nascem por parto normal apresentam uma colonizacao
precoce e enriquecida de lactobacilos, bacteroides e prevotella, adquiridos da
microbiota vaginal e fecal materna durante o parto. J& os bebés que nascem por
cesariana apresentam colonizacdo pobre em bacteroides, bifidobactérias, sendo
frequentemente colonizados por Clostridium difficile, C. perfringens e Escherichia
(Jandhyala et al., 2015; Nagpal et al., 2018). Vérios estudos referem que os bebés que
nascem por cesariana parecem ser mais susceptiveis a agentes patogénicos e ao
desenvolvimento de alergias, doencas inflamatdrias cronicas e doencas metabdlicas,
sugerindo que os microrganismos vaginais desempenhem um papel protetor contra a
colonizagdo por agentes patogénicos (Chernikova et al., 2019; Jagodzinski et al., 2019;
Jandhyala et al., 2015).

Durante varios anos foi consensual a ideia de que o primeiro contacto do ser humano
com microrganisnmos ocorria durante o parto. No entanto, estudos recentes relatam a
presenca de bactérias na placenta, na cavidade amnidtica e no corddo umbilical,
sugerindo que o processo colonizacdo da microbiota infantil podera iniciar-se no Utero
(Li et al., 2016; Nagpal et al., 2018). O contacto com microrganisnmos no ambiente
intra-uterino podera estar implicado no desenvolvimento do sistema imunoldgico e esta
hipdtese tem despertado um interesse progressivamente crescente pelo estudo da flora

intestinal durante a gravidez (Jagodzinski et al., 2019)

10
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T

Gestagéio Parto Inféncia
Fatores que podem afetar a
composicdo e a diversidade da
microbiota intestinal

Puberdade Idade adulta Velhice

Figura 4- Fatores que afetam a microbiota intestinal ao longo da vida

Adaptada de: (Nagpal et al., 2018)
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Durante a infancia, especialmente durante os primeiros trés anos de vida, estabelece-se
uma estrutura relativamente estavel, semelhante & da microbiota adulta. Os idosos
apresentam uma microbiota intestinal distinta dos adultos saudaveis (Nagpal et al.,
2018). Essa diferenca pode ser atribuida a varios elementos e fatores (Figura 4) que
serdo a seguir desenvolvidos. Geralmente, a diversidade da microbiota intestinal e o
transporte de comensais, como bacteroides, bifidobactérias e lactobacilos estdo
reduzidos nos idosos comparativamente a individuos mais jovens. Ja os niveis de
oportunistas, como Enterobactérias, Clostridium perfringens e Clostridium difficile,
parecem estar aumentados nesta faixa etaria. Esta condi¢do podera ser uma das causas
que favorecem estados patoldgicos nos idosos. Os microrganisnmos intestinais nao
envelhecem. Porém, as comorbidades associadas as alteraces da microbiota intestinal
tendem a aumentar a medida que o hospedeiro envelhece (Dou e Bennett, 2017,
Jandhyala et al., 2015).

3.2.3.2. Dieta

No que concerne a alimentacdo, o impacto da dieta sobre a microbiota tem sido cada
vez mais estudado, uma vez que a microbiota intestinal é reconhecida como uma parte
importante do sistema digestivo humano e desempenha um papel fundamental na

nutricdo (Gomez-Gallego et al., 2019).

Apdbs o nascimento, o tipo de alimentacdo (amamentacdo ou alimentacdo com formula)
molda diretamente a composi¢cdo da microbiota. O leite materno contém varios
compostos bioativos que ndo estdo disponiveis no leite de formula. Estes compostos tém
um papel significativo na digestdo e absorcdo de nutrientes, na protecdo imunoldgica e
na defesa antimicrobiana. Varios estudos relatam uma diferenca consideravel entre os
bebés amamentados e os bebés alimentados com leite de formula. Os oligossacarideos
do leite humano fornecem nutricdo para as bactérias do célon do bebé, proporcionando
uma vantagem seletiva de crescimento para Bifidobacterium spp. Estes organismos
fermentam oligossacarideos dietéticos, que sdo benéficos para a saude. J& as criangas
alimentadas com leite de formula apresentam abundancia de organismos anaerdbicos

como o Bacteroides sp. e Clostridium sp (Jandhyala et al., 2015).
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A transicdo de uma dieta a base de leite para a introducdo de alimentos solidos (periodo
de alimentacdo complementar) é acompanhada pela transformacdo da composicdo da
microbiota intestinal. Apesar da microbiota adquirir uma configuracdo préxima da
adulta durante os primeiros anos de vida, a dieta ao longo da vida desempenha um papel
muito importante na sua formacdo e manutencdo. Um estudo dirigido por Sonnenburg e
colaboradores, em 2016, demonstrou que uma dieta moderna pobre em fibras pode ser
responsavel pela microbiota de menor diversidade, explicando o aumento de distlrbios
intestinais registados nos paises ocidentais (McCarville et al., 2016; Sonnenburg et al.,
2016).

Diversos estudos indicam ainda que nas dietas ricas em fibras e vegetais, tais como a
dieta mediterrdnica, ocorre um aumento do nivel dos filos Bacteroidetes e
Actinobacteria, e uma diminuicéo do filo Firmicutes, ao contrario do que acontece nas
dietas ocidentais, ricas em gorduras. Em geral, a ingestdo de uma dieta mediterranea
estd associada a uma maior riqueza e diversidade da microbiota intestinal, uma vez que
os individuos que consomem esse tipo de dieta ttm uma maior abundancia de

organismos metabolizadores de carboidratos insoluveis (Jandhyala et al., 2015).

3.2.3.3. Antibioticos

Apesar dos beneficios dos antibi6ticos contra organismos patogénicos, nos ultimos anos
varios estudos tém analisado o efeito dos antibidticos sobre a ecologia bacteriana
intestinal. Atualmente sabe-se que o uso de antibidticos tem varias implicacdes a curto e
a longo prazo uma vez que 0s genes bacterianos que conferem resisténcias a varios
medicamentos prevalecem por milhares de anos influenciando, assim, a exposi¢cdo a
pequenas moléculas do ambiente com propriedades inibidoras de crescimento
(Jandhyala et al., 2015). O tratamento antibidtico a curto prazo é capaz de mudar a
microbiota intestinal para estados disbioticos, 0 que pode promover o desenvolvimento
e 0 agravamento da doenca. A interacdo entre a imunidade intestinal e a microbiota
contribui para a patogenese e gravidade de doencgas metabolicas, autoimunes, infeciosas
e cancro. No entanto, o espetro de acdo do antibidtico, a dosagem, a duracdo do
tratamento e a via pela qual é administrado sdo factores que podem influenciar a forma

como os antibioticos alteram a microbiota intestinal (Lange et al., 2016).
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3.2.3.4. Genoma Humano e Epigenoma

Em 2007, o Projeto Microbioma Humano foi anunciado como uma extensdo ldogica
conceptual e experimental do Projeto Genoma Humano. Um dos principais objetivos do
projeto foi investigar o conceito de um microbioma humano (van der Meulen et al.,
2016).

O genoma representa a totalidade de informacdo genética de um organismo armazenada
na molécula de DNA. As bactérias desempenham funcbes compartilhadas na expressdo
génica. Por isso, identificar os microrganisnmos que habitam o corpo humano é
considerado como uma expedicdo para um sistema desconhecido que esta
intrinsecamente relacionado com evolucdo e desenvolvimento da espécie humana
(Gadecka e Bielak-Zmijewska, 2019).

O termo epigenética, que literalmente significa “no topo da genética”, define uma
variedade de processos que causam alteracdes na expressdo génica sem modificar a
sequéncia do DNA. As modificacbes epigenéticas estdo entre 0s mecanismos mais
importantes pelos quais os fatores ambientais podem influenciar a diferenciagéo celular
precoce e criar novas caracteristicas fenotipicas, designadamente durante a gravidez e
no periodo neonatal. (Indrio et al., 2017). A metilacdo do DNA, a modificacdo de
histonas e 0 RNA ndo-codificante sdo 0s principais mecanismos subjacentes as
modificacdes epigenéticas (Gadecka e Bielak-Zmijewska, 2019; Leso et al., 2019). Os
dois primeiros serdo a seguir analisados por serem 0S mecanismos epigenéticos

originalmente descritos e, por isso, tradicionalmente analisados.

Metilacdo do DNA

A modificagdo epigenética mais comum é a metilagdo do DNA. Esta modifica¢do
resulta da adicdo de um grupo metilo a citosina de um par citosina-guanina. Se essa
metilacdo estiver localizada proxima de um gene, pode resultar na diminuicdo ou
supressao da expressdo genética. Como o metabolismo do carbono depende de doadores
de grupos metilo provenientes, nomeadamente, da dieta, a metilacgdo do DNA pode ser
influenciada pela nutricdo ao longo da vida. Este processo envolve um grande nimero
de enzimas com atividade metiltransferase, alguns cofatores como a colina, a metionina,
vitaminas B6 e B12, zinco, betaina e micronutrientes dietéticos como doadores de
metilo (Gadecka e Bielak-Zmijewska, 2019).
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Modificacdo de histonas

As histonas sdo proteinas de ligacdo ao DNA altamente conservadas que formam a
unidade de repeticdo da cromatina e que é designada por nucleossoma. Cada
nucleossoma é constituido por duas cépias de histonas H2A, H2B, H3 e H4. O DNA de
cadeia dupla linear é enrolado neste octdmero de histonas e uma quinta histona, a
histona H1, interactua com o DNA de ligacdo entre os nucleos de nucleossomas
adjacentes: As histonas podem apresentar modificagdes pos-traducionais e as mais
prevalentes sdo a metilagdo, acetilacdo, fosforilagédo e ubiquitinagdo. A acetilagdo das
histonas resulta na descondensacdo da cromatin, possibilitando, assim, que fatores de
transcricdo possam aceder mais facilmente a regido do DNA que devera ser transcrita;
por outro lado, a desacetilagio ocasiona a compactacdo da cromatina e
consequentemente a repressdo da transcricdo. Ja a metilacdo pode tanto ativar, quanto
reprimir, dependendo da posicdo do residuo de aminoacido que foi modificado e do
namero de grupos metilo adicionados. Assim, dependendo do tipo de modificacdo, o
impacto no nivel de expressdo génica pode variar consideravelmente (Cuevas-Sierra et
al., 2019)

Atualmente, h& evidéncias crescentes sobre a capacidade de varios metabolitos
microbianos interagirem com processos epigenéticos. Essas modificacdes epigenéticas
podem levar a reprogramacdo do genoma do hospedeiro, alterando 0 processo
transcricional da célula em resposta a estimulos ambientais. Na infancia, os mecanismos
epigenéticos podem estar relacionados com a colonizacdo e o desenvolvimento da
microbiota intestinal sob a influéncia de fatores externos ja descritos anteriormente (tipo
de parto, amamentacdo, introducdo de alimentos solidos e tratamentos com antibidticos)
(Cuevas-Sierra et al., 2019). Esses fatores podem contribuir para o estabelecimento de
alteracbes epigenéticas que podem ndo apenas modular a adaptacdo individual ao
ambiente, mas também influenciar a saude ao longo da vida, modificando as vias

moleculares inflamatorias e a resposta imune (Indrio et al., 2017).

A microbiota intestinal produz uma infinidade de metabolitos que afetam a fisiologia do
hospedeiro e a suscetibilidade a doencas. Varios estudos constataram que os AGCC’s
inibem a atividade da histona desacetilase. Um estudo dirigido por Krautkramer e seus
colaboradores, em 2016, constatou que a microbiota intestinal afeta os estados
epigenéticos do tecido hospedeiro. Nesse estudo demonstrou-se que a colonizagéo
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microbiana regula a acetilacdo e metilacdo globais de histonas em varios tecidos
hospedeiros de uma maneira dependente da dieta, sendo que o consumo de uma dieta do
tipo da dieta ocidental parece impedir algumas das alteragdes da cromatina dependentes

da microbiota (Cuevas-Sierra et al., 2019; Krautkramer et al., 2016).

3.3. Probidticos, prebidticos, simbioticos
3.3.1. Definicéo
Probidtico

O termo probiotico € derivado de uma palavra grega que significa vida e é usado para
referir organismos vivos ndo patogénicos com efeitos benéficos nos hospedeiros
(Pandey et al., 2015).

Desde a antiguidade que os produtos fermentados contendo microrganisnmos vivos sao
usados para manter ou restabelecer a satde. A imunologista Elie Metchnikoff propos,
em 1908, que consumir o leite fermentado contendo lactobacilos poderia remover
organismos intestinais putrefativos e patogénicos, e aumentar a longevidade (Nami et
al., 2015; Sanchez et al., 2017). Contudo, o termo “probiotico” s6 foi definido em 1965,
quando Lilly e Stillwell, num artigo cientifico, definem probi6ticos como "fatores
promotores de crescimento produzidos por microrganisnmos”. A primeira definicdo de
probidticos, dentro do conceito iniciado por Metchnikoff, foi a de Parker, em 1974, que
definiu os probidticos como "organismos e substancias que contribuem para o
equilibrio microbiano intestinal". Décadas mais tarde, Fuller propds a definicdo de
probidticos como “suplementos alimentares microbianos vivos que afetam
beneficamente o animal hospedeiro, melhorando o seu equilibrio microbiano
intestinal”. Todas essas definicdes tém em comum o efeito benéfico dos probioticos
sobre a microbiota intestinal. No entanto, um ndmero crescente de estudos cientificos
tem também demonstrado a inexisténcia de um efeito benéfico entre o consumo de
probidticos e a microbiota intestinal estabelecendo, deste modo, a controvérsia sobre a
definicdo a adotar (Doron e Snydman, 2015; Markowiak e Slizewska, 2017; Sanchez et
al., 2017; Syngai et al., 2016).
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S6 em 2001, surgiu um consenso na definicdo de probidticos. O termo “probidtico”, tal
como definido originalmente pela Organizacdo das Nac¢des Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) / Organizacdo Mundial da Saide (OMS), tem a seguinte redacéo:
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem um beneficio a satde do hospedeiro” (Kumar et al., 2015; Syngai et al.,
2016).

Os probioticos podem ser incluidos na composi¢do de uma vasta gama de produtos, que
varia entre medicamentos e suplementos alimentares, mas encontram-se frequentemente
associados a lacticinios. Neste caso, as espécies Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp.
e Saccharomyces sdo as espécies mais vulgarmente utilizadas como probioticos (Tabela
1).

Tabela 1- Microrganismos probidticos utilizados em suplementos alimentares
Adaptado de: (Markowiak e Slizewska, 2017)

Lactobacillus Bifidobacterium Outras bactérias Outros

do &cido lactico  microrganisnmos

L. acidophilus B. adolescentes Enterococcus Bacillus clausii

L. amylovorus B. animalis Lactococcus lactis Escherichia coli Nissle
1917

L. casei B. bifidum Streptococcus Saccharomyces

thermophilus cerevisiae

(boulardi)

L. gasseri B. breve

L. helveticus B. infantis

L. johnsonii B. longum

L. pentosus

L. plantarum

L. rhamnosus
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A FAO e a OMS apresentaram, em conjunto, directrizes para o estabelecimento de uma
abordagem sistematica que permitisse uma avaliacdo eficaz dos beneficios para a satde
decorrentes da presenca de probioticos nos alimentos (Pandey et al., 2015). Alguns dos
pré-requisitos de um organismo probiético ideal estdo descritos na Figura 5.
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Figura 5- Caracteristicas de um probi6tico ideal

Adaptado de: (Daliri e Lee, 2015; Pandey et al., 2015)

Os probioticos estdo sujeitos aos regulamentos contidos na lei geral dos alimentos,
segundo a qual eles devem ser seguros para a salide humana e animal. Nos EUA, os
microrganismos usados para fins de consumo séo regulamentados pela Administracdo
de Alimentos e Medicamentos (FDA) e devem ter a classificagio GRAS (geralmente
considerado como seguro). Na Europa, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos (EFSA) introduziu o termo QPS (Presuncdo Qualificada de Seguranga). O
conceito QPS envolve alguns critérios adicionais de avaliagdo de seguranca de
suplementos bacterianos, incluindo o histérico de uso seguro e a auséncia do risco de
resisténcia adquirida aos antibiéticos (Markowiak e Slizewska, 2017).
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Prebidticos e simbioticos

O conceito de prebiotico foi formalmente introduzido no ano de 1995 por Glenn Gibson
e Marcel Roberfroid com a seguinte definicdo: “ingredientes nutricionais nao digeriveis
que afetam beneficamente o hospedeiro, estimulando seletivamente o crescimento e
atividade de uma ou mais bactérias benéficas do colon, melhorando a saude do seu
hospedeiro”(Hutkins et al., 2016; Markowiak e Slizewska, 2017).

No 6° Encontro da Associagdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos em
2008, a definicdo de prebiodticos foi atualizada e tem a seguinte redagdo: "um
ingrediente fermentado seletivamente que resulta em alteracdes especificas na
composicao e / ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo beneficio (s) a
saude do hospedeiro”. Com base nessa definicdo, os prebidticos podem exercer
beneficios ndo apenas no cdlon, mas também noutros locais, designadamente cavidade
oral, trato urogenital e pele (Hutkins et al., 2016; Valcheva e Dieleman, 2016). Mais
tarde, Bindels e colaboradores propuseram uma definicdo mais ampla de prebidticos
desviando o foco para as caracteristicas ecoldgicas e funcionais da microbiota. Um
prebidtico pode ser, entdo, definido como um composto ndo digerivel que, através da
sua metabolizacdo por microrganismos no intestino, modula a composicéo e a atividade
da microbiota intestinal, conferindo assim um efeito fisiolégico benéfico ao hospedeiro
(Valcheva e Dieleman, 2016).

Relativamente a composicdo, os prebidticos consistem essencialmente em hidratos de
carbono, nomeadamente, oligossacaridos e polissacaridos que ndo sdo digeriveis pelas
enzimas intestinais e que conferem vantagens, principalmente o crescimento e/ou a
actividade de bactérias benéficas. Algumas fontes de prebidticos incluem leite materno,
soja, fontes de inulina, aveia crua, trigo ndo refinado, cevada ndo refinada, carboidratos
ndo digeriveis e, em particular, oligossacarideos nédo digeriveis. No entanto, entre 0s
prebidticos, apenas os oligossacarideos bifidogénicos ndo digeriveis como a inulina, o
seu produto de hidrélise (oligofrutose) e os galacto-oligossacarideos (GOS) cumprem
todos os critérios para a classificacdo de um prebiotico (Hutkins et al., 2016). Outros
compostos, tais como amidos resistentes, pectina, arabinoxilana, gréos integrais e

polifendis também tém sido considerados prebidticos (Pandey et al., 2015).
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Um prebiotico ideal deve cumprir alguns atributos desejaveis, dos quais se salienta
(Pandey et al., 2015):

e Ativo numa baixa dosagem

o Falta de efeitos colaterais

e Persisténcia atraves do colon

e Viscosidade variavel

e Estabilidade aceitavel de armazenamento e processamento
e Capacidade de controlar a modulagdo da microflora

e Dogura variavel

A combinacéo sinéergica de prebidtico com probidtico € denominada por simbiético. Ou
seja, um simbidtico exerce em simultaneo o efeito de prebiotico e probidtico (Mizock,
2015). Um produto simbidtico afeta beneficamente o hospedeiro na melhoria da
sobrevivéncia e implantacdo de suplementos alimentares microbianos vivos no trato
gastrointestinal, estimulando seletivamente o crescimento e ativando o metabolismo de

bactérias promotoras da saude (Pandey et al., 2015).

Hoje em dia, os probioticos, prebidticos e simbidticos sdo utilizados em areas muito
diversas, tais como ginecologia, urologia, antienvelhecimento, gastroenterologia,
imunologia, cardiologia, cuidados com a pele, dietética e higiene bucal, estando
disponiveis comercialmente sob vérias formas, incluindo alimentos, suplementos

alimentares e agentes terapéuticos (Markowiak e Slizewska, 2017).
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3.3.2. Mecanismos de acao

Estudos moleculares e genéticos tém contribuido para a compreensdo dos efeitos
benéficos dos probidticos atraves da elucidacdo dos seus mecanismos de acdo (Figura
6).
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Figura 6- Mecanismo de acdo dos probidticos
Adaptado de: (Sanchez et al., 2017)

Efeito Antimicrobiano

Algumas bactérias probidticas especificas tém propriedades antimicrobianas,
geralmente associadas a secrecdo de peptideos ou moléculas, o que lhes permitem
competir dentro dos complexos ecossistemas intestinais. Essas moléculas podem
proteger o hospedeiro contra bactérias infeciosas e favorecer a sobrevivéncia de
bactérias comensais através da leséo direta ou indireta dos microrganismos patogénicos
(La Fataetal., 2017).

Os probidticos promovem a redugdo do pH do limen intestinal através da producéo de
acidos organicos principalmente durante o metabolismo dos carboidratos, com

21



Probiodticos, potencialidades e desafios

consequente inibicdo do crescimento de agentes patogénicos. Os principais acidos
organicos produzidos pelas espécies de Bifidobacterium, Clostridium, Streptococcus e
Lactobacillus incluem: &cidos acético, butirico, propionico e lactico. Nas suas formas
ndo dissociadas, os AGCCs sdo antimicrobianos contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, devido a sua lipofilicidade e a capacidade de solubilizacdo das
membranas celulares bacterianas (do Carmo et al., 2018; Valcheva e Dieleman, 2016).
Sao, por outro lado, capazes de lesar diretamente 0s microrganismos patogénicos
através da producdo de substancias com atividade bacteriostatica ou bactericida (Daliri e
Lee, 2015; Reid, 2016). A estirpe 925A de Lactobacillus brevis influencia o sistema
imunolégico do intestino através da producdo de uma bacteriocina identificada como
brevicina 925A. Verificou-se que a brevicina 925A ¢ eficaz contra Listeria
monocytogenes e Streptococcus mutans, que causam intoxicacdo alimentar e carie
dentaria (La Fata et al., 2017).

Melhoria da funcdo Barreira

A integridade da barreira intestinal € um pré-requisito para a homeostase da funcdo da
mucosa que Vvisa maximizar a capacidade de absor¢do enquanto mantém reacGes
defensivas eficientes contra agentes quimicos e microbianos. Existem evidéncias de que
a ruptura da integridade da barreira epitelial € um dos principais fatores etioldgicos
associados a varias doencas gastrointestinais (Langdon et al., 2016; Sanchez et al.,
2017).

Nesse sentido, os probidticos podem atuar na manutencdo da integridade da barreira
epitelial intestinal pela sua capacidade de producdo de muco, pelo aumento da
expressao de genes codificadores das proteinas de juncdo e ainda pelo estimulo a
producdo de defensinas. Todas estas agcdes dificultam a disrupcdo da barreira intestinal
promovendo, globalmente, a sua integridade (Langdon et al., 2016).
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Modulacdo do sistema imunitario e da resposta inflamatoria

As bacteérias intestinais regulam o sistema imunoldgico do hospedeiro e este, por sua
vez, afeta a composicdo do microbioma intestinal. O sistema imunoldgico do
hospedeiro € responsavel por garantir uma composicdo benéfica da microbiota,
controlando o crescimento excessivo de bactérias especificas, mas também reagindo a

bactérias ou moléculas patogénicas da barreira intestinal (La Fata et al., 2017).

A resposta imunitaria é ativada pelo reconhecimento dos organismos estranhos,
mediada por receptores especificos de células de imunidade inata como as células
epiteliais, as células dendriticas e os macréfagos. Estes receptores sdo denominados
receptores de reconhecimento de padrdes (PRR) e sdo reconhecidos por componentes
estruturais da superficie dos microrganismos (MAMPS) que por sua vez interagem com
o0 epitélio intestinal, estimulando as células do sistema imunitario intestinal ao nivel da
lamina prépria. As células T reguladoras sao ativadas e diferenciam-se em linfocitos
Thelper , 0 que induz a producéo de citocinas pro ou anti inflamatorias (Plaza-Diaz et
al., 2019).

Efeito antioxidante dos probidticos

A microbiota intestinal protege o seu hospedeiro de agentes patogénicos por exclusdo
competitiva, incluindo ocupacéo de locais de fixagdo, consumo de fontes de nutrientes e
producdo de substancias antimicrobianas. Quando a microbiota intestinal é alterada,
bactérias nocivas podem proliferar excessivamente e simultaneamente desencadear
stress oxidativo. Muitos outros fatores podem também desencadear, nos organismos,
stress oxidativo, designadamente cigarros, herbicidas, nitrogénio, ozono e radiagéo.
Durante as ultimas décadas, varios estudos demonstraram que diferentes estirpes de
bactérias probioticas podem exercer acdo antioxidante por mecanismos diversos (Figura
7).
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Figura 7 - Modulacéo da anti-oxidacdo por probidticos

Extraida de : (Wang et al., 2017c¢)

Um dos sistemas enzimaticos antioxidantes observado em probidticos é a enzima
superdxido dismutase (SOD). O anido superdxido € a espécie mais abundante produzida
pela mitocdndria e a SOD catalisa a quebra do superéxido em peroxido de hidrogénio e
agua. Por esse motivo, esta enzima € considerada um regulador central dos niveis de

Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (Wang et al., 2017c).

No entanto, a aplicacdo da SOD é limitada, principalmente devido a sua curta semi-vida
circulatoria que restringe a biodisponibilidade. Para resolver esta questdo foi investigada
a possibilidade de biodisponibilizar SOD através de veiculos adequados. As bactérias
probidticas capazes de fornecer localmente SOD representam uma nova abordagem para
a prevencdo e o tratamento de doencas do intestino associadas a producdo de ROS
(Ahire et al., 2013). De facto, a producédo de ROS é um fendmeno conservado entre 0s
filos, representando um mecanismo através do qual as comunidades bacterianas podem

afetar a homeostase redox no hospedeiro.
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Embora a funcdo dos probidticos na alteracdo da composi¢cdo da microbiota intestinal
tenha sido amplamente estudada, a caracterizacdo do efeito antioxidante de probioticos
sobre a composi¢do da microbiota intestinal ndo esta, ainda, bem elucidada e requer a

realizacéo de estudos adicionais (Mishra et al., 2015; Wang et al., 2017c).

Outros mecanismos

Os probidticos poderdo também ajudar na prevencéo do cancro, através do seus efeitos
anticarcinogénicos. Alguns desses mecanismos, ja descritos anteriormente, incluem a
modulacéo do sistema imunoldgico e o refor¢co da barreira intestinal. No entanto, outros
mecanismos alternativos tém sido propostos, tais como a atividade antimutagénica
contra certos compostos quimicos, ligagdo de compostos mutagénicos ou interagdo com
enzimas bacterianas que ativam e/ou produzem compostos cancerigenos. Contudo, a sua
eficacia devera ser comprovada, no futuro, atraves da realizacdo de ensaios clinicos em

humanos (Markowiak e Slizewska, 2017).

3.3.3. Prevencéo e tratamento de doencas

Os probioticos podem ser dirigidos a individuos saudaveis ou doentes, sendo que 0s
seus efeitos podem ser de natureza preventiva ou curativa, combatendo a causa da
doenca ou alteracBes metabdlicas especificas com vista a diminuicdo dos sintomas ou a
sua progressdo (Vandenplas et al., 2015). Um numero consideravel de estudos tem
analisado a utilidade dos probi6ticos na prevencao e/ou tratamento de condicdes clinicas
especificas. As doencas para as quais existe maior evidéncia quanto aos beneficios da
utilizacdo de probidticos sdo: diarreia associada a antibioticos (DAA), diarreia infeciosa
na infancia e doenca inflamatdria intestinal (especialmente para manutencdo da

remissdo na colite ulcerativa) (Mizock, 2015).
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Diarreia associada a antibioticos

O uso de antibioticos tem aumentado constantemente na ultima década, estando entre os
medicamentos mais prescritos em todo o mundo. Os antibi6ticos interferem com o
equilibrio da microbiota intestinal tornando-a mais permissiva, o que facilita a invasao
por microrganismos patogénicos (Mizock, 2015). O seu uso por, por isso, provocar
disturbios adicionais na flora intestinal, resultando em sintomas variados ao nivel
clinico (Issa e Moucari, 2014). A diarreia antibittica inclui a forma associada ao
Clostridium difficile (DACD) e a forma ndo associada ao Clostridium difficile
(DNACD) (Mizock, 2015; Pandey et al., 2015). A DNACD foi definida como uma
diarreia benigna e autolimitada, surgindo ap0s o uso de antimicrobianos orais, sendo
que os sintomas podem comecar 24 horas apds a sua administracdo (Issa e Moucari,
2014; Vandenplas et al., 2015). Em contrapartida, a diarreia por DACD refere-se a um
amplo espectro de doencas, incluindo casos de colite grave, com ou sem a presenca de
pseudomembranas. A DACD é responsavel por 10 a 25% da DAA, e a presenca de uma
estirpe hipervirulenta aumenta a gravidade da doenca. A fisiopatologia do DACD
resulta de uma perturbacdo da flora bacteriana normal do célon, da colonizag&o por C.
difficile e da liberacdo de toxinas que danificam e inflamam a mucosa. O seu inicio pode
ocorrer durante a antibioterapia ou 5 a 10 dias ap06s a interrupc¢do do antibiotico (Amara
e Shibl, 2015; Mizock, 2015; Pandey et al., 2015).

Na DAA, os probioticos auxiliam o restabelecimento do equilibrio da microbiota
intestinal e reforcam a estabilidade da barreira intestinal, prevenindo a sua disrupcao e o
aparecimento da diarreia (Varankovich et al., 2015). De facto, os resultados de vérias
meta-analises tém demonstrado o beneficio do uso de probidticos na DAA. Cremonini e
colaboradores examinaram 7 ensaios clinicos randomizados e concluiram que houve
uma reducdo estatisticamente significativa na DAA apos a administracdo de probidticos
(Islam, 2016). Outra metanalise dirigida por Hempel e colaboradores, em 2012,
evidenciou também a eficiéncia da administracdo de probidticos no tratamento da DAA.
Os microrganismos utilizados nesses estudos incluiram os géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Saccharomyces, Streptococcus, Enterococcus e Bacillus (Issa e
Moucari, 2014; Varankovich et al., 2015). Contudo, ndo existem evidéncias de algum

beneficio no uso de probidticos apds o inicio da terapia antibiética (Mizock, 2015).
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Diarreia infeciosa na infancia

As doencas diarreicas sdo o0s problemas de salde mais comuns nos paises em
desenvolvimento e a primeira causa de hospitalizagdo em criangas. O rotavirus é o virus
mais comum associado a diarreia aguda em criancas com idade compreendida entre um

més e trés anos (Sharif et al., 2016).

Os resultados de um estudo duplo-cego, controlado por placebo, envolvendo 287
criancas de 1 a 36 meses, mostrou que os probioticos sdo mais eficazes do que um
placebo no tratamento da diarreia aguda (Islam, 2016). Um outro estudo, dirigido por
Cochrane, em 2010, analisou 63 ensaios que envolveram bebés e criancas. Segundo o
autor, em todos os estudos, a duragdo mais curta da diarreia e a menor frequéncia de
fezes sugere que a utilizacdo de probioticos tem efeitos benéficos no tratamento da
diarreia aguda (Mizock, 2015; Sharif et al., 2016). No entanto, estudos adicionais serdo
necessarios para estabelecer diretrizes claras para a selecdo de produtos, dosagem e
duracdo do tratamento com probidticos no caso da diarreia aguda na infancia (Daliri e
Lee, 2015; Vandenplas et al., 2015).

Doenca inflamatéria intestinal

A Doenga Inflamatéria Intestinal (DIl) € um distarbio multifatorial crénico
caracterizado por inflamacdo do TGI e que causa diarreia aguosa acompanhada de dor
abdominal (Pandey et al., 2015). A DIl compreende a colite ulcerosa (CU) e a doenca
de Crohn (DC). Patologicamente, a DC é caracterizada por lesdes inflamatorias e
ulceracbes que podem estar presentes em qualquer parte do trato gastrointestinal,
enquanto a CU é mais superficial, afetando o revestimento do intestino grosso e reto
(Islam, 2016; Mizock, 2015; Vandenplas et al., 2015).

Na CU, o uso de varias espécies probioticas como S. boulardii, Lactobacillus casei e
Bifidobacterium bifidum mostrou resultados promissores nesta doenga. Os efeitos
terapéuticos do consumo de probiodticos na DC sdo provenientes da acdo competitiva
comensal, da flora patogénica e da influéncia na resposta imune. Os probiéticos também
impedem a DII, restaurando a integridade da mucosa protetora intestinal (Pandey et al.,
2015).
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Outras aplicacdes

A tabela 2 resume uma série de indicacgdes clinicas para as quais a administracdo oral de

probidticos, prebidticos ou simbioticos apresenta beneficios para a satde.

AlteracGes da microbioma intestinal nos estagios iniciais da vida podem estar inter-
relacionadas com a suscetibilidade futura a vérias doencas, tais como a doenca
inflamatdria intestinal, obesidade, cancro do colon e algumas alergias a alteracdes da
microbioma intestinal (Daliri e Lee, 2015). Nessa medida, a continuidade da
investigacdo sera crucial para o esclarecimento dessas inter-relacdes e compreensdo das

potencialidades e limitagdes decorrentes da utilizacdo de probidticos.
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Tabela 2- Uso clinico de probidticos, prebidticos e simbioticos

Adaptado de: (Amara e Shibl, 2015; Patel e DuPont, 2015)

Probiotico/Prebiotico/Simbidtico

Escherichia coli
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium lactis
Lactococcus lactis

Efeito terapéutico

Eczema

Lactobacillus rhamnosus GR-1

Lactobacillus reuteri RC-14

InfecGes do trato urinario

Lactobacillus acidophulus

Intolerancia a lactose

Lactobacillus rhamnosus GR-1

Lactobacillus reuteri RC-14

Candidiase Vaginal

Enterococcus faecium M-74 lactic acid
bactéria

Prevengao do cancro do colon

Enterococcus faecium M-74
Lactobacillus plantarum
Propionibacterium freudenreichii

Lactobacillus plantarum PHO4

Hipercolesterolemia e doencas

cardiovasculares

Lactobacillus rhamnosus GG

Prevencdo da Atopia

Bifidobacterium lactis

Prevencdo do eczema atopico

Lactobacillus acidophulus

Ulcera péptica

Lactobacillus casei

Gastroenterite

Lactobacillus plantarum species 299
(LP299)

Hiperpermeabilidade intestinal

Bifidobacterium e frutooligossacarideos

Tratamento da encefalopatia hepética

Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium bifidum e

frutooligossacarideos

Aumentar o colesterol HDL e reduzir a

glicemia em jejum

Xilooligossacarideos e inulina

Controle lipidico, efeitos cardiovasculares,

prevencdo do cancro
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3.4. Novos Desafios

Paralelamente a investigacdo que tem sido realizada com vista & compreensdo da
relacdo entre a microbiota e a salde intestinal, a resposta imunoldgica e a saude da pele,
durante os ultimos dez anos, um nimero crescente de estudos tém sido realizados com o
objetivo de melhorar a compreensdo sobre 0s mecanismos de ac¢do dos probidticos e dos
prebioticos. Esses estudos tém demonstrado que a microbiota intestinal pode regular a
inflamacéo, a adiposidade, a saciedade, o gasto de energia e 0 metabolismo da glicose.
A medida que os conhecimentos sobre os mecanismos de acdo in vivo tem sido
aprofundados, a importancia da sua translacdo para humanos é evidenciada dado o seu
expectavel contributo para a melhoria global da satde dos individuos (Mishra et al.,
2015; Pham et al., 2017).

3.4.1. Engenharia do Microbioma Humano

As caracteristicas de cada ecossistema é resultado da complexa rede de interacfes
dentro das comunidades microbianas e entre 0s microrganismos e 0 hospedeiro, bem
como das diversas respostas aos metabolitos produzidos pelas comunidades
microbianas. Assim, a perturbacdo dos microbiomas pode causar uma gama muito
variada e extensa de alteracbes no hospedeiro e no ambiente, nomeadamente a reducéo
de aptidGes do hospedeiro e da fertilidade do solo (Foo et al., 2017; Karamanou et al.,
2017). A engenharia de microbiomas pode atuar ao nivel da composi¢do do microbiana
para melhorar o fenotipo do hospedeiro e beneficiar os ecossistemas, conferindo varios
beneficios a salde publica (Figura 8). As suas aplicacfes podem ser observadas em
diversas areas cientificas, tais como a Nanotecnologia, a Quimica e a Biologia.
Instrumentos em nanoescala estdo a ser produzidos para interagir com o microbioma
humano de forma a monitorizar, em tempo real, o estado de salde ou a protecdo do
local contra o inicio precoce do estado de desequilibrio ou atuar na corre¢do (Foo et al.,
2017; Pham et al., 2017).
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! Doengas / disturbios

Baixa aptidao
Crescimento lento
Produtividade baixa
Baixa fertilidade
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Elevada produtividade
Elevada fertilidade

Engenharia do
micobioma

Homeostase Desequilibrio

Figura 8- Visao geral da aplicacéo e progresso da engenharia de microbiomas

Adaptada de : (Foo et al., 2017)

A intervencdo mais Obvia para a engenharia do microbioma intestinal é a modifica¢do
da dieta, através da suplementacdo por compostos quimicos que alimentem grupos
bacterianos especificos, tais como os prebidticos referidos anteriormente (Brussow,
2016). Prebidticos como galactooligossacarideos e fibras de milho soltveis tém sido
utilizados para a fermentacdo seletiva pela microbiota intestinal humana, aumentando
notavelmente Bifidobacterium e diminuindo C. histolyticum, com um beneficio global

positivo para a saide humana (Foo et al., 2017).

O transplante da microbiota fecal (TMF) tem sido utilizado para restabelecer a
composicdo microbiana saudavel em doentes com doencas gastrointestinais. Este
método envolve a aquisi¢do de material fecal de doadores saudaveis e a administracédo
das respetivas suspensdes de microbiota no TGI dos doentes. O objetivo desta
intervencéo é restaurar um microbioma normal em individuos com doengas associadas a
disbiose. Atualmente, a Unica indicacdo para a TMF é a recorréncia multipla
deinfeccbes por Clostridium difficile. Aproximadamente 85% dos doentes afetados
podem ser tratados com sucesso pela FMT, em comparagdo com apenas 30% tratados
convencionalmente com terapia antimicrobiana prolongada (Foo et al., 2017; Gupta e
Khanna, 2017; Wang et al., 2019). O TMF também tem sido utilizado no tratamento de

outras doencas, tais como artrite reumatoide, autismo e esclerose multipla. No entanto, a
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compreensdo sobre os efeito da TMF nestas doencgas requer estudos adicionais (Wang et
al., 2019).

Para a modulagdo do microbioma infantil estdo em desenvolvimento estudos e ensaios
clinicos especificos. No caso do microbioma intestinal do adulto, a sua complexidade
juntamente com a elevada variabilidade interindividual tém dificultado o progresso da
engenharia de biomas. Neste caso, a sua aplicacdo podera exigir a utilizacdo de
microbiotas humanos menos complexos e mais acessiveis (narinas, nasofaringe, vagina,
pele), bem como ferramentas mais refinadas, designadamente RNAs reguladores,
alimentacdo metabolica cruzada e producdo de probidticos recombinantes (Brussow,
2016).

3.4.2. Probioticos Recombinantes

Com o aparecimento de agentes patogénicos multirresistentes e o esgotamento de
opcbes no dominio dos antibiGticos, tornou-se urgente a identificacdo de métodos
alternativos para combater esses microrganismos patogénicos e frequentemente mortais.
Um desses métodos € o uso de probidticos recombinantes ou sintéticos que tém varias
vantagens face aos probioticos tradicionais (Chua et al., 2017). Deste modo, o0s
probidticos recombinantes deverdo permitir superar as limitacGes dos probioticos atuais.
Esse processo envolve a introdugdo de novos fatores genéticos em linhagens bacterianas
com vista a melhoria da sua eficidcia. Os probidticos recombiantes, geralmente
utilizados como suplementos dietéticos ou aplicados topicamente, permitem proteger o
hospedeiro de infe¢Bes, stress oxidativo, doengas inflamatdrias e respostas autoimunes
(Carvalho et al., 2017). Alguns dos beneficios dos probio6ticos recombinanates estdo

exemplificados na Figura 9.
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Figura 9- Beneficios para a salde dos probidticos recombinantes
Adaptado de: (Singh et al., 2017)

A capacidade de certas bactérias colonizarem tumores sélidos abre caminhos para o
desenvolvimento de novas tecnologias, tanto no diagndstico como na terapéutica. Na
ultima década, a biologia sintética interveio no desenvolvimento de microrganisnmos
que visam especificamente células tumorais. Os microbiologistas ao longo dos anos
relataram uma variedade de anaerébios que proliferam preferencialmente em tumores
solidos, incentivando assim o0 uso desses microrganisnmos como portadores de agentes
anticancerigenos. Entre o0s varios anaerdbios testados, as linhagens dos géneros
Escherichia, Bifidobacterium, Salmonella e Clostridium sdo as mais projectadas
(Sleator, 2015).

33



Probiodticos, potencialidades e desafios

A E. coli Nissle 1917 programavel, quando administrado por via oral, pode detectar
sinais de metéstase hepatica na urina dos doentes, sendo considerada um probidtico de
diagnéstico in vivo (Singh et al., 2017).

A estirpe Bifidobacterium longum demostrou uma excelente capacidade de colonizagéo
em tumores solidos, sendo capaz de provocar uma forte resposta imune no hospedeiro.
Num estudo realizado em 2016, por Wei., um dos objetivos foi desenvolver um novo
sistema de administragdo da tumstatina, uma angiostatina poderosa que inibe a
proliferacdo e induz a apoptose de células endoteliais vasculares tumorais, usando a
Bifidobacterium longum modificada. Wei e seus colaboradores, relataram uma
significativa reducdo da metastase tumoral, bem como o aumento da sobrevida em
camundongos tratados com Bifidobacterium longum modificada, comparativamente a
um grupo controle (Chua et al., 2017; Wei et al., 2016).

A engenharia de microrganisnmos para fins terapéuticos tornou-se cada vez mais
sofisticada ao longo dos anos, com circuitos especificos que controlam com precisdo a
expressao e libertacdo de moléculas terapéuticas. Deste modo, abriu-se uma vasta gama
de possibilidades terapéuticas associadas aos probioticos recombianates (Singh et al.,

2017). Algumas das suas indicagOes terapéuticas estéo descritas na Tabela 3.

Algumas doencas cronicas, tais como a doenca de Alzheimer, Autismo, Défice de
Atencdo, Osteoartrite e acidente vascular cerebral estdo a aumentar rapidamente entre a
populacdo humana. A manipulacdo do ecossistema intestinal por probioticos
recombinantes ou pelo transplante de microbiota fecal podera ser uma alternativa contra
estas doengas (Chua et al., 2017; Singh et al., 2017).
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Tabela 3- Probidticos recombinantes na prevencao e tratamento de doencas em seres

humanos
Adaptado de: (Chua et al., 2017)

Probidtico

Patologia

Recombinante

Mecanismo

Diabetes tipo | L. gasseri Reprogramagdo de ceélulas epiteliais
intestinais em celulas B secretoras de
insulina por GLP-1 (1-37), expressando
L. gasseri

Hipertensao L. plantarum Expressédo de sequéncias de codificagédo

NC8 ACEIP de TFP e YFP unidas por um
ligante de arginina

Obesidade EcN Expresséo de acilfosfatidiletanolaminas

Infecdo por Salmonella Expressdo do antigeno heterélogo da

Salmonella e Colera subunidade B do antigeno da toxina
Vibrio cholera

Infec&o por H. pylori B. subtilis Exibicdo da proteina urease B de H.
pylori no revestimento de esporos de B.
subtilis

Infecéo por HIV L. lactis Expressdo de Streptococcus pyogenes T3
pilus fundida a uma mordaca de antigeno
HIV P24 na superficie de L. lactis (LL-
Gag)

Doencas L. lactis Entrega da proteina IL-10 usando o

inflamatoérias sistema de expressao controlada induzivel

intestinais
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1V.Conclusdo

A microbiota refere-se a toda a populagdo de microrganismos que coloniza um local
especifico, e inclui bactérias, fungos, arqueias, virus e protozoarios (Jandhyala et al.,
2015). Desde o0 nascimento, o corpo humano é habitado por um enorme quantidade e
diversidade de microrganismos. O microbioma humano atua em estreita concertagdo
com as mucosas e € capaz de induzir efeitos imunoldgicos, inflamatorios e regulatorios,
localmente e/ou em locais distantes. A obtencdo de energia a partir dos nutrientes, o
desenvolvimento do sistema imunitario, a biossintese e metabolismo proteico e a
resisténcia a colonizagdo por agentes patogénicos sdo processos desempenhados pela
microbiota e insubstituiveis pelo metabolismo humano (Barroso, 2014). Contudo, torna-
se necessario melhorar a percecéo acerca da relacdo entre a composicéo da microbiota e
as fungdes desempenhadas uma vez que a maioria dos estudos decorreram em curtos
intervalos de tempo, sdo heterogéneos quanto ao tipo de amostras utilizadas e 0 numero

de amostras estudado é reduzido (Brodmann et al., 2017).

Sabe-se que ap0ds o nascimento, o tipo de alimentacdo molda diretamente a microbiota,
influenciando tanto a diversidade quanto a riqueza (Billimoria et al., 2016) . Em recém-
nascidos prematuros, varias misturas de oligossacarideos e leites de férmula contendo
prebidticos foram extensivamente estudados. Essas misturas prebidticas alteram o
microbioma fecal, diminuem o pH fecal, melhoram a motilidade gastrica e diminuem a
intolerdncia a alimentacdo. No entanto, uma metanalise de sete ensaios clinicos
randomizados controlados por placebo de prebidticos ndo mostrou diminuicdo na
enterocolite necrosante, sepse ou morte. Adicionalmente, a anélise comparativa entre
lactentes tratados com misturas prebidticas e lactentes tratados com placebo nao
registou alteracGes significativas, nomeadamente ao nivel da permeabilidade intestinal
(Hutkins et al., 2016).

A eficacia do uso dos probioticos foi investigada no tratamento e prevencao de diversas
patologias, tal como mencionado na Tabela 2. O uso de probidticos em criancas e
adultos estd aprovado no caso do tratamento da DAA e na Diarreia infeciosa na
infancia. Contudo, a eficacia dos probidticos na prevencdo da diarreia do viajante é
limitada e inconsistente, ndo sendo por isso recomendado 0 seu uso nesta patologia
(Mizock, 2015).

36



Probiodticos, potencialidades e desafios

Recentemente, os probioticos foram associados a diversas patologias extraintestinais,
designadamente a dermatite atOpica. Varios ensaios clinicos demostraram que 0s
probioticos ou prebioticos sdo agentes promissores no tratamento da dermatite atopica,
demonstrando melhorias significativas na gravidade da patologia. No entanto, o0 seu uso
ndo € muito recorrente uma vez que alguns estudos demonstraram que o uso isolado de
prebidticos ndo tem qualquer efeito benéfico nos sintomas da patologia (Chang et al.,
2016).

Estudos recentes sugerem que estirpes probiodticas possam ter um efeito citotdxico,
inibindo a proliferacdo de varios tipos de células cancerigenas. Os probi6ticos
mostraram efeitos inibitorios contra o desenvolvimento do cancro em modelos animais
de carcinogénese, especialmente no cancro do colon (Shokryazdan et al., 2017). No
entanto, ndo existe, ainda, uma evidéncia clara quanto & eficacia dos probidticos no caso
de cancros humanos, nomeadamente no cancro do célon. A maioria dos dados
publicados em estudos com seres humanos apenas discutem se 0s probioticos podem
ajudar a melhorar a tolerancia a quimioterapia, especialmente no controlo da frequéncia

da diarreia grave (Drago, 2019).

Na bibliografia é consensual a ideia de que os probi6ticos, prebioticos e simbidticos tém
a capacidade de reparar alteracdes da microbiota associadas a diversos estados
patoldgicos, tendo sido revelada a sua eficacia na prevencdo e tratamento de inUmeras
patologias em diversos estudos clinicos (Capurso, 2016). No entanto, uma condicdo
importante para a aprovacdo de novos probidticos € um namero suficiente de ensaios
clinicos em humanos. De um modo geral, a maioria dos probidticos, simbidticos e
prebidticos carece de estudos clinicos em seres humanos, sendo necessarios ensaios
clinicos randomizados, duplo-cegos, controlados por placebo, estudos de dose-resposta
e estudos toxicoldgicos para estabelecer o nimero apropriado de bactérias a serem
administradas e a matriz correta para fornecerem propriedades probioticas (Brodmann et
al., 2017).

Face ao crescente interesse em estudar os probidticos para o tratamento e prevencao de
determinadas patologias, a ciéncia desenvolveu novos métodos para desenhar
probidticos especificos para cada doenga. Consequentemente, a engenharia de

microbiomas tem sido utilizada, com sucesso, para alterar a microbiota, representando
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uma perspetiva terapéutica promissora para a melhoria global da saide humana (Foo et
al., 2017).

4.1. Perspetivas futuras

Os probidticos representam uma abordagem promissora para a melhoria da saude
humana uma vez que poderdo auxiliar a prevencdo e o tratamento de diversas doencas
de interesse clinico. No entanto, futuramente, é essencial entender de forma mais clara
quais as caracteristicas que um microrganismo deve possuir para ser utilizado na
formulacdo de produtos probidticos. Para além disso, uma legislagdo clara que regule a
producdo de probidticos, bem como um rigoroso controlo de seguranca de todas as suas
fases de producdo serd crucial para garantir os desejados efeitos benéficos dos

probidticos em seres humanos.

Num futuro ndo muito distante, é expectavel que cada ser humano possa colonizar o
intestino com bactérias geneticamente modificadas que detetam e eliminam doencas
precocemente. Na sequéncia dos avancos registados no dominio da biologia sintética, a
engenharia de microbiomas representa uma area muito promissora para a criagdo de
organismos bioldgicos que executem as tarefas desejadas. Neste sentido, sera
importante o desenvolvimento de mecanismos de seguranca adequados para garantir o
controlo desses organismos, assim como novas ferramentas e tecnologias que permitam
fornecer informacGes mais detalhadas e precisas sobre o microbioma. Os avancos
futuros deverdo, por isso, ajudar a esclarecer as interacdes entre a microbiota e a
fisiologia humana, e 0s seus possiveis papéis no desenvolvimento de doencas de
etiologia muito diversa, tais como doencas do figado, infecGes microbianas, cancro
(nomeadamente o cancro do cdlon), doencas imunoldgicas, doencas psiquiatricas e

doencas metabdlicas.
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