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Probidticos e Efeitos Terapéuticos em Patologias do Sistema Nervoso Central

Sumario

O trato gastrointestinal de um individuo saudéavel estd colonizado por uma grande
variedade e quantidade de microrganismos que compdem o microbiota intestinal, o qual
desempenha um importante papel nos processos metabolicos, nutricionais, fisioldgicos e
imunologicos. Em situagdes de disbiose, resultante de desequilibrios na composi¢ao ou
fungcdo das espécies constituintes do microbiota, ocorrem alteragdes da fungdo
imunologica o que aumenta a suscetibilidade de desenvolver alergias, alteracdes

metabolicas, doengas inflamatorias e doencas neurodegenerativas.

Os probiodticos sao suplementos alimentares contendo microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades razoaveis, serdo benéficos a saude do seu consumidor ou
hospedeiro. A sua administracdo exdgena permite colonizar e estabilizar a composi¢ao
da microflora, restabelecendo a sua funcao fisiologica vital, apds desequilibrios
provocados pelo estilo de vida moderno e pelas varias doencas a ele associadas. Os
metabolitos produzidos por microrganismos probiodticos através de diferentes
mecanismos de acdo, desempenham um importante papel na modulagdo imunologica e

na manutencao da homeostase do microbiota.

O Eixo Microbiota-Intestino-Cérebro foi recentemente identificado com a descoberta de
diversas vias hormonais e bioquimicas interligadas que relacionam o trato gastrointestinal
e o cérebro. Este eixo desempenha um papel importante na regulacdo da saude do
hospedeiro, permitindo a comunicagdao bidirecional entre intestino e cérebro, o que
sugere que o uso de probioticos podera ter um forte potencial terapéutico no tratamento
de doencas do sistema nervoso central como a Esclerose Multipla, a Doenga de Parkinson

e a Doenca de Alzheimer.

Palavras-chave:

Microbiota, Probidticos, Eixo Microbiota-Intestino-Cérebro, Esclerose Multipla, Doenca

de Parkinson, Doenga de Alzheimer.
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Abstract

The gastrointestinal tract of a healthy individual is colonized by a wide variety and
quantity of microorganisms that make up the intestinal microbiota, playing an important
role in metabolic, nutritional, physiological and immunological processes. In situations
of dysbiosis, resulting from imbalances in the composition or function of the species that
make up the microbiota, immune function may be compromized, increasing the
susceptibility of developing allergies, metabolic changes, inflammatory diseases and

neurodegenerative diseases.

Probiotics are food supplements containing live microorganisms that, when administered
in reasonable amounts, will be beneficial to the health of their consumer or host. Its
exogenous administration allows colonization and stabilization of the microflora
composition, restoring its vital physiological function, after imbalance due to modern
lifestyle and associated diseases. Probiotic metabolites, through diverse mechanisms of
action, play an important role in immunological modulation and maintenance of

microbiota homeostasis.

The Microbiota-Gut-Brain Axis was recently identified with the discovery of several
interconnected hormonal and biochemical pathways linking the gastrointestinal tract and
the brain. This Axis plays an important role in the regulation of host health by allowing
bidirectional communication between the intestine and the brain, thus suggesting
probiotic use as a promising therapeutic strategy for the treatment of central nervous

system diseases such as multiple sclerosis, Parkinson's disease and Alzheimer's disease.

Key words:

Microbiota, Probiotics, Microbiota-Intestine-Brain Axis, Multiple Sclerosis, Parkinson's

Disease, Alzheimer's Disease.
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I. Introducao

Microbiota, ¢ o nome atribuido ao conjunto diversificado de microrganismos que
estabelecem colonias permanentes, geralmente associados a tecidos ou 6rgaos, no interior
ou a superficie do organismo sem causar doenca, € que desempenham um importante
papel em processos metabolicos, nutricionais, fisiologicos € imunolédgicos (Lin e Zhang,
2017; Otmann et al., 2012; Rooks e Garret, 2016). Trabalhos cientificos realizados para
estudar a composi¢do do microbiota em adultos saudaveis demonstraram que a maioria
dos microrganismos pertenciam aos filos Bacteroidetes e Firmicutes verificando-se uma
variacdo inter e intra-individual relativamente a sua composi¢ao ao longo da vida de cada
individuo devido a varios fatores como o tipo de parto, a dieta nos primeiros 2-3 anos de
vida (leite materno ou formula) e, nas fases seguintes, a doenca, a toma de antibidticos, a
obesidade (Flint et al., 2015; Otmann et al., 2012). O trato gastrointestinal de um
individuo saudavel esta colonizado por uma grande variedade e quantidade de
microrganismos constituindo a microbiota intestinal. A composi¢do do microbiota
intestinal e os produtos por si produzidos e libertados desempenham um papel
fundamental no metabolismo e no desenvolvimento e funcdo do sistema imunitario do
hospedeiro, sendo importante manter uma composi¢do do microbiota que promova a
saude, podendo probioticos desempenhar um importante papel nesta manutengao (Lin e

Zhang, 2017; Flint et al., 2015; Rooks e Garret, 2016) .

Probidtico significa “para a vida” (pro do latim significa “para” e bio do grego significa
“vida”), dai se definir probidticos como sendo suplementos alimentares contendo
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades razoaveis, serao
benéficos a satide do seu consumidor ou hospedeiro (Sharif-Rad et a/, 2020; Wilkins e
Sequoia, 2017). Estdo presentes naturalmente em alguns alimentos que sofreram
fermentagdo como queijos e iogurtes. As propriedades saudaveis dos lacticinios levaram
a um estudo mais sistematico dos mesmos, surgindo assim o conceito de probidticos. O
termo foi criado por Werner Kollath em 1953, no entanto Elie Metchnikov, em 1905, foi
pioneiro nos estudos que levaram a descoberta do possivel efeito de microrganismos na
saude humana (Gasbarrini et al, 2016). Os probioticos sdo usados para repor o equilibrio

microbiano afetado por possiveis patologias, pela toma de antibidticos, pela dieta e certos
8
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estilos de vida, sendo também frequentemente usados como preventivos, evitando o
desequilibrio nocivo das populagdes microbianas. Os mecanismos de agdo dos
probidticos sdo diversos, incluindo a producao de substancias antimicrobianas como os
acidos organicos e bacteriocinas, a regulagdo da resposta imunitéria, a redugdo do risco
de desenvolvimento de alergias, a melhoria da fungdo da mucosa intestinal como barreira,
a promocao da estabilidade ou recuperacdo da microflora comensal e a diminuicao da

adesdo de agentes patogénicos a mucosa (Wilkins e Sequoia, 2017).

Em varios estudos descritos na literatura foi confirmado o papel protetor dos probioticos
em doencas gastrointestinais, tais como na diarreia infeciosa aguda de origem bacteriana
e na diarreia associada a toma de antibioticos, demonstrando-se a sua eficacia no
tratamento e/ou prevencao destas situacdes. O uso de probidticos também demonstrou a
sua eficacia relativamente a doengas do foro psiquiatrico, como depressdo leve a
moderada, reduzindo os sintomas depressivos dos pacientes, tais como os transtornos no

humor e no sono (Sharif-Rad et a/, 2020).

O Eixo Microbiota-Intestino-Cérebro (EMIC) desempenha um papel importante na
regulacao da satide do hospedeiro através da comunicagdo bidirecional entre intestino e
cérebro. As interagdes deste eixo tém sido bastante estudadas uma vez que se supde que
disturbios no microbiota possam provocar um desequilibrio no eixo e consequentemente
promover o aparecimento de varias patologias do sistema nervoso central (SNC) como
doenca de Parkinson, Alzheimer e esclerose multipla. Estudos realizados recorrendo ao
modelo animal apoiam que variagdes no microbiota possam levar a alteracdes no
metabolismo e na barreira intestinal, promovendo a formac¢do de moléculas que
desencadeiam a  neuroinflamagdo, a lesdo neuronal e  consequente
degeneracao influenciando assim as fungdes do cérebro (Caputi e Giron, 2018; Giau et

al., 2018; Mayer et al., 2015; Quigley, 2017).

Com a realizacdo desta revisdo bibliografica procura-se primeiramente abordar o
microbiota, nomeadamente as suas caracteristicas, composicao e fungdes. Em segundo
lugar, explicar o que sdo probidticos € como atuam no microbiota, prevenindo, tratando
ou atenuando algumas patologias. Em terceiro lugar, pretende-se abordar as inter-relagdes

do EMIC e possiveis consequéncias da falta de regulacao deste eixo, que conduzem ao

9
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desenvolvimento de doengas do SNC, tais como a esclerose multipla (EM), a doenga de
Parkinson (DP) e Alzheimer (DA). Discutir-se-do também recentes abordagens

terapéuticas baseadas em probidticos, com impacto no microbiota do doente.

O presente estudo representa uma revisao dos conhecimentos sobre o tema proposto.
Nesse sentido, foi realizada uma pesquisa bibliografica de artigos cientificos,
redigidos em inglés, em bases de dados cientificas digitais, designadamente Pubmed,
utilizando os termos “microbiota”, “probiotics”, “probiotics AND history”, “probiotics
AND mechanism of action”, “probiotics AND clinical utility”, “probiotics AND
neurodegenerative diseases”, “probiotics AND Multiple Sclerosis”, “probiotics AND
Alzheimer”, “probiotics AND Parkinson Disease” reportada ao periodo compreendido
entre 2002 e 2021. Apds a leitura do resumo dos artigos selecionados, foram escolhidos

os mais relevantes e atuais para alcangar os objetivos propostos.
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I1. Desenvolvimento

1-Microbiota

O trato gastrointestinal de um individuo saudéavel estd colonizado por uma grande
variedade e quantidade de microrganismos, constituindo a flora intestinal. Microbiota ¢
o nome atribuido ao conjunto diversificado de microrganismos que estabelecem colonias
permanentes, geralmente associadas a tecidos ou 6rgdos, no interior ou a superficie do
organismo, sem causar doenga ¢ que desempenham um importante papel atuando em
processos metabolicos, nutricionais, fisioldgicos e imunoldgicos (Lin e Zhang, 2017;
Otmann et al., 2012; Rooks e Garret, 2016). O microbiota intestinal, sendo o mais

numeroso ¢ diverso, desempenha um papel fundamental nestes processos.

O microbiota intestinal ¢ essencial para o desenvolvimento ¢ modulagdao do sistema
imunitario do hospedeiro e para o seu funcionamento, desempenhando papel importante
na manutencdo da homeostase intestinal. Desequilibrios na composicao ou fungao das
espécies constituintes do microbiota, designada por disbiose, conduzem a altera¢des na
fun¢do imunoldgica e na suscetibilidade de desenvolver doengas inflamatorias, tais como
a doenca de Crohn, a colite ulcerosa e a artrite reumatoide, alergias e alteragdes

metabolicas (Lin e Zhang, 2017).

Trabalhos cientificos realizados para estudar a composi¢do do microbiota intestinal em
adultos saudéveis recorrendo a amostras de tecidos do colon e de fezes verificaram que a
maioria dos microrganismos pertenciam aos filos Bacteroidetes e Firmicutes ¢ em menor
quantidade aos filos bacterianos Actinobacteria, Proteobacteria ¢ Verrucomicrobia (Hold
et al., 2002; Eckburg et al., 2005). Os Bacteroidetes possuem enzimas do tipo hidrolases,
que sao responsaveis pela hidrolise de polissacarideos e nos Firmicutes estdo incluidas
espécies que degradam polissacarideos nao degradaveis pelo trato gastrointestinal e
espécies que sao responsaveis pela degradagdo do lactato a propionato e butirato,
prevenindo assim a acidificagao do meio (que pode ocorrer por acumulagdo de acido no
intestino) e estabilizando o seu microbiota. Varios sdo os fatores que interferem no

estabelecimento do microbiota e na variacao da sua composi¢ao ao longo da vida de cada
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individuo. Estes fatores incluem a dieta nos primeiros 2-3 anos de vida (leite materno,
formula) e nas fases seguintes, o desenvolvimento de doenga, a toma de antibidticos, a

obesidade e, possivelmente, apenas a idade (Flint ef al., 2015; Otmann et al., 2012).

O processo de formagao do microbiota ¢ um processo dindmico que se inicia aquando do
nascimento, estabilizando apds os 2-3 primeiros anos de vida. A composicao bacteriana
do mesmo esta relacionada com a suscetibilidade de desenvolver doenca durante toda a
vida. O tipo de parto de cada individuo ¢ responsavel pelo microbiota estabelecido logo
no nascimento. O parto normal expde o bebé ao ambiente materno, entrando em contato
com as bactérias vaginais e fecais, originando um microbiota dito natural. A cesariana
estabelece um microbiota mais rico em bactérias existentes na pele da mae, pobre em
bifidobactérias (filo Actinobacteria). At¢ atingir a idade adulta a composi¢ao microbiana
vai atingir uma complexidade elevada, tanto em riqueza como em diversidade, podendo
observar-se varias centenas de espécies. No individuo adulto, saudavel, a composi¢ao do
microbiota intestinal ¢ razoavelmente estavel atingindo o climax homeostatico. No
entanto, alteragdes podem ser observadas como consequéncia da composicao da dieta,
como ocorréncia de doencgas e também aquando da toma de medicagdo como antibioticos.
A composi¢do poderd manter-se estavel durante a maior parte da vida saudavel do adulto.
Os idosos com mais de 100 anos, no entanto, possuem um microbiota caracteristico
devido a alteragdes fisiologicas proprias do envelhecimento, com as modificagdes do
estilo de vida, comportamento nutricional, o aumento da suscetibilidade para desenvolver
infe¢des e doencgas inflamatérias. Verificam-se nestes individuos uma diminui¢do nas
bactérias pertencentes ao filo Firmicutes e um aumento das pertencentes ao filo

Actinobactérias (Lin e Zhang, 2017; Flint ef al., 2015; Otmann et al., 2012).

Estudos realizados recorrendo a voluntarios humanos, permitiram compreender os
mecanismos responsaveis pela variagdo do microbiota intestinal (Salonen et al., 2014;
Walker et al., 2011). A dieta tem influéncia na composi¢ao, observando-se competi¢ao
relativamente ao uso de substratos provenientes da alimentacdo sendo favorecidas as
espécies para as quais estejam disponiveis substratos em maior quantidade, principio
usado pelos prébioticos na manipulacao do microbiota. A composi¢cdo também depende
da tolerancia das diferentes espécies a uma série de fatores presentes no trato intestinal

tais como, variagao de pH, concentracao elevada de sais biliares ou baixa concentragao
12
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de micronutrientes, a0s quais 0s microrganismos estao expostos e os quais podem limitar

o crescimento microbiano (Flint ez al., 2015).

Estudos sugerem que os metabolitos produzidos pelos microrganismos que compdem o
microbiota saudavel sdo importantes para o metabolismo e maturacdo do sistema
imunitario do hospedeiro. destes metabolitos destacam-se acidos gordos de cadeia curta
(SCFAs — short chain fatty acids), como o butirato, o acetato € o propionato, as
poliaminas, ligandos de recetores de hidrocarbonetos arilo (ARH — aryl hydrocarbons),
sinais Quorum Sensing (QS), e componentes do proprio microbiota, como o
polissacarideo A (PSA), os péptidos formil (Lin e Zhang, 2017; Flint et al., 2015; Rooks
e Garret, 2016).

Os principais produtos microbianos da fermentacao de hidratos de carbono sdao os SCFAs,
os quais funcionam como de fonte energia para os colonocitos do hospedeiro e exercem
também efeitos anti-inflamatérios e anti-apoptoticos, efeitos que se pensa serem
preventivos no desenvolvimento do cancro colo-rectal. Os metabolitos produzidos pela
comunidade microbiana presente no microbiota estao fortemente relacionados com o tipo
de dieta, variando com as quantidades ingeridas de hidratos de carbono, proteinas e

gorduras (Sleeth et al., 2010).

Dadas as evidéncias cientificas devera ser realizado um estudo mais aprofundado da
influéncia dos metabolitos microbianos na imunidade de modo a facilitar a descoberta de
novas terapias para o tratamento de patologias associadas a disbiose intestinal, tais como

as doengas inflamatorias, autoimunes e oncologicas.

13
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2. Probioticos

2.1 Breve Perspetiva Historica

A historia dos probidticos € muito antiga e esta relacionada com o uso de alimentos
fermentados. H4 10000 anos atrds a agricultura substituiu a caca e a coleta, surgindo
depois a domesticagao animal no periodo neolitico da idade da pedra. No médio oriente
os habitantes consumiam leite fermentado desde 10000 AC, havendo também registo do
seu consumo no Egipto, Grécia e Italia. Cerca de 8000 AC, os ndmadas Tibetanos, que
viviam a altitudes superiores a 4000m, apesar da escassez € mesmo auséncia de fruta e
vegetais na sua dieta, eram saudaveis devido ao consumo de leite fermentado de iaque e
dos seus derivados, ricos em lactobacilos. Textos ayurvédicos indianos ancestrais
relacionam o consumo de leite e lacticinios a uma vida longa e saudavel. Arqueologos
encontraram evidéncias de produ¢do de bebidas fermentadas, relativas a 7000 AC (numa
vila neolitica na China) e a 5000 AC (na Mesopotamia). Também foram encontradas
evidéncias relativas aos anos 3000-2000 AC do uso de produtos fermentados do leite por
hindus, gregos e romanos. Plinio na sua histéria Natural recomenda o uso de leite
fermentado para tratar infe¢des gastrointestinais. Hipocrates, no século IV, introduziu o
termo “comida funcional” escrevendo o seguinte: “que a comida seja o teu medicamento

e o0 medicamento seja a tua comida” (Gasbarrini ef al., 2016; Liu et al., 2018).

As propriedades saudaveis dos lacticinios contribuiram para um estudo mais sistematico
de leite fermentado e de iogurte contendo bactérias. Elie Metchnikoff em 1905, apo6s ter
observado que os camponeses bulgaros tinham uma longa esperanga de vida, concluiu
que tal se devia ao facto de consumirem grandes quantidades de iogurte fermentado
durante a sua vida. O estudo permitiu demonstrar que bacilos presentes no iogurte eram
idénticos a bacilos encontrados nas fezes, os quais foram mais tarde designados por
Lactobacillus bulgaricus. Metchnikoff considerou os lactobacilos como tendo influéncia
positiva na saude prevenindo o envelhecimento. Na mesma época, um outro investigador,
Henry Tissler, isolou Bifidobacterium de fezes de criangas uma bactéria com capacidade

de impedir o crescimento de bactérias patogénicas in vitro. Tissler verificou que criancas
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saudaveis estavam colonizadas por Bifidobacterium enquanto que criangas menos

saudaveis ndo apresentavam a bactéria (Gasbarrani ef al., 2016; Liu et al., 2018).

Durante a segunda guerra mundial, soldados alemaes observaram, em Africa, que
Beduinos usavam fezes frescas de camelo no tratamento da disenteria. Estudos
permitiram identificar o elemento ativo presente nas fezes, como sendo a bactéria Bacillus

subtilis (Gasbarrani et al., 2016).

Em 1953, Werner Kollath, introduziu o termo “probidtico”, descrevendo-o como sendo
“substancia ativa essencial para uma vida saudavel”. Nos anos 50 foram realizados
muitos trabalhos de investiga¢do no sentido de identificar probidticos que conferissem
resisténcia a colonizagdo por patogénios. Os primeiros trabalhos focaram-se no
tratamento de diarreia usando lactobacilos e bifidobacilos, o que permitiu verificar o
papel dos probidticos na manutencao de um intestino saudavel prevenindo e tratando
infecdes que desencadeiam diarreias. Em 1992, Fuller, definiu probiéticos como sendo
“suplementos alimentares contendo microrganismos vivos os quais afetam beneficamente
os hospedeiro animal, melhorando o equilibrio do microbiota intestinal” (Gasbarrani et

al.,2016; Liu et al., 2018).

Nos nossos dias, a investigagdo biomédica sobre as interagdes da flora intestinal com o
seu hospedeiro, bem como sobre a sua regulacao, tem uma grande importancia devido ao

seu potencial promotor da satde.

2.2. Definicao

Probidtico significa “para a vida” (pro do latim significa “para” e bio do grego significa
“vida”), dai se definir probidticos como sendo suplementos alimentares contendo
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades razoaveis, serao
benéficos a saide do seu consumidor ou hospedeiro (Wilkins et al., 2017). Estao
presentes naturalmente em alguns alimentos que sofreram fermentacdo como queijos €
iogurtes, os quais, como mencionado anteriormente, estao associados a acdes benéficas
na vida de quem os consome. A ingestdo deste tipo de alimentos ¢ um dos sistemas
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preferenciais para administra¢ao de probiodticos, relativamente aos suplementos, devido a
elevada importancia dada hoje em dia a alimentacao saudédvel e nutricdo. No entanto, apos
elaboragdo de legislacdo que assegura a sua seguranca e eficacia, os probidticos podem
ser também administrados em produtos dietéticos, suplementos alimentares e
medicamentos. O estilo de vida moderno e as varias doencas a ele associadas podem
desencadear um desequilibrio na flora intestinal sendo importante a administragdao
exdgena de probidticos para colonizar e estabilizar a composi¢ao da microflora
restabelecendo a fungdo fisiologica vital da flora comensal (Gasbarrani et al., 2016;

Stavropoulou e Bezirtzoglou, 2020; Wilkins et al., 2017).

2.3. Mecanismos de Acao

Como referido acima, os probidticos desempenham um papel importante na manutengao
do equilibrio imunitario interagindo diretamente com células imunitirias no trato

gastrointestinal.

O microbiota luminal, a barreira de muco, a lamina propria rica em células e os seus
elementos vasculares e neuroldgicos sao os principais locais de agao dos probiodticos no
intestino. Também foi descrito que os probidticos podem controlar a motilidade intestinal
exercendo a sua agdo no musculo liso e, também podem desencadear respostas
imunologicas atuando nos linfonodos mesentéricos (Liu et al., 2018). Os mecanismos de
acdo dos probioticos sao diversos. Entre outros, podemos mencionar: (i) a produgdo de
substancias antimicrobianas como os acidos organicos e as bacteriocinas que promovem
a producdo de mucinas intestinais prevenindo a adesdo de patogénicos; (i1) a regulagdo
da motilidade intestinal; (iii) a regulacdo da resposta imunitaria (reduzindo o risco de
desenvolver alergias); (iv) a melhoria da funcdo de barreira da mucosa intestinal,
mantendo a sua integridade através da acao citoprotetora; (v) a promogao da estabilidade
ou recuperacao da microflora comensal quando afetada; (vi) a modulagao da expressao
de genes do hospedeiro; (vii) a libertagdo de proteinas funcionais ou enzimas naturais

(Dimidi et al., 2017; Plaza-Dias, 2019; Rao e Samak, 2013).
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Metabolitos produzidos por organismos probidticos com um reconhecido papel na
modulagdo imunoldgica e manutencao da homeostase do microbiota (SCFAs, ligandos
de AHR, poliaminas, sinais QS, inosina e histamina) sdo de grande importancia na
promocao da satude do hospedeiro (Lin e Zhang, 2017; Liu et al., 2018; Rooks e Garret,

2016). Assim, os seus mecanismos de acao serao desenvolvidos seguidamente.

2.3.1. SCFAs

O butirato, o acetato e o propionato, todos SCFAs, sao produzidos no colon por bactérias
comensais, tais como Facecalibacterium prausnitizii, Eubacterium rectale e também por

varios outros organismos como lactobacilos e bifidobactérias (Lin e Zhang, 2017).

Os lactobacilos produzem SCFAs através da fermentacdo de hidratos de carbono,
formando lactato que por sua vez ¢ metabolizado a butirato. As bifidobactérias também
produzem SCFAs por fermentacao de hidratos de carbono, originando acetato e formato,
se a quantidade de hidratos de carbono disponiveis no intestino for limitada ou acetato e
lactato se os hidratos de carbono estdo em excesso (Lin e Zhang, 2017; Liu et al., 2018;

Rooks e Garret, 2016).

O microbiota intestinal pode ser manipulado pela dieta e pela ingestdo de hidratos de
carbono, que se podem designar prebidticos uma vez que promovem O crescimento
seletivo bacteriano e estimulam a sua atividade metabolica. Quando combinados com
probidticos obtém-se produtos simbidticos o que permite alterar a composi¢ao bacteriana
no sentido de estimular a producao dos SCFAs pretendidos. A sele¢dao apropriada de
estirpes de probioticos € a base para o futuro desenvolvimento de suplementos e produtos

alimentares assim como para o planeamento de estudos futuros (Lin e Zhang, 2017).

Como exemplo do que foi referido anteriormente, da capacidade dos probiodticos
lactobacilos produzirem SCFAs, pode-se apresentar o estudo realizado por Sivieri et al o
qual sugere que os Lactobacillus acidophilus promovem a saide em humanos sendo
benéficos para o metabolismo microbiano e para a composicdo da comunidade de

lactobacilos presente no inestino (Sivieri et al., 2013). Sivieri e colegas recorreram ao
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reator SHIME (Simulador do Ecossistema Microbiano Humano) com o objetivo de
observar qual o efeito dos lactobacilos na fermentagdo padrao realizada pelo microbiota
intestinal e verificaram que a administracdo de L. acidophilus tem influéncia na
composi¢ao da comunidade microbiana intestinal induzindo um aumento significativo de
lactobacilos e bifidobactérias. Foram observados efeitos benéficos dos L. acidophilus
relativamente ao metabolismo bacteriano como o aumento da producdo de SFCAs como

0 acetato, propionato e butirato, no decorrer do estudo (Sivieri et al., 2013).

Os SCFAs sao benéficos para preservar o intestino sauddvel mantendo a homeostase
metabolica nos colonocitos, protegendo-os das agressdoes externas, estimulando a
producdo de muco pelas células globosas presentes no epitélio intestinal, fortalecendo a
integridade e a fungdo de barreira das IECs (Cé¢lulas Epiteliais Intestinais) inibindo a
entrada de toxinas do lumen intestinal para a circulacdo sistémica, participando na
manuten¢do da resposta imunolégica tanto local como sistémica, diminuindo a sintese de
colesterol e promovendo a contragdo muscular controlando a motilidade intestinal. O
propionato parece estar relacionado com a diminuicdo da sintese de colesterol e
consequente diminui¢ao do risco de desenvolver doenca cardiovascular. O butirato ¢ a
principal fonte de energia das células epiteliais do colon e tem a capacidade de controlar
a inflamagao intestinal induzindo a diferenciacdo das células T reguladoras (Treg), que
executam um papel importante na regulacdo do sistema imunitario, € assim sao
importantes para prevenir o desenvolvimento de doengas inflamatérias e autoimunes,
podendo também conferir protecao contra o desenvolvimento de cancro colon-rectal (Lin

e Zhang, 2017; Liu et al., 2018; Rooks e Garret, 2016; Sivieri ef al., 2013).

2.3.2. Ligandos de AHR

O metabolismo dos alimentos ingeridos pode resultar na producgdo de ligandos dos AHR.
Os AHR sdo expressos por células imunologicas, por células epiteliais e por algumas
células tumorais, estando relacionados com o metabolismo de xenobidticos € com a
regulacao da resposta imunolégica da mucosa A sinalizacao via AHR leva a transcrigao

de diferentes genes em células dendriticas e em células T sendo responsaveis pela
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manuten¢do da tolerancia imunologica do intestino € na fungdo de barreira. (Rooks e

Garret, 2016).

Li et al (2011) realizaram um estudo recorrendo ao modelo animal, o ratinho.
Compararam um grupo de ratinhos que nao expressa AHR com outro grupo que o
expressa, com o objetivo de estudar o papel do recetor na manutengdo da homeostasia e
da saude e de compreender quais os efeitos observados quando este recetor ¢ sub-
expresso. Verificaram que o recetor ¢ importante para a manutengdo do numero de
linfocitos intraepiteliais especializados no intestino. Verificaram que a auséncia ou
deficiéncia de ligandos AHR promove a ativacdo da resposta imunoldgica e aumenta o
risco de dano epitelial. Este dano parece estar relacionado com alteragdes nos linfocitos
intra-epiteliais especializados e na composicao do microbiota intestinal. Os resultados
obtidos por este grupo sugeriram que a atividade dos AHR pode ser regulada pela dieta e

pela composi¢ao do microbiota intestinal (Li et al., 2011).

Alguns microrganismos que compdem o microbiota intestinal, particularmente os
Lactobacillus spp, podem metabolizar o triptofano proveniente da alimentacgdo
produzindo metabolitos como os derivados do acido inddlico. Estes metabolitos do
triptofano podem ligar-se aos AHR nas células hospedeiras, desempenhando um
importante papel no equilibrio entre tolerancia e ativacdo imunoldgica. Se ocorrer
deficiéncia em AHR ou falta dos seus ligandos poderao ocorrer alteragdes na composi¢ao
da microbiota intestinal levando a inflamag¢ao do co6lon (Liu et al., 2018; Rooks e Garret,

2016) .

Zelante et al (2013) realizaram um trabalho experimental também em ratinhos, com o
objetivo de estudar a influéncia dos metabolitos do triptofano na reatividade da mucosa.
Zelante e a sua equipa verificaram que ocorria expansao da populacdo de bactérias
lactobacilos ap6s administracao de triptofano em condi¢des em que a sua disponibilidade
era limitada promovendo a producao de ligandos AHR. Verificaram que a bactéria
Lactobacillus reuteri (que atua como probidtico) na presenca de triptofano no lamen
intestinal produz indole-3-aldeido (IAId). Este metabolito ativou células linféides inatas

3 (ILC3), induzindo a produgdo de IL-22 (Interleucina-22), a qual conferiu resisténcia a
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Candida albicans, aumentando a protecdo da mucosa contra inflamagdo (Zelante et al.,

2013).

Os estudos abordados sugerem que o tratamento com probidticos capazes de metabolizar
o triptofano podera constituir uma terapéutica estratégica para alterar a composicao da
microbiota, aumentando a producao de ligandos AHR, promovendo assim a protecdo do

hospedeiro da inflamagao intestinal.

2.3.3. Poliaminas

A putrescina, a espermidina e a espermina sdo poliaminas que se encontram na maioria
das células vivas. Estas poliaminas desempenham fun¢des biologicas importantes
envolvidas no crescimento, proliferagdo e morte celular, através da regulacdo de varios
genes envolvidos na divisdo celular epitelial. Niveis baixos de poliaminas inibem o
crescimento celular anormal, inibindo o crescimento da mucosa e atrasam o processo de
cicatrizagdo, enquanto que niveis altos exercem efeito toxico e carcinogénico. Desse
modo, a concentragdo intracelular tem que ser regulada pelo hospedeiro quer através da
biossintese e do catabolismo, quer através de mecanismos de assimilacao e de efluxo,
assim como através da sintese e da degradacdo de enzimas biossintéticas. Os elementos
importantes para a sintese de poliaminas sdo a enzima arginase 1, a qual converte arginina
em ornitina, a enzima ornitina descarboxilase, a qual sintetiza putrescina a partir da
ornitina, € as enzimas sequenciais que catalisam a inter-conversao da putrescina,

espermidina e espermina (Rooks e Garret, 2016).

Estudos sugerem que a sintese de poliaminas ¢ uma func¢do importante do microbiota
intestinal adquirida nos primeiros anos de vida. O intestino contém niveis elevados de
poliaminas derivadas da dieta e da producao pelo proprio hospedeiro e pelas bactérias ai
presentes. Estudos realizados demonstram que as poliaminas desempenham um
importante papel na manutencao da integridade da barreira epitelial no intestino. O estudo
realizado por Chen ef al (2007) pretendeu estudar o papel das poliaminas na regulacao
da expressao dos recetores TLR (Toll — like receptors) e consequentemente na modulagao

da fun¢do de barreira do epitélio intestinal (Chen et al., 2007). Os TLR estao presentes

20



Probidticos e Efeitos Terapéuticos em Patologias do Sistema Nervoso Central

nas IECs e desempenham um papel importante uma vez que permitem ao epitélio detetar
microrganismos nocivos promovendo a ativacdo da imunidade inata apds infecao. Os
resultados obtidos por Chen e colaboradores sugerem que a expressao dos TLR2 estd
dependente das poliaminas, que funcionam como reguladores biologicos desempenhando
um importante papel na regulagdo da funcdo de barreira epitelial intestinal, na
manutenc¢do da sua integridade e homeostase da mucosa sob condigdes fisiologicas (Chen

et al., (2007).

Outros estudos como o realizado por Liu et al (2009) também apoiam a ideia de que as
IECs necessitam das poliaminas para a sua proliferagdo e manutencao da funcdo de
barreira através da estimulagdo da producgao de proteinas da junc¢ao intercelular da mucosa
intestinal, como a caderina E, a qual promove a adesao forte entre as células regulando a
permeabilidade da barreira epitelial (Liu ef al., 2009). Liu e a sua equipa realizaram
também um estudo in vitro, recorrendo a cultura de tecidos, com o objetivo de perceber
o efeito das poliaminas na inducao da expressao da caderina E e consequente papel deste
fator na manutencao da integridade da barreira epitelial. Verificaram que as poliaminas
controlam a funcao de barreira epitelial intestinal regulando a transcri¢do de caderina E
através do fator c-Myc o qual promove a transcricdo da proteina aumentando os seus
niveis, com consequente manutencao de integridade da barreira. No caso em que se
observou redugdo do c-Myc verificou-se a inibicdo da transcri¢do da caderina E e
consequente disfun¢do da barreira epitelial o que apoia o papel positivo das poliaminas

nesta situacao (Liu et al., 2009).

Viarios estudos apoiam que as alteragdes no metabolismo das poliaminas afetam também
a regulacdo da imunidade, podendo resultar em processos inflamatérios. Estes também
podem estar associados com o desenvolvimento de doengas neuroldgicas e de tumores

uma vez que podem promover a carcinogénese (Rooks e Garret, 2016).

O envelhecimento e as modificagdes nos processos celulares que o acompanham podem
resultar em alteragdes dos niveis de poliaminas e consequente alteracao da fungdo
imunologica originando inflamagdo cronica a qual parece estar associada com o
desenvolvimento de doengas neuro-degenerativas (Minois ef al., 2011). Matsumoto et a/
(2011) realizaram um estudo recorrendo ao modelo animal com o objetivo de provar que

o uso de probioticos podera aumentar a longevidade suprimindo a inflamacao cronica
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através do aumento da produ¢do de poliaminas no limen intestinal. Matsumoto e a sua
equipa suplementaram a dieta dos ratinhos em estudo com a estirpe Bifidobacterium
animalis subsp. lactis LKM512, a qual estimula a sintese de poliaminas, tendo verificado
um aumento da longevidade dos mesmos quando comparados com o grupo controlo, sem
ingestao de probidtico. A longevidade observada pareceu estar associada com supressao
do desenvolvimento da inflamacao crénica induzida pelos niveis elevados de poliaminas.
Estes resultados sugeriram que a ingestdo de probioticos especificos poderd contribuir
para melhorar a satide intestinal e aumentar a esperanca média de vida (Matsumoto et al.,

2011).

Alteragdes na sintese de poliaminas também foram associadas ao desenvolvimento de
cancro, havendo evidéncias que apoiam a relagdo entre aumento da biossintese de
poliaminas, a carcinogénese ¢ a imunidade tumoral. As células cancerigenas, células
altamente proliferativas, requerem poliaminas para suprir as necessidades que permitam
um crescimento rapido. Muitos pacientes com cancro tém os niveis de poliaminas
aumentados tanto no sangue como na urina quando comparados com individuos

saudaveis (Miller-Fleming et al., 2015).

Evidéncias sugerem que, através da manipulacao da dieta e do fornecimento de bactérias
benéficas, poder-se-4 alterar beneficamente o metabolismo das poliaminas em beneficio
da saude do hospedeiro. A regulagdo da bisossintese de poliaminas poderéd ser um alvo

promissor na terapia contra o cancro € na quimioprevengao (Rooks e Garret, 2016).

Mais estudos de investigagdo deverdo ser realizados, em humanos, para compreender
melhor a influéncia do metabolismo das poliaminas na satde e no desenvolvimento de

doenca do hospedeiro.

2.3.4. Inosina

A adenosina ¢ uma purina que resulta da degradacdo de aminoacidos e que pode ser
convertida em inosina, interagindo com o recetor AR (Adenosine Receptor 2a)
localizado nas células T helper (Th) inibindo a inflamagao. As células Treg produzem
adenosina a qual ¢ importante para controlar a acdo das células Th. Estudos realizados

recorrendo a modelo animal de ratinhos “scurfy” permitiram identificar a capacidade das
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bactérias L. reuteri para regular a inflamag¢ao multiorganica (He et al, 2017; He et al,
2017). Os ratinhos “scurfy” apresentam deficiéncia genética das Foxp3™ Treg, que
modulam a ac¢do das células T inflamatorias. A deficiéncia nas Foxp3* Treg promove a
disbiose do microbiota intestinal e a inflamacao, ocorrendo nestes ratinhos reagdes de
autoimunidade. Estas reacdes foram revertidas pela administracao de L. reuteri, as quais
atuaram ao nivel do microbiota intestinal prolongando a sobrevivéncia dos animais e
reduzindo a inflamac¢ao multiorganica. Verificou-se que a administracdo de L. reuteri
contribuiu para restaurar os niveis de inosina (metabolito produzido por estas bactérias),
a qual contribui para prolongar o tempo de vida e inibir a inflamagdo multiorganica,
reduzindo a ativagdo de células Thl e Th2 e suas citocinas associadas interagindo com o

recetor A2R (He et al., 2017).

2.3.5. Histamina

A histamina ¢ uma amina biogénica que participa nas respostas imunologicas sendo um
dos principais mediadores quimicos envolvidos na resposta inflamatoria anafilatica e na
resposta alérgica, também desempenhando a fungéo de neurotransmissor. E sintetizada e
armazenada nos mastocitos, sendo libertada apos estimulagdo, como no caso da
hipersensibilidade imediata, pela interacao antigénio-anticorpo IgE (Imunoglobulina E)
na superficie dos mastocitos. No entanto, a histamina pode também ser sintetizada por

varias estirpes bacterianas (Frei et al., 2013; Ganesh ef al., 2018).

A histamina exerce os seus efeitos imunoreguladores interagindo com o hospedeiro
através dos seus 4 recetores: HiR, HoR, H3sR e H4R (Histamine 1-4 Receptor) sendo os
recetores HiR e H2R os mais abundantes no intestino. O recetor HiR ¢ conhecido por ser
o responsavel por iniciar as vias pro-inflamatdrias aumentando a fosforilagao da proteina
cinase C e o H2R por suprimir a inflamagao induzindo a fosforilagdo da proteina cinase

A ou suprimindo a inflamag¢ao mediada pelo TLR (Ganesh et al., 2018).

Viarios estudos, in vitro e in vivo, foram realizados com o objetivo de perceber qual o
papel da histamina no processo inflamatério. Thomas et al realizaram um estudo in vitro
com o objetivo de identificar qual o metabolito produzido pelo L. reuteri com capacidade
de inibir o TNF-a (Tumour Necrosis Factor o) tendo verificado que esta estirpe
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bacteriana era capaz de converter a L-histidina em histamina a qual ¢ responsavel pela
supressao do processo pro-inflamatorio inibindo a producdo de TNF-a através da
ativacdo do recetor HoR (Thomas et al., 2012). Gao et al realizaram um estudo in vivo
recorrendo ao modelo animal de colite induzida pelo trinitrobenzoato (TNBS).
Demonstraram que a administracao de uma estirpe especifica de L. reuteri, que possui a
enzima histidina descarboxilase (HDC) e, portanto, a capacidade de converter histidina
em histamina, suprimia a inflamacdo intestinal ¢ a expressao de citocinas da IL-6

(Interleucina-6) e IL-1 (Interleucina-1) no célon (Gao et al., 2015).

Os estudos realizados permitem concluir que a histamina produzida pela L. reuteri atua
via recetor HoR, presente nas células epiteliais € nos macrofagos, reduzindo os niveis de

citoquinas pro-inflamatorias como o TNF-a e outras, contrariando a inflamagao.

2.3.6. Sinais QS

A via QS refere-se a comunicagdo entre bactérias e a capacidade das bactérias de detetar
e responder & densidade celular. E um mecanismo regulador da atividade metabélica e de
atividades fisiologicas, dependente da densidade celular, e que ¢ mediado através da
producao de pequenos compostos moleculares, os sinais QS, moléculas autoindutoras que
incluem as lactonas acil-homoserina (AHLs), as 4-hydroxy-2-alkilquinolinas (HAQs) e
que apresentam algum potencial no desenvolvimento de novas terapias (Keller e Surette,

2006; Wu et al., 2020).

Algumas bactérias patogénicas oportunistas, como por exemplo a Pseudomonas
aeruginosa (de Gram negativo) recorrem a producao de QS para iniciar a expressao de
fatores de viruléncia e formacdo de biofilme facilitando a invasao e colonizagdo dos
hospedeiros (Kim et al., 2010). Os resultados obtidos no estudo realizado por Kim et a/
(2010) revelaram que os sinais QS produzidos pelas P. aeruginosa poderao contrariar a
resposta imunitaria, facilitando a difusdo dos invasores e¢ o estabelecimento da
patogenicidade bacteriana permitindo que as bactérias promovam uma estratégia eficaz

para a evasao imunoldgica bacteriana e sobrevivéncia no hospedeiro (Kim et al., 2010).
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As bactérias B. subtilis (de Gram positivo) também demonstraram exercer agodes
imunomoduladoras nos hospedeiros. Estas bactérias libertam sinais QS como o fator CSF
(Competence and Sporulation Factor), o qual induz a producao de HSPs (Heat Shock
Proteins) que promovem a prote¢do das IECs do stress oxidativo resultante de infecao,
inflamacao, exposicao a toxinas, o que evita a perda de fungdo de barreira (Fujiya et al.,
2007; Okamoto et al., 2012). Okamoto et al. (2012) realizaram um estudo in vitro
cultivando uma linha celular intestinal, a Caco2/pb»c na presenga ou auséncia do fator CSF.
Verificaram que o fator CSF tem um efeito anti-inflamatério mediado pela regulacao
negativa das citocinas pro-inflamatorias IL-4 (Interleucina-4), IL-6 ¢ CXCL-1 (Ligando
de Quimiocina 1) e pela regulagcdo positiva da IL-10 (Interleucina-10), citocina anti-
inflamatoria. Neste mesmo estudo Okamoto e colegas realizaram também experiéncias
in vivo recorrendo ao modelo animal de colite induzida pela administragdo de DSS. Foi
administrado CSF a alguns ratinhos verificando que estes apresentavam colite menos
severa relativamente aos que nao tinham sido administrados com esse fator. Os resultados
obtidos permitem concluir que o CSF podera representar uma estratégia terapéutica no

tratamento ou preven¢ao da inflamagao intestinal (Okamoto et al., 2012).
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2.4. Prevencao e Tratamento de Doencas

A manuten¢do de um microbiota intestinal saudavel, ¢ reconhecido como sendo
importante na conservacdo da satde, sendo o uso de probidticos cada vez mais
considerado a possivel prevencao e tratamento de diversas patologias. Sdo varios os
fatores que podem provocar alteracdes indesejadas no microbiota, tais como a dieta, o
estilo de vida, a exposicdo a toxinas € o uso de certos farmacos como antibioticos,

podendo conduzir ao desenvolvimento de doenca (Manor et al., 2020).

Os probiodticos sdo atualmente ja usados na prevengdo e tratamento de algumas
patologias, sendo reconhecidos os seus efeitos positivos no tratamento e na atenuagao de
sintomas em doengas gastrointestinais tais como a diarreia aguda causada por bactérias,
a diarreia resultante da toma de antibioticos e a diarreia do viajante (Sharifi-Rad, 2020).
Varios estudos de revisdo e meta-andlises apoiam o beneficio do tratamento com
probidticos. No entanto, mais investigacdo terd de ser desenvolvida nesta area,
principalmente nos casos em que ainda ha resultados controversos e inconclusivos, como

por exemplo na sindrome do intestino irritavel.

A metanalise desenvolvida por Islam (2016) inclui varios ensaios clinicos, abrangendo
bebés, criancas e adultos, o que permitiu verificar que o uso de probioticos diminuiu
significativamente a duragao da diarreia aguda sendo mais eficaz em criangas do que em

adultos (Islam, 2016).

A revisao sistematica realizada por Leung, apoia a eficacia do uso de probioticos, como
Saccharomyces boulardii e L. rhamnosus GG, na prevencao da diarreia do viajante

(Leung et al, 2019). Outras revisdes bibliograficas apoiam esta ideia (Islam, 2016).

Alguns estudos apoiam a eficacia dos probidticos na prevencao da diarreia, tanto em
adultos como em criangas, provocada pela toma de antibidticos. A revisao bibliografica
e meta-analise desenvolvida por Hempel reuniu varios estudos abrangendo criancas e
adultos, e apoia a ideia da eficicia dos probioticos nesta situacao. Nao ¢ ainda claro quais
as estirpes mais eficientes sendo necessario desenvolver mais estudos neste sentido

(Hempel et al., 2012).
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Evidéncias sugerem que os probidticos tém efeito protetor ou atenuador no
desenvolvimento de outras doengas para além das referidas acima, sendo necessarios
mais estudos nesse sentido (Kumar et al., 2010). Como exemplo, podemos referir a
possivel ac¢do protetora dos probiodticos no desenvolvimento de cancros gastrointestinais
como o cancro do colon e o cancro gastrico (Javanmard et al., 2018) através da suas
propriedades anti-proliferativas e pro-apoptoticas (Liong, 2008; Rafter, 2004). Estudos
nesta area foram realizados in vitro, recorrendo a cultura de células ou a modelo animal,
tendo-se observado que o crescimento de algumas linhas celulares humanas de cancro
do colon, como HT-21, SW 480 e a Caco-2 era inibido pelas bactérias Bifidobacterium
adolescentis SPM0212 (Kim et al., 2008). Verificou-se também o efeito anti-proliferativo
e pro-apoptotico das bactérias Lactobacillus paracasei IMPC2.1 e L. thamnosus GG em
células de cancro gastrico e em células de cancro do colon (Orlando ef al., 2012). Todos
os resultados favorecem a ideia de protegdo, pelos probioticos, contra o desenvolvimento
de cancro gastrico. Mais estudos sdo necessarios para melhor compreensdao dos
mecanismos de acdo, eficacia e seguranca dos probioticos devendo, também, ser

incluidos ensaios em humanos (Javanmard et al., 2018).

Para além da sua a¢do na protegdo contra o cancro e patologia intestinal, varios estudos
apontam também para um papel importante dos probidticos em doencas neuroldgicas e
do foro psiquiatrico, uma vez que alteracdes do microbiota podem promover a patogénese
deste tipo de patologias (Umbrello e Esposito, 2016; Wang e Kasper, 2014; Wallace e
Milev, 2017). Atualmente verifica-se um crescente interesse nesta area, ¢ assim, de
seguida ird ser abordada a aplicagdo de probidticos no tratamento de doengas

neurologicas.
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2.5. Eixo Microbiota-Intestino-Cérebro

Desde ha alguns anos que diversos investigadores sugeriram haver comunicagao entre o
intestino e o cérebro, baseando-se em varias observagdes. De facto, ha cerca de 40 anos
atrds Morgan et al (1982), observou melhoria clinica em doentes com encefalopatia
hepatica, apds administragao de antibioticos neomicina e metronidazole, os quais atuam
sobre a flora intestinal reduzindo a producao enddégena de amodnia. Estes resultados
sugeriram a existéncia de uma relagdo entre microbiota intestinal e cerebral de origem

hepatica.

Estas e outras evidéncias experimentais fizeram surgir o conceito EIC. Este eixo ¢
definido como sendo um eixo neuroendocrino dindmico em que sdo estabelecidas
conexdes entre o trato gastrointestinal, isto €, o sistema nervoso entérico (SNE), e o SNC
e cuja a fungdo ¢ monitorizar e integrar as fungdes intestinais, bem como ligar os centros
cognitivos do cérebro as fungdes e mecanismos intestinais periféricos. Estes processos
envolvem mediadores neuroldgicos, como os neurénios do sistema nervoso simpatico e
parassimpatico, mediadores enddcrinos como as hormonas produzidas pelas células
enterocromafins intestinais (EECs) e libertadas na circulagdo sanguinea (tais como a
serotonina), ¢ mediadores imunologicos, como as citocinas, permitindo a comunicagao
entre o meio externo e o cérebro (Carabotti, et al., 2015; Quigley, 2017, Westfall et al.,
2017). Mais tarde, o EIC foi alargado de modo a incluir o microbiota intestinal, uma vez
que surgiram evidéncias da sua influéncia no cérebro, passando a designar-se EMIC.
Possiveis alteracdes que possam ocorrer no microbiota, podem afetar o funcionamento
do eixo, originando sintomas gastrointestinais como a sindrome do intestino irritavel,
podendo também atuar no cérebro. A nivel cerebral, as alteragdes do microbiota podem
afetar o comportamento (ansiedade, depressdo), a integridade da barreira hemato-
encefalica, a neurogénese e a producao de neurotransmissores, podendo haver relagao
com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como a doenga de Parkinson,

Alzheimer e esclerose multipla (Carabotti, et al, 2015; Quigley, 2017).

A comunicagdo bidirecional no EMIC ainda nao esta claramente definida no entanto
alguns autores como Carabotti e Mayer sugerem que ocorre com a participagao de todos

os seus componentes: o0 SNC, composto pelo cérebro e a medula espinal, o sistema
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nervoso autonomo (SNA) simpatico e parassimpatico, o SNE, o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA), o sistema limbico (envolvido no desenvolvimento da memoria e
nas respostas emocionais coordenando também a resposta adaptativa a qualquer tipo de
situagcdo de stress), e, também, o microbiota intestinal. A acdo neuronal e hormonal
combinam-se, atuando no cérebro e permitindo que este influencie a atividade das células
efetoras funcionais intestinais, como as c€lulas do sistema imunitario, células epiteliais,
neurdnios entéricos, células musculares lisas e EECs (Carabotti et al., 2015; Mayer et al.,

2015).

O microbiota intestinal pode interagir com o EIC através de diferentes vias. Pode atuar
na protecao e restauragdao da integridade da barreira intestinal, modular a atividade dos
nervos sensoriais aferentes e a ativagdo imunoldgica, podendo também atuar no controlo
da motilidade intestinal e na percecao da dor, através da producdo de neurotransmissores
locais endocrinos € imunoldgicos como a serotonina, a melatonina, a acetilcolina e a
histamina determinando alteragdes na motilidade ¢ secrecdo intestinal causando

hipersensibilidade visceral (Caraboti et al, 2015).

Um dos exemplos mais concreto e bem caracterizado, que descreve as interagdes
bidirecionais entre microrganismos, intestino ¢ o SNC corresponde a via de sinalizagao
das EECs via seretonina. As EECs do trato gastrointestinal, sdo reguladas pelos SCFAs
produzidos pelo microbiota, os quais controlam a sintese e libertagao de serotonina pelas
EECs. A serotonina atua no SNC via nervos espinais € vagais (via aferente). A resposta
cérebro-intestino ocorre via SNA (via eferente) e atua no microbiota € no intestino

controlando a secrecdo e motilidade gastrointestinal (Martin et al., 2018).

Com o objetivo de perceber a relacao entre microbiota e o EIC foram realizados, nos
ultimos anos, varios estudos experimentais recorrendo ao modelo animal de ratinhos
germ free (GF — criados em condigdes de esterilidade e apresentando assim um intestino
estéril), a transplantacdo de microbiota intestinal € ao uso de antibidticos tendo os
resultados obtidos sugerido haver comunicacao entre o intestino e o cérebro (Carbotti et
al., 2015; Mayer et al., 2015).Verificou-se que a auséncia de colonizacao intestinal nos
ratinhos GF estd associada a deficiéncia da maturagdo do SNE e SNC, resultando em
alteracdo das funcgdes gastricas. Estas alteracdes traduzem-se em retardamento do

esvaziamento gastrico e do transito intestinal, resultantes de alteracdes neuromusculares,
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devido a redugdo da expressao genética de enzimas envolvidas na sintese e transporte de
neurotransmissores € também de proteinas contrateis musculares. Apos a colonizagdo
microbiana do intestino de forma especifica para espécies bacterianas observou-se

reversao desta situacao (Caraboti ef al., 2015)

Outros estudos realizados em modelo animal de infecdo em que foram administradas
estirpes de probidticos ou antibidticos, mostraram que o microbiota intestinal
desempenha um papel importante na modulagao do estado cognitivo, da dor, ansiedade e
depressao. Bravo e colaboradores (Bravo ef al, 2011) distribuiram trinta e seis ratinhos
BALB/c adultos por quatro grupos: dois grupos controlo sem administragdo de
probidticos, um dos quais submetido a vagotomia (remog¢do do nervo vago), e dois
grupos, aos quais foi administrada ragdo contendo 10° unidades formadoras de colonias
(CFU) da estirpe probidtica L. rhamnosus (JB-1) durante vinte e oito dias, um dos quais
também submetido a vagotomia. No dia do sacrificio e recolha de amostras metade dos
individuos de cada grupo foram submetidos a situacdes de stress (hipertermia,
condicionamento do medo, teste de natacdo forcada) com o objetivo de observar as
diferengas de comportamento entre os grupos em estudo. No sacrificio foram colhidas
amostras de sangue, para dosear corticosterona, ¢ amostras de tecido cerebral para avaliar
a expressao dos recetores GABA, um neurotransmissor que inibe o SNC. Os resultados
obtidos demonstraram que o tratamento com probioticos induz alteragdes na expressao
de recetores GABA no cérebro, sugerindo um papel modulador da administragao de L.
rhamnosus (JB-1) no sistema GABA dos ratinhos podendo ter efeitos benéficos no
tratamento da depressao e ansiedade. Verificou-se, também, que estas bactérias reduziam
a producao de corticosterona e consequentemente o stresse, a ansiedade e a depressao
induzidos pela mesma. A observagdo dos efeitos neuroquimicos € comportamentais nos
ratinhos vagotomizados permitiu identificar o nervo vago como principal modulador na
comunica¢do entre microbiota intestinal e cérebro refor¢ando o papel importante das
bactérias na comunicagdo bidirecional do EIC e sugerindo que certos microrganismos
podem ser usados como armas terapéuticas no tratamento de disturbios relacionados com

o stresse com a ansiedade e a depressao (Bravo ef al., 2011).

Bercik e colaboradores (Bercik ef al., 2011) realizaram um estudo com objetivo de

compreender de que modo alteragdes na composicao do microbiota intestinal, resultantes
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da disbiose, contribuem para o desenvolvimento de inflamagdo e distirbios da fungdo
intestinal e para o desenvolvimento de doencgas psiquiatricas. Para isso utilizaram ratinhos
das estirpes BALB/c e NIH Swiss, ambas SPF (specific pathogen-free), ou seja, mantidos
em condigOes tais que garantam estar livres de patogénios especificos (controlado por
analise de rotina), e também ratinhos GF das mesmas estirpes. Alguns ratinhos foram
submetidos a vagotomia ou simpatectomia quimica (remog¢dao do nervo simpatico
principal). Foram administrados os antimicrobianos (ndo absorviveis) neomicina,
bacitracina e pimaricina, na agua, durante 7 dias. Ratinhos das estirpes GF foram
colonizados com microbiota intestinal proveniente dos ratinhos SPF. Foram realizadas
analises da composicdo do microbiota presente em amostras do conteudo do ceco dos
diferentes ratinhos, bem como estudos comportamentais. No final da experiéncia foram
também realizados estudos histoldgicos de amostras de intestino e de colon para avaliar
inflamacao e a presenca de citocinas € neurotransmissores, tendo sido também colhidos
os cérebros para analise de fator neurotrofico cerebral (BDNF). A administracdo da
mistura antimicrobiana provocou uma perturbacao significativa na composicao do
microbiota intestinal dos ratinhos SPF, observando-se um incremento nas bactérias
pertencentes aos filos Firmicutes (familia Lactobacillaceae) e Actinobacteria e
diminui¢do dos microrganismos pertencentes aos filos Proteobacteria e Bacteroides. Esta
alteracdo foi associada com uma alteracdo no comportamento dos ratinhos, os quais se
apresentaram mais exploratorios € menos apreensivos relativamente ao grupo controlo,
tendo-se, também, verificado que estes efeitos eram reversiveis. A administracdo da
mistura antimicrobiana a ratinhos GF ndo induziu alteragdo no comportamento. Contudo,
essa administragdo ja induziu alteracdes comportamentais nos GF inoculados com
microbiota proveniente de ratinhos SPF o que refor¢a o papel do microbiota no
comportamento. De modo a correlacionar as alteragcdes no comportamento induzidas pela
administracao da mistura antimicrobiana com alteracdes bioquimicas no cérebro os niveis
da proteina BDNF foram medidos tendo-se verificado que os ratinhos submetidos ao

tratamento apresentavam niveis elevados deste fator.

A alteracdo do microbiota causada pela administracdo da mistura antimicrobiana nao
afetou o desenvolvimento de inflamacao intestinal ou niveis de seretonina, dopamina ou

noradrenalina o que sugere que alteragdbes do SNE ndo sdo determinantes no
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desenvolvimento de comportamento anormais nestes ratinhos. A vagotomia e a
simpatectomia ndo interferiram na alteracdo do comportamento causado pelo tratamento
com antibidtico, o que indica que tanto as vias parassimpatica como simpatica nao estao
envolvidas nas alteragdes comportamentais associadas a administracdo da mistura. Neste
trabalho Bercik e colegas estudaram também, numa segunda fase, as diferencas de
comportamento entre duas diferentes estipes de ratinhos, BALB/c e GF NHI Swiss, sendo
os primeiros mais timidos e ansiosos do que os segundos. Os ratinhos GF NIH Swiss
quando colonizados com microbiota proveniente de BALB/c apresentavam um
comportamento menos exploratdrio do que os ratinhos colonizados com o microbiota de
ratinhos NIH Swiss, contrastando com os ratinhos GF BALB/c colonizados com
microbiota proveniente de NIH os quais apresentam comportamento mais exploratdrio
do que os que foram colonizados com microbiota proveniente de BALB/c. Os
comportamentos apresentados pelos ratinhos ndo apresentaram relacado com os niveis de
citocinas em circulagdo uma vez que os valores destes fatores apresentados pelas

diferentes estirpes foram muito semelhantes.

Os resultados obtidos no trabalho desenvolvido por Bercik e a sua equipa apoiam
fortemente o papel do EMIC na bioquimica cerebral e na modulagao do comportamento
em ratinhos adultos independentemente do SNA, dos neurotransmissores

gastrointestinais especificos ou inflamagao (Bercik ef al., 2011).

Evidéncias sugerem, também, que desequilibrios no microbiota do hospedeiro poderao
promover a neurodegeneracao. Na lamina propria do tecido subepitelial do trato
gastointestinal encontram-se células imunitarias inatas, como as células dendriticas e os
macrofagos, que protegem o organismo de antigénios e que devido a sua localizacao se
encontram proximas do microbiota intestinal. Situacdes que desencadeiem disbiose,
podem permitir a invasdo por patogénios € aumentar o numero de antigénios que
atravessam a barreira epitelial, podendo levar a ativacao de cascatas de sinalizagdo que
resultam na expressdo de citocinas pro-inflamatorias. Poderd ser despoletada uma
situacdo de neuroinflamagdo, o que promove o desenvolvimento da neurodegeneragao

(Faden e Loan, 2015; Smith et al., 2011).

Alteragdes na via do metabolismo do triptofano que ocorrem em situagdo de disbiose

podem resultar em alteragao da funcao do sistema imunoldgico, desencadeando também
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neuroinflamacdo, a qual parece estar relacionada com o desenvolvimento de doencas
neurologicas como deméncia (Dinan e Cryan, 2017; Westfall et al., 2016). Assim, estudos
recentes sugerem que a disbiose microbiana contribui para o desenvolvimento de algumas
doencas do foro psiquiatrico, como depressao, ansiedade e doengas neurodegenerativas

como DP, DA e EM (Quigley, 2017; Westfall et al., 2017).
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2.6. Doencas do Sistema Nervoso Central e Impacto do

Tratamento com Probioticos

O desenvolvimento de doengas neurodegenerativas esta, entre outros fatores, associada a
idade, ao envelhecimento. Como foi mencionado anteriormente, o envelhecimento afeta
a diversidade do microbiota intestinal, podendo alterar o metabolismo do hospedeiro, tal

como a via do metabolismo do triptofano.

A descoberta de diversas vias hormonais e bioquimicas interligadas que relacionam o
trato gastrointestinal e o cérebro, sugerem que o uso de probidticos podera ter um forte
potencial terap€utico no tratamento de doencas do sistema nervoso central. De facto, o
uso de probioticos podera ser util na prevengao e tratamento da neurodegeneracgao, atraves

da forte acdo anti-inflamatoria apresentada pelo microbiota.

Como exemplos de doencas do SNC, vou-me debrucar sobre a EM, a DA e a DP.

2.6.1. Esclerose Multipla

A EM ¢ uma doenga neuroldgica cronica, inflamatoria e autoimune caracterizada pela
desmielinizacgdo, isto ¢, pela destrui¢do da bainha de mielina do tecido neuronal no SNC,
ocorrendo também proliferacao de astrocitos, e ativacao da microglia. A desmielinizagao
leva a degeneragdo dos axonios neuronais, promovendo a deterioracdo cognitiva e
motora. Esta patologia afeta cerca de 2.5 milhdes de pessoas no mundo (Morshedi ef al.,
2019). Nesta patologia ocorre infiltracao de linfécitos T auto-reativos no SNC, os quais
segregam citocinas € quimiocinas que conduzem ao recrutamento de outras células do
sistema imunoldgico. A inflamacdo que se estabelece leva a degeneragdao dos axonios
cerebrais e neurénios em individuos com EM, através da ativacdo da microglia e
macrofagos inflamatoérios. A etiologia da doenga ainda ndo ¢ bem conhecida, sendo

provavelmente multifatorial (Morshedi et al., 2019).

Intimeros estudos foram realizados recorrendo ao modelo animal de EM, isto é, ratinhos

com encefalomielite autoimune experimental (EAE) (Berer et al., 2011; Ochoa-Reparaz
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et al., 2009), em que a EM ¢ induzida por administragdo de antigénios pertencentes a
proteinas que compdem a bainha de mielina do SNC. Alguns dos resultados obtidos
revelaram que a alteragdo de certas populagdes bacterianas que constituem o microbiota
intestinal podem contribuir para o estabelecimento de inflamacao que, por sua vez, pode
conduzir ao desenvolvimento de doencas autoimunes, como a esclerose multipla. Os
estudos de Ochoa -Reparaz et al (2009) realizados em ratinhos com EAE induzida pela
administracdo subcutanea de proteina proteolipidica em ratinhos SJL/J ou de
glicoproteina oligodendrocita de mielina em ratinhos C57BL/6 mostraram que alteragdes
na composicdo do microbiota intestinal interferem no desenvolvimento da patologia.
Ochoa—Reparaz et al (2009) demonstraram que a administracao de antibidticos via oral
reduziu o microbiota intestinal, o que permitiu controlar a progressao da EAE através da
inducdo de tolerancia imunologica parecendo a protegdo estar relacionada com a redugao
de citocinas pro-inflamatérias € com o aumento de IL-10 e IL-13 (Interleucina-13), com
acdo anti-inflamatoria (Ochoa-Reparaz et al., 2009). Berer et al (2011) utilizou um
modelo de EAE espontanea, usando ratinhos transgénicos SJL/J que expressam, na
maioria das suas células TCD4+, um recetor de antigénio (TCR) transgénico
reconhecendo o péptido MOG 92-106 (um antigénio da bainha de mielina). Verificou
que, neste modelo, o microbiota desempenha um papel essencial e que em ratinhos da
mesma estirpe mas criados em condi¢des GF era possivel prevenir o desenvolvimento de
EAE, atenuando as respostas Th17 e o desenvolvimento de células B auto-reativas (Berer
et al., 2011). Noutros estudos realizados em ratinhos foi realizada intervencao direta no
microbiota, efetuando a colonizagdo do intestino por Bacteroides fragilis, pertencentes
ao Filo Bacteroidetes (Ochoa-Reparaz et al., 2010). Esta alteracao protegeu os ratinhos
relativamente a desmielinizagdo do SNC e consequentemente ao desenvolvimento de
EAE. Por outro lado, a colonizacao do intestino de ratinhos GF por bactérias segmentadas
e filamentosas induziu a produgdo de c€lulas Th17, as quais levaram a exacerbacdo da
EAE (Lee et al., 2011). Rothhammer et a/ (2016) observaram que as bactérias comensais
do intestino suprimiam a inflamagdo e a neurodegeneragdo através da produgdo de
ligandos derivados do triptofano que atuando no cérebro, modularam a funcdo dos
astrocitos. Um estudo realizado em 2017 por Mangalam et al demostrou que a
colonizagdo por Prevotella histicola proveniente do intestino humano suprimia a EAE
induzida em ratinhos transgénicos HLA-DR3.DQ8 nao apresentando genes de MHC de
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classe II, mais suscetiveis de desenvolver a doenca, apresentando patologia do SNC.

(Mangalam et al., 2017).

Embora ainda pouco frequentes, estudos clinicos realizados, em doentes com EM
sugeriram a presenca de alteragdes no microbiota intestinal (Chen et al., 2016; Jangi et
al., 2016). Chen et al (2016) desenvolveram um estudo com o objetivo de verificar se o
microbiota intestinal esta alterado nos doentes com EM através da comparagdo da
composi¢ao do microbiota presente em amostras fecais de doentes com EM com amostras
de individuos saudaveis, constituindo o grupo controlo. Chen e colegas observaram um
incremento das bactérias pertencentes aos géneros Pseudomonas, Mycoplasma,
Haemophilus, Blautia, e Dorea nos pacientes com EM, enquanto que o grupo controlo
apresentava um aumento das bactérias pertencentes aos géneros Parabacteroides,
Adlercreutzia e Prevotella. Os resultados obtidos apoiam a hipotese de que os doentes
com EM apresentam disbiose do microbiota intestinal, embora mais estudos sejam
necessarios para perceber melhor o seu papel na origem e desenvolvimento da doenga
(Chen et al., 2016). No estudo realizado por Jangi et a/ (2016) também realizado em
doentes com EM, verificou-se que os géneros Prevotella e Lactobacillus estavam
diminuidos em pacientes com EM quando comparados com os controlos saudaveis
sugerindo serem importantes na prevencao da doenga e no tratamento (Jangi et al., 2016).
Jangi et al (2016) observou que pacientes com EM apresentavam alteragdes no microbiota
incluindo um aumento de Methanobrevibacter ¢ uma diminui¢gdo na proporcao de
Butyricimonas, que poderiam estar relacionadas com variagdes na expressao de genes
envolvidos na maturag¢ao das células dendriticas e nas vias de sinalizagdo do interferao-
beta (IFN-B) e do NF-kB (Nuclear Factor-kB) e consequente ativagdo de células T

circulantes e de mondcitos, promovendo a neuroinflamagao.

Miyake et al (2015) verificou a presenga de uma disbiose moderada no microbiota
intestinal de pacientes com EM tendo, também, detetado uma mudanga significativa na
abundancia de varios taxa, incluindo espécies pertencentes ao género Clostridia, que sao
conhecidos por apresentarem agao anti-inflamatéria (Miyake et al., 2015). Assim como
no modelo animal, estudos recentes em humanos, realizados por Cosorich et al,

demonstraram que a disbiose observada em pacientes com EM pode resultar numa
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elevada frequéncia de células Th17 no intestino, correlacionando com um aumento da

atividade da EM (Cosorich et al., 2017).

A analise da informacao apresentada acima, sugere que algumas bactérias comensais € 0s
seus produtos antigénicos possam proteger contra a inflamagdo no SNC. Assim, o0s
probidticos podem ser considerados como possiveis armas terapéuticas na manipulagao
do microbiota intestinal, o qual pode ser um alvo crucial para a prevengdo, gestdo e
controle da EM. Poderao desenvolver-se tratamentos que permitam controlar a resposta
inflamatéria e modular as reagdes  imunoldgicas prevenindo ou atrasando o

desenvolvimento da doenga.

Diversos estudos (tanto em modelo animal como em humanos) foram realizados com o
objetivo de determinar as potencialidades benéficas dos probidticos, tanto na prevengao

como no tratamento de varias doencas como a EM.

He et al. (2018), recorrendo ao modelo animal EAE, verificou que as bactérias L. reuteri
DSM 17938 melhoraram a gravidade clinica apresentada pelos ratinhos, através da
recuperacgao da diversidade do microbiota intestinal e consequente modulagao da resposta
imunologica observando-se uma reducao dos niveis de células Th1 e Th17 e das citocinas

por eles produzidas INF-y (interferdo-y) e IL-17 (Interleucina-17) no soro € no intestino.

Morshedi e colegas realizaram uma revisao sistematica que incluiu informagao de sete
estudos, cinco realizados no modelo animal EAE e dois em doentes de EM, com o
objetivo de verificar quais os efeitos da administragcdo de probiodticos na patologia. Foram
observadas melhorias estatisticamente significativas em ambas as situacdes (Morshedi et
al., 2019). No primeiro estudo analisado verificaram que, apds a administracao oral, a
doentes de EM, de uma cépsula contendo as espécies probioticos L. acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus fermentum (administragao
de 2 x 10° CFU de cada espécie), verificou-se a diminui¢do na concentra¢do da proteina
C reativa (pCr) um controlo da funcao das células B autoreativas, diminuindo possiveis
reagOes autoimunes, apos 12 semanas de tratamento. A duracao do segundo estudo com
doentes de EM foi de 16 semanas e foram administradas capsulas contendo as espécies

probidticas Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium lactis, L. reuteri, L. casei,
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Lactobacillus plantarum e L. fermentum (administragcdo de 2x10°CFU de cada espécie)
tendo verificado diminui¢dao da concentragdo de alguns marcadores inflamatérios como
IL-6 e pCr e aumento da concentracdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria. Na
avaliacdo dos estudos realizados em ratinhos Morshedi e colegas concluiram que o uso
de probidticos pode ter um impacto positivo nos marcadores inflamatorios imunolédgicos,
reduzindo a gravidade e progressao da doenca, e também retardar o seu inicio. Num dos
estudos verificaram os efeitos benéficos da administracdo de L. plantarum e
Bifidobacterium animalis separadamente e em simultdneo, que contribuiram para o
controlo da resposta inflamatoria. Num outro estudo analisado verificaram os efeitos
benéficos, tanto na prevengdo como no tratamento, da administragdo de uma mistura de
5 espécies bacterianas, L. casei, L. acidophilus, L. reuteri, B. bifidum, Streptococcus

thermophiles, contendo 108 CFU/g de cada espécie (Morshedi et al., 2019).

Tankou et al. (2018) realizaram um estudo clinico com humanos, que incluia 13 controlos
e 9 doentes com EM, aos quais foi administrada oralmente uma saqueta, duas vezes por
dia durante trés meses, contendo uma mistura de probiodticos contendo quatro espécies de
Lactobacillus (L. paracasei, L. plantarum, L. acidophilus ¢ Lactobacillus delbruckei), e
trés espécies de Bifidobacterium (Bifidobacterium longum, B. infantis e Bifidobacterium
breve) e uma espécie de Streptococcus (Streptococcus thermophilus). Foram analisadas
amostras de sangue e fezes no inicio da experiéncia, apds os dois meses de tratamento e
trés meses apos o final da terapia. Tankou e os colegas concluiram que os probiodticos
tinham efeitos benéficos, inibindo a resposta inflamatoéria e diminuindo a expressao do
alelo de risco HLA-DQAT1 responsavel pelo desenvolvimento da EM nos individuos
pertencentes aos grupo de controlo, devido ao aumento de Lactobacillus e

Bifidobacterium (Tankou et al., 2018).

2.6.2. Doencga de Parkinson

DP ¢ a segunda doenca neurodegenerativa progressiva mais comum depois da doenga de
Alzheimer e afeta, principalmente, a coordenagdo motora. Caracteriza-se pela morte

precoce de neuronios dopaminérgicos que se localizam na substancia nigra, afetando a
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producdo de dopamina, e pela distribuicdo disseminada de proteina intracelular o-
sinucleina, formando novelos, constituindo os corpos de Lewy. Os quatro principais
sintomas desta doenca sao o tremor, em repouso, da cabeca, de um membro ou do corpo
inteiro, a rigidez muscular, a instabilidade postural e a deficiéncia motora. No entanto,
outros sintomas sao observados como disfun¢do no olfato , dor, e disfuncao

gastrointestinal (Radbakrishanan e Goyal, 2018; Gazerani, 2019).

Estudos recentes apoiam a possivel participacdo do trato gastrointestinal, do SNE, do
microbiota intestinal € do EIC no desenvolvimento da DP. Como tinha sido mencionado
acima, a disfuncdo gastrointestinal ¢ um dos sintomas nao motores mais comuns, 0 que
apoia a ideia da participacao do microbiota intestinal no desenvolvimento desta doenca

(Gazerani, 2019).

Sabe-se, como ja foi referido, que o envelhecimento estd relacionado com a diminuigao
da diversidade microbiana intestinal ¢ consequente acréscimo do nimero de bactérias
patogénicas, podendo levar ao desenvolvimento de resposta inflamatoria. Esta resposta
pode contribuir para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas. Na revisao
bibliografica realizada por Westfall et al. (2017) foram analisados varios estudos que
sugerem a presenca de variagcdes importantes na composi¢do do microbiota em individuos
idosos que sofrem de doengas neurodegenerativas (Westtfall et al, 2017). Os estudos
analisados por Westfall e colegas apoiam que doentes com DP apresentam disbiose
intestinal acentuada, tendo verificado, por exemplo, num dos estudos, que estes doentes
apresentavam um aumento do biomarcador urindrio de disbiose, o metabolito bacteriano
sulfato de indoxil (também denominado indican), um metabolito do triptofano. Noutros
estudos verificaram que em DP ocorreu alteracao na composicao da flora intestinal, com
a diminui¢ao do numero de bactérias pertencentes a familia Prevotellaceae, as quais sao
importantes na protecdo contra a entrada de patogénios invasores pela barreira epitelial,
tendo também verificado um aumento de bactérias da familia Enterobacteriaceae, as quais
parecem estar relacionadas com o desenvolvimento da instabilidade postural (Westfall et

al., 2017).

Sampson et al. (2016) realizaram estudos recorrendo ao modelo animal de ratinhos GF
que apresentam sobre-expressdo de o-sinucleina com o objetivo de perceber qual a

ligagcdo funcional entre o microbiota ¢ o desenvolvimento de DP. Apods realizagdao da
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experiéncia e analise dos resultados obtidos Sampson e colegas verificaram que o
microbiota intestinal ¢ importante para o desenvolvimento da patologia, sendo
responsavel pela manifestagdo dos sintomas fisicos e pela promogao da neuroinflamacao,
através da ativacao da microglia em regides do cérebro afetadas na DP, provocando a
exacerbacdo da doenga. Neste trabalho também foi realizado o transplante do microbiota
presente em amostras de fezes de individuos com DP em ratinhos GF com sobre-
expressao de a-sinucleina, observando-se o agravamento das alteracdes fisicas quando
comparado como resultado obtido apos transplantes do microbiota presente em fezes de
individuos saudaveis. Estes resultados revelam que as bactérias intestinais regulam
disturbios motores no modelo animal, sugerindo que as alteragdes no microbiota humano

representam um fator de risco para o desenvolvimento de DP (Sampson, 2016).

Shen et al. (2021) publicaram uma meta-analise que incluiu 15 estudos caso-controlo,
com o objetivo de avaliar as diferengas entre o microbiota intestinal de DP e o microbiota
de controlos saudaveis em diferentes regioes geograficas, como Italia, Finlandia e USA,
entre outras. Nos pacientes com DP verificaram uma diminui¢do significativa nas
bactérias pertencentes aos géneros Prevotella, Faecalibacterium, e Lachnospiraceae e
um aumento significativo das bactérias pertencentes as familias Bifidobacteriaceae,
Ruminococcaceae, Verrucomicrobiaceae e Christensenellaceae quando comparado com
o microbiota do grupo saudavel, sendo os resultados semelhantes nas diferentes regioes
estudadas. Shen e os colaboradores sugeriram que as alteragdes no microbiota intestinal
desencadeado pela disbiose podem contribuir para o desenvolvimento da DP através da
alteragcdo na producao dos SCFAs, de alteragdes no metabolismo lipidico, na regulagao

da resposta imunoldgica e na permeabilidade intestinal (Shen et al., 2021).

Apesar de mais investigagao ser necessaria nesta area, todos os estudos citados sugerem
que as alteracdes observadas no microbiota intestinal resultantes da disbiose intestinal
representam um fator de risco no desenvolvimento da DP. Neste sentido o possivel uso

de probidticos como arma terapéutica tem suscitado muito interesse.

Dado ainda ndo existir um orientagdao terap€utica para o tratamento de sintomas ndo
motores, como os sintomas gastrointestinais, apresentados pelos doentes com DP
Georgescu et al (2016) decidiram realizar um estudo com o objetivo de testar o efeito do

uso de probidticos nestes casos. O estudo clinico envolveu 40 pacientes com DP
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medicados com levodopa ou dopamina. Estes pacientes apresentavam diversos sintomas
nado motores tais como dor abdominal, inchago abdominal e obstipacao leve a moderada.
Georgescu e colaboradores distribuiram os 40 doentes por dois grupos, cada um com 20
individuos, tendo administrado a um grupo Trimebutine 200mg trés vezes por dia, meia
hora antes das refei¢des e, ao outro grupo, probidtico em comprimido contendo 60mg de
duas espécies bacterianas, as L. acidophilus e as B. infantis, 2 vezes por dia, 1 hora depois
das refeicoes durante trés meses. Observou que o grupo que tomou o probiodtico
apresentou melhorias significativas relativamente a dor abdominal e ao inchago

apresentando uma pequena melhoria na obstipacao (Gerogescu, 2016).

Magistrelli et al. (2019) realizaram um estudo in vitro com o objetivo de avaliar os efeitos
dos probidticos no crescimento celular. Para este efeito, cultivaram células
mononucleares de sangue periférico isoladas de doentes com DP e de individuos
saudaveis na presenca de probioticos. Foram testadas seis estirpes bacterianas:
Lactobacillus salivarius LS01, a L. plantarum, a L. acidophilus, a L. rhamnosus, a B.
animalis subsp. Lactis e a B. breve. Observou que todas as estirpes probioticas inibiam a
producdo de citocinas inflamatorias e a producdo de espécies reativas de oxigénio em
ambos os grupos do estudo. No entanto, os resultados mais significativos obtiveram-se
na cultura de células provenientes de doentes com DP na presenca das estirpes L.
salivarius LSOI e L. acidophilus tendo-se observado a reducao na producao de citocinas
pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-6, and IL-17A (Interleucina 17A), e um aumento na
producao de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-4 e a IL-10. Neste estudo foi também
verificado que os probioticos inibiram o crescimento de Escherichia coli e Klebsiella
pneumonia in vitro. Os resultados obtidos sugerem que os probidticos sdo ferramentas
promissoras no tratamento da DP através da diminui¢do da resposta inflamatoria, do
stresse oxidativo e consequente neuro-inflamacao e também controlando o crescimento

das bactérias potencialmente patogénicas (Magistrelli et al., 2019).

Apesar de algumas limitagdes apresentadas em diversos estudos realizados nesta area, os
resultados obtidos sugerem a importancia dos probidticos na DP, no entanto, mais estudos

clinicos devem ser realizados.
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2.6.3. Doencga de Alzheimer

DA ¢ uma doenga neuro-degenerativa, descrita pela primeira vez em 1907 por Alois
Alzheimer, sendo a forma mais comum de deméncia em idosos, caracterizada por perda
progressiva e irreversivel de diversas fungdes cognitivas como memoria, atencao,
concentracdo e linguagem, o que provoca alteracdes no comportamento, na personalidade
e na capacidade funcional do individuo, dificultando a realizagdo das atividades da vida

diaria (Giau et al., 2018; Morris et al., 2018; Rubio-Perez e Morillas Ruiz, 2012).

A etiologia da doenca ainda nao ¢ bem conhecida, apesar de terem surgido varias
hipoteses, como por exemplo a do modelo classico da “Cascata de Amiloide”. Este
modelo sugere que a doenca surge como consequéncia da produgdo excessiva de péptido
B-amiloide e consequente deposi¢do nas fibras das células nervosas do SNC, iniciando-
se um processo neuro-inflamatorio caracteristico desta patologia (Giau et al., 2018). No
entanto, estudos recentes sugerem que este modelo ndo explica na totalidade a patogénese
desta doenca, pensando-se que esta possa estar relacionada com a ativagdo da resposta
inflamatoria. Isto apoia a ideia de que alteragdes no microbiota intestinal ou metabolitos
produzidos pelo microbiota possam desempenhar um papel importante no
desenvolvimento e progressdo da doenca atuando por varias vias no EMIC, como foi
mencionado anteriormente (Bostanviklioglu, 2018; Cattaneo et al., 2016; Minter et al.,
2016; Morris et al., 2018). O microbiota intestinal pode secretar moléculas de sinalizagao
com efeito pro-inflamatorio e ativador da resposta imunologica. Estas moléculas através
da circulagdo linfatica e sistémica, podem atingir o SNC, levando a alteracdes do
comportamento ¢ a modulacdo da plasticidade do cérebro e da sua funcdo cognitiva.
Assim, para além do seu papel no desenvolvimento de doengas neurologicas cronicas
como a EM e DP, o microbiota pode estar, também, relacionado com o desenvolvimento
da doenga neuro-degenerativa DA (Cattaneo et al., 2016). O papel do microbiota no
desenvolvimento da DA ainda ndo esta muito esclarecido, no entanto, estudos recentes

sugerem ocorréncia de disbiose também nesta patologia.

Foram realizados estudos recorrendo ao modelo animal representativo desta doenca, os
ratinhos APP transgénicos. Estes animais sdo gerados a partir de ratinhos com
background C57BL/6 e que co-expressam a mutacdo Sueca KM670/671NL da proteina

precursora da amiloide humana (APP) e a mutagcdo L166P da presenilina humana 1 (PS1)
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sob controlo do promotor Thy-1, e que apresentam acumulacao, dependente da idade, de
placas parenquimatosas A} amiloides. Harach et al. (2017) comparou a diversidade do
microbiota intestinal entre ratinhos APP-PS1 e ratinhos normais da estirpe selvagem
(wild-type). Para tal recolheu amostras de fezes de ambos os grupos e apds analise
genética verificou que os ratinhos APP-PS1 apresentavam menor diversidade microbiana
do que os wild-type, tendo verificado diferengas estatisticamente significativas entre os
dois grupos aos 8 meses de idade relativamente a propor¢do relativa dos filos
Bacteroidetes, Firmicutes, @ Verrucomicrobia, Tenericutes, Proteobacteria ¢
Actinobacteria, o que apoia a ideia de que alteracdes na composicdo do microbiota
possam contribuir para o desenvolvimento de DA. Harach e colaboradores também
compararam ratinhos APP-PS1-GF com ratinhos APP-PS1 criados em condigdes normais
verificando que os primeiros apresentavam uma reducao acentuada de péptido B-amildide
e consequente diminuicdo da patologia cerebral. Verificaram também que, apos
colonizagdo dos ratinhos APP-PS1-GF com o microbiota de ratinhos APP criados em
condi¢des normais, os ratinhos GF apresentavam mais propensdo para desenvolver a
patologia associada a acumulagao do péptido B-amiloide do que quando colonizados com

0 microbiota intestinal proveniente dos ratinhos wild-type (Harach et al., 2017).

Minter ef al. (2016) também recorreram ao modelo animal de DA, os ratinhos APP, para
analisar o papel do microbiota intestinal na regulacdo da produgdo do péptido de B-
amiloide. Neste estudo recolheram amostras de fezes e verificaram que alteracdes na
composi¢ao e diversidade do microbiota intestinal induzidas pelo tratamento prolongado
com antibioticos de largo espectro diminuia a deposicao de placa f-amildide e a alteragao
morfologica da microglia alterando a composicao das moléculas inflamatérias na
circulagcao periférica, o que influenciou a resposta neuro-inflamatoria. O efeito do
microbiota na microglia (macrofagos residentes do SNC), sugere que a diversidade do
microbiota intestinal pode ter um importante efeito modulador dos mecanismos de

imunidade inata do hospedeiro (Minter et al, 2016).

Cattaneo et al. (2016) realizou um estudo clinico em humanos avaliando a possivel
associacao entre a amiloidose cerebral e a composi¢ao do microbiota intestinal, estudando
a atividade pro- e anti-inflamatoéria e a inflamagao periférica em pacientes apresentando

alteragdes cognitivas. Cattaneo e a sua equipa recolheram amostras de fezes para avaliar
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a diversidade do microbiota e amostras de sangue para avaliar a expressao de citocinas
pro e anti-inflamatdrias em trés grupos de estudo: um grupo composto por pacientes com
alteragdes cognitivas apresentando amiloidose, outro grupo composto por individuos com
alteragdes cognitivas mas nao apresentando amiloidose e por fim um grupo controlo em
que os individuos nao apresentavam nem alteracdes cognitivas nem amiloidose. Os
resultados obtidos revelaram que um aumento dos grupos taxondémicos microbianos com
atividade pro-inflamatoria como os géneros Escherichia/Shigella, e a reducdo na
abundancia de espécies com caracteristicas anti-inflamatorias como a FEubacterium
rectale, poderdo estar relacionados com o estado inflamatorio periférico apresentado
pelos pacientes com alteracdes cognitivas e amiloidose cerebral sugerindo que as
alteragdes da composicao do microbiota podem induzir a neuro-degeneracao e a perda

cognitiva apresentada pelos doentes de DA (Cattaneo et al., 2016).

Sabe-se que algumas bactérias e fungos, que compdem o microbiota intestinal, secretam
a proteina amiloide, podendo a sua acumulacdo no SNC ser um fator de risco no

desenvolvimento da DA (Hill e Lukiw, 2015).

Outras espécies bacterianas parecem ser mais numerosas em doentes com DA e podem
contribuir para produzir ou agravar a producao de placas de -amiloide, como B. subtilis,
Staphylococcus aureus, E. coli, Salmonella spp., Streptococcus spp. (Westfall et al,
2017). O desequilibrio no microbiota provoca um aumento da permeabilidade intestinal
e disfungdo neurologica, tornando-se o microbiota um alvo de terapia probidtica nesta

patologia (Kowalski e Mulak, 2019; Westfall et al., 2017).

Foram realizados poucos estudos para avaliar os efeitos dos probioticos na prevengao,
atenuacgao ¢ tratamento da DA. No entanto, como mencionado acima relativamente a
outras patologias, a suplementacdo oral com probioticos tem efeitos positivos ao nivel

cerebral prevenindo a neuro-inflamacao e a oxidagao.

Divyashri et al. (2015) realizaram um estudo com o objetivo de analisar os atributos
probidticos, € o potencial antioxidante, anti-inflamatério e neuromodulador dos
Enterococcus faecium CFR 3003. Verificaram que esta estirpe apresentava elevada
tolerdncia ao stress gastrointestinal (tolerancia ao 4acido, pepsina, tripsina e bilis).

Verificaram também que E. faecium exibiu capacidade antioxidante significativa. E.
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faecium CFR 3003 e L. rhamnosus GG MTCC 1408 demonstraram também ac¢do anti-
inflamatéria quando adicionados a cultura da linha celular de macrofagos J774A,
induzindo a redugdo da producao de TNF-a por estas células. Estes resultados sugerem
que a suplementacdo com probidticos contendo as duas espécies pode ter um efeito
importante na reducdo da neuro-inflamagao. Divyashru et a/ realizaram também estudos
in vivo, recorrendo ao modelo animal de ratinhos CFT Swiss, masculinos (para eliminar
possivel interferéncia hormonal nos resultados). Formaram quatro grupos experimentais:
o grupo I, grupo controlo suplementado com solugdo salina; o grupo II suplementado com
E. faecium 10* CFU; o grupo III suplementado com E. faecium 108 CFU; e o grupo IV,
com ratinhos que foram suplementados com L. rhamnosus 103 CFU durante 28 dias
consecutivos. Os resultados demonstraram a reduc¢ao dos marcadores de stress oxidativo
e indu¢do de enzimas antioxidantes no cérebro, nos grupos suplementados com

probidticos (Divyashri ef al., 2015)

Akbari et al. (2019) realizaram um estudo clinico com o objetivo de analisar os efeitos da
suplementagdo com probioticos na func¢ao cognitiva e no estado metabolico. Avaliaram
dois grupos, ambos compostos por pacientes com DA, administrando a um dos grupos
200ml por dia de leite suplementado com probidtico contendo L. acidophilus, L. casei,
B. bifidum, e L. fermentum (2 x 109 CFU/g de cada espécie) e ao outro grupo, grupo
controlo, administraram apenas 200ml de leite sem suplemento de probitoticos tendo
concluido que a suplementacao afetou positivamente a fungdo cognitiva dos pacientes

com DA (Akbari et al., 2016).

Evidéncias sugerem que a adaptacdo da dieta com probiodticos podera ser interessante,
uma vez que permite manipular o microbiota intestinal, funcionando como terapia e
melhorando o funcionamento do SNE e do SNC. A revisao bibliografica desenvolvida
por Kowalski e Mulak (2019) apresenta resultados recentes, baseados em estudos animais
e observagdes clinicas, sobre o papel da desregulagdo do EMIC na patogénese da DA e
abordaram, também, possiveis terapéuticas para a DA através da modulacao do
microbiota intestinal com a implementacdo de uma dieta saudavel com ingestao elevada
de vegetais, probioticos e antioxidantes e diminuicao da ingestdo de outros alimentos

como acucar refinado, gorduras saturadas e proteinas de origem animal. Este estudo
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sugeriu um impacto positivo da dieta saudavel na diminui¢ao do risco de desenvolver

neuro-degeneragdo e por consequéncia DA (Kowalski e Mulak, 2019).

46



Probidticos e Efeitos Terapéuticos em Patologias do Sistema Nervoso Central

II1. Conclusao e Perspetivas Futuras

Com a realizagdo desta revisao bibliografica tornou-se 6bvio que o microbiota intestinal
pode desempenhar um papel importante na regulagao da neuroinflamacao e que a disbiose

pode ser promotora do desenvolvimento de algumas doengas neurodegenerativas.

Alguns trabalhos de investigacao foram citados no decorrer da elaboracao desta revisao
bibliografica. Embora esses estudos sugiram haver um beneficio resultante do uso de
probidticos na preven¢ao, melhoria dos sintomas e tratamento sao necessarios mais
estudos para avaliar as propriedades imunomoduladoras e a seguranca, a longo prazo, do
uso de probidticos em situagao de patologia neuro-degenerativa, avaliando possiveis

interacdes positivas com outros medicamentos no tratamento das doencas abordadas.

E importante esclarecer melhor se a acdo anti-inflamatéria dos probidticos referida em
diferentes estudos podera estar associada a melhorias nos sintomas dos pacientes com

doencas neuro-degenerativas.

A revisdo bibliografica realizada apoia que tanto o EMIC como a disbiose desempenham
um papel importante no desenvolvimento da EM, da DP e da DA sugerindo que um
microbiota intestinal saudavel podera diminuir o risco de desenvolver essas doengas.
Seria pertinente no futuro clarificar o efeito dos metabolitos produzidos e libertados por
organismos probioticos, o que podera ajudar na escolha das espécies de probidticos mais

aconselhaveis para cada caso, permitindo a personalizagdo terapéutica.

Outro aspeto a considerar no futuro ¢ uma melhor avaliagdo dos possiveis efeitos dos
probidticos administrados sobre a populacao bacteriana intestinal residente dos pacientes
com doenga doenga neurodegenerativa. Um melhor conhecimento dos mecanismos de
acdo das espécies probioticas que ja sdo reconhecidas por serem benéficas e a
investigacao de outros grupos taxondémicos que possam ter também potencial terapéutico
isoladamente ou em combinagdo com outros, podera levar a elaboracdo de probiodticos
mais especificos e eficazes para cada caso. Estes estudos deverao também permitir definir
qual a duragdo do tratamento e as dosagens apropriadas. Assim, os probioticos poderao
constituir uma importante arma terapéutica na prevengdo e tratamento das doencas

inflamatorias, particularmente das neurodegenerativas.
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