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RESUMO

O termo microbioma foi pela primeira vez introduzido, no ano 2000, pelo Bidlogo Joshua
Lederberg para definir a comunidade ambiental e bioldgica de microrganismos
comensais, simbidticos e patogénicos que partilham o corpo humano. A composi¢éo do
microbioma humano tem sido desvendada ao ritmo a que despontam métodos de
investigacdo progressivamente mais elaborados e capazes. Estes métodos tém

comprovado e real¢ado a sua influéncia no estado de satde ou disbiose no Homem.

Esta dissertacdo aborda, através de uma revisdo bibliografica atual, o papel do
microbioma na salde humana e a sua responsabilidade no desenvolvimento de patologias
locais e sistémicas, tais como, acne, vaginose bacteriana, doencas orais e intestinais e
distdrbios metabolicos e neuroldgicos. Adicionalmente, sdo abordadas potenciais
estratégias terapéuticas assentes na recuperacao do microbioma saudavel, nomeadamente,

a utilizacdo de probioticos, prebioticos e o transplante fecal.

Palavras-chave: Microbioma Humano, Microbiota, Disbiose, Projeto Microbioma

Humano



ABSTRACT

The term human microbiome was first introduced, in 2000, by the Biologist Joshua
Lederberg to define the environmental and biological community of commensal
symbiotic and pathogenic microorganisms that share the human body. The composition
of the human microbiome has been continuously unveiled as more and more elaborate
and capable research methods are emerging. These methods have proven and enhanced

its influence on man’s health condition or dysbiosis.

This dissertation addresses, in the light of current knowledge, the role of the microbiome
for human health and its responsibility in the development of local and systemic
pathologies, such as acne, bacterial vaginosis, oral and intestinal diseases and metabolic
and neurological disorders. In addition, potential therapeutic strategies based on the
recovery of the healthy microbiome are addressed, namely, the use of probiotics,

prebiotics and fecal transplantation.

Keywords: Human Microbiome, Microbiota, Dysbiosis, Human Microbiome Project.
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I. INTRODUCAO

O termo microbioma foi pela primeira vez introduzido, no ano 2000, pelo Bidlogo Joshua
Lederberg, para definir a comunidade ambiental e biolégica de microrganismos
comensais, simbidticos e patogénicos que partilham o corpo humano (Thomas et al.,
2017; Haque e Haque, 2017). Desde entdo, tem sido utilizado por muitos autores como
sindnimo de microbiota - conjunto de células microbianas presentes num determinado
nicho (Zegans e Van Gelder, 2014; Davenport et al., 2017). Na realidade, o conceito de
microbioma transcende o de microbiota, pois engloba a relacdo entre 0s microrganismos
e 0 hospedeiro, através dos seus genomas, transcriptomas, proteomas e metabolomas
(Mimica, 2017).

A existéncia de um microbioma que interage com o Homo sapiens, desempenhando um
papel fulcral no seu desenvolvimento, é atualmente uma certeza. No entanto, 0 mundo da
microbiologia permaneceu oculto durante muito tempo, sendo revelado no século XVII
pelo engenho de um naturalista holandés, Antonie Van Leeuwenhoek, que, entre outros
oficios, era também um construtor de microscépios. Leeuwenhoek observou e descreveu
cinco tipos de bactérias presentes na sua boca e, posteriormente, comparou a sua
microbiota oral com a fecal, confirmando que eram distintas. Contudo, a descoberta
destes “animalculos” pelo naturalista Holandés ndo conquistou na altura a devida atengéo
e apenas cerca de dois séculos mais tarde ressurgiu o interesse nesta area do conhecimento
(Ursell et al., 2012; Pariente, 2019).

No século X1X, o trabalho de Louis Pasteur, que se destacou na area da Microbiologia ao
descobrir o processo de fermentacdo e ao desenvolver a pasteurizacédo, e de Robert Koch,
responsavel pela descoberta do Bacillus anthracis e pela sua associa¢do ao carbunculo,
veio langar um alerta acerca da relagdo entre microrganismos e doengas. Os
microrganismos ficaram assim com uma conotacdo negativa e o desenvolvimento de
métodos de identificacdo e eliminacdo dos mesmos tornou-se uma prioridade.
Paralelamente, foram identificadas outras bactérias responsaveis por doencas muitas
vezes fatais, como o Mycobacterium leprae (lepra) e a Yersinia pestis (peste), reforcando

a ideia de que os microrganismos eram um alvo a abater (Appanna, 2017).



O papel do Microbioma Humano na sadde e na doenga

O desenvolvimento de novos métodos de analise do microbioma tem permitido explorar
0 papel dos microrganismos ndo s6 no surgimento de doencas, mas também na
manutencdo da salde do individuo. Esta mudanca de paradigma, na qual os
microrganismos passam de vil6es a seres imprescindiveis a vida, tem despertado interesse
e tem transformado o modo como estes seres vivos sdo analisados (Chu et al., 2019;
Gevers et al., 2012).

Desta forma, tendo em consideracdo o conhecimento cientifico evolutivo sobre o
microbioma humano, o objetivo desta dissertacdo é perceber, por um lado, de que modo
0 microbioma interage com o ser humano tornando-se fundamental para o desempenho
de inimeras das suas funcdes e para a sua sobrevivéncia, e, por outro, compreender até
que ponto desequilibrios nesta interacdo podem pdr em causa a salde. Pretende-se,
através de uma reviséo bibliogréafica atual, compreender o papel do microbioma humano
na saude e na doenca e entender de que modo este conhecimento pode culminar no

desenvolvimento de estratégias de prevencdo e tratamento de diversas patologias.

A metodologia para a elaboracdo desta dissertacdo baseou-se na pesquisa bibliogréfica
em livros cientificos e em bases de dados eletronicas, nomeadamente, Pubmed, Science
direct e b-on. Para tal, foram inicialmente utilizados conceitos gerais (Microbiome,
Microbiota, Dysbiosis, Human Microbiome Project), seguindo-se o refinamento da
pesquisa através da associacdo dos seguintes termos: human microbiome and health,
human microbiome and disease, microbiome and dysbiosis, human microbiome,

probiotics and prebiotics.

A pesquisa foi efetuada entre Outubro de 2019 e Setembro de 2020, restringindo-se a
publicacbes dos ultimos 10 anos, da literatura cientifica de elevada qualidade. Foram

selecionados artigos publicados na Lingua Inglesa e Portuguesa.
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Il. DESENVOLVIMENTO

1. Microbioma Humano

Compondo entre 1% a 3 % da massa corporal do individuo, 0 microbioma, também
intitulado como “6rgdo esquecido”, tem vindo a ser desvendado ao longo dos ultimos
anos (Appanna, 2017; Sender, Fuchs e Milo, 2016).

Se, inicialmente, a ideia de que o ser humano possui cerca de dez vezes mais células
microbianas do que humanas era citada pela maioria dos autores, recentemente, este racio
tem sido criticado e valores mais modestos (1.3) tém sido estimados (Scharschmidt e
Fischbach, 2013; Sender, Fucks e Milo, 2016). Ainda assim, esta reducdo em nada
diminui a importancia que o microbioma exerce no estado de saude do individuo, até
porque, 0 nimero de genes que o constituem (cerca de sete milhdes) ultrapassa

copiosamente o0 numero de genes humanos (vinte e sete mil) (Arnold et al., 2019).

No século XIX, Robert Koch desenvolveu uma forma de cultivar e isolar o agente
causador do carbunculo (Bacilllus anthracis). Desde entdo, as culturas tornaram-se 0
maior aliado para a identificacdo e caracterizacdo de bactérias. Todavia, muitas vezes,
estes métodos ficam aquém, mostrando-se inadequados ao crescimento de muitos dos

microrganismos que integram o microbioma humano (Meisel e Grice, 2016).

O desenvolvimento de métodos independentes de cultura contribuiu significativamente
para a expansdo do conhecimento nesta area. Um dos métodos mais utilizados é o
sequenciamento do gene que codifica o acido ribonucleico ribossémico 16S (Ribosomal
ribonucleic acid, rRNA), presente na subunidade 30S dos ribossomas procarioticos, um
gene que contém regides varidveis e conservadas e que é comum a todas as bactérias.
Enquanto as regides variaveis sdo essenciais para o estabelecimento de relacdes
filogenéticas, as regides conservadas possibilitam o desenvolvimento de primers (Arnold
et al., 2019; Thursby e Juge, 2017). Este método permite a caracterizacdo facil de
comunidades bacterianas complexas, sendo que, quanto mais proximas as especies, mais
semelhantes as sequéncias. Da mesma maneira que bactérias e arqueias podem ser
identificadas e classificadas com base neste gene, outros elementos sdo utilizados na

classificacdo de fungos, nomeadamente, o gene que codifica o0 rRNA 18S e regides do
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espacador interno transcrito. Contudo, a necessidade de métodos mais capazes na
identificacdo dos constituintes ndo bacterianos do microbioma é consensual (Meisel e
Grice, 2016).

Em 2007, nos Estados Unidos, foi lancado o Projeto do Microbioma Humano (Human
Microbiome Project, HMP), a primeira grande iniciativa, levada a cabo pelo National
Institute of Health, com a finalidade de identificar e caracterizar o microbioma e
compreender qual a sua influéncia na satde e na doenca (Gevers et al., 2012; NIH, 2012).
O HMP surgiu como uma extensao do Projeto do Genoma Humano e dedicou-se, numa
fase inicial, a analise do microbioma da pele, nariz, cavidade oral, trato gastrointestinal e
vagina de individuos saudaveis. O objetivo seria caracterizar o microbioma do individuo
saudavel (core microbiome), de forma a que, posteriormente, fosse possivel associar
alteracdes na sua composicao a estados patoldgicos e, naturalmente, intervir (Gevers et
al., 2012). Os resultados demonstraram que cada ser humano possui um microbioma
unico, como se de uma impressao digital se tratasse (Appanna, 2017). Este é constituido
por trilides de microrganismos, sendo a sua composi¢do afetada por diversos fatores,
como a idade, o sexo, a geografia, a etnia, a dieta, a interacdo social e a administracdo de
antibidticos (Mesnage et al., 2018; Tamburini et al., 2016). Existem ainda muitas
incertezas acerca de qual 0 momento exato em que o microbioma ¢é adquirido e de que
forma este evolui com o individuo, no entanto, a medida que surgem novos métodos de
investigacdo, surgem também mais respostas (Rehbinder et al., 2018; Perez-Munoz et al.,
2017).

i. Aquisicao e evolugao do microbioma humano

Até ao final do século passado, afirmava-se que o feto crescia num ambiente estéril, sendo
colonizado de forma diferencial no momento do parto (vaginal ou cesariana). Contudo,
dados mais recentes, provenientes das novas tecnologias de investigacdo do microbioma,
parecem refutar esta teoria, e a ideia de que o individuo é colonizado ainda antes do
nascimento (durante a gestagdo) tem ganho cada vez mais destaque (Perez-Munoz et al.,
2017).

A Figura 1 representa 0 modo como se prevé que o microbioma seja adquirido de acordo

com as duas teorias.
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A STERILE WOMB PARADIGM B INUTERO COLONIZATION HYPOTHESIS
Fetus and placenta are sterile. The placenta harbors its microbiome.
The gut microbiome is acquired after birth. Colonization of the gut begins in utero.

VAGINAL OR CESAREAN
DELIVERY

Figura 1- Esquema representativo das diferentes teorias acerca da forma como o microbioma ¢é adquirido
(Perez-Munoz et al., 2017).

O estudo do microbioma tem revelado a presenca de microrganismos em estruturas que
antes se julgavam estéreis, como € o caso do Utero, da placenta, do corddo umbilical, do
liquido amniotico, das trompas de Falopio, do corion, do &mnio e do préprio feto. Baseada
nestes novos dados, tem sido equacionada a possibilidade do feto se desenvolver em
funcdo dos sinais emitidos pelo microbioma, ou seja, a possibilidade do microbioma
influenciar inclusive 0 modo como o0s 6rgaos e os sistemas bioldgicos do ser humano se
desenvolvem (Chu et al., 2019).

A descoberta de que a microbiota do mecénio do neonato (primeiras fezes do recém-
nascido) é semelhante a da placenta da mae, parece confirmar a transferéncia de

elementos do microbioma ainda no GUtero (Dong e Gupta, 2019; Lavelle e Hill, 2019).

Alguns investigadores tém-se mantido, ainda assim, fiéis a hipdtese do utero estéril,
defendendo que os microrganismos identificados nas estruturas previamente citadas néo
sdo mais do que meros contaminantes. Na realidade, a detecdo de pequenas quantidades
de contaminantes em alguns reagentes pode ndo ter um grande impacto quando se

estudam amostras como por exemplo fezes, mas no que respeita ao estudo de amostras
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teoricamente estéreis ou, pelo menos, com quantidades muito pequenas de

microrganismos pode fazer toda a diferenca (Stinson et al., 2019; Bushman, 2019).

O facto de se ter estudado e comprovado que é possivel a geracdo de neonatos estéreis
em diferentes mamiferos, desde que o parto decorra em condicdes de esterilidade
(cesariana) e 0 neonato permaneca nessas mesmas condicOes, parece igualmente
contrariar a existéncia de um microbioma fetal, uma vez que 0s progenitores possuem um
microbioma normal, e, portanto, o que distingue estes neonatos dos restantes séo as

condicdes de esterilidade nas quais sdo concebidos e mantidos (Bushman, 2019).

Assim, as duvidas acerca da colonizacdo / contaminacdo do feto mantém-se, sendo
necessarios mais estudos para que se consigam tecer conclusées definitivas acerca desta

matéria (Dong e Gupta, 2019).

Se 0 momento em que o microbioma é adquirido é ainda uma incerteza, a influéncia do
tipo de parto na sua composicdo dispde de maior consenso. Durante a gravidez, a
microbiota vaginal da mae sofre alteragGes, tornando-se menos diversa e caracterizando-
se especialmente por algumas espécies de Lactobacillus, especialmente, L. crispatus e L.
iners (Jovel et al., 2018). Este género, juntamente com Prevotella, predomina em bebés
qgue nascem por parto vaginal e que, naturalmente, apresentam uma microbiota
semelhante a da vagina da mée. Ja bebés que nascem através de cesariana possuem uma
microbiota mais parecida com a da pele da mde, dominando géneros como
Staphylococcus (Walker et al., 2017; Albenberg e Wu, 2014). Neste ultimo caso, verifica-
se também o predominio de anaerodbios facultativos (microrganismos que influenciam

negativamente a satde do individuo) (Tamburini et al., 2016).

Como sera explorado posteriormente nesta dissertacao, as diferengas nos microrganismos
gue constituem o microbioma serdo responsaveis por uma maior ou menor propensado

para determinadas patologias.

O microbioma €, entdo, em grande parte herdado da mée. Contudo, o ambiente exerce
também um papel fundamental e seletivo na sua composi¢do, sendo que, apenas 0S
microrganismos com capacidade de adaptac¢do a uma determinada parte do corpo vingam
(Korpela e de Vos, 2018). Do mesmo modo, 0s primeiros microrganismos a colonizarem

o0 recém-nascido influenciam o crescimento das restantes espécies, na medida em que, 0s
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pioneiros alteram as caracteristicas dos nichos que ocupam, através da producdo e

secrecdo de diferentes produtos metabdlicos (Sampaio-Maia et al., 2016).

No momento do nascimento, o0 recém-nascido depara-se com um ambiente
completamente diferente daquele que conhecia no utero, no que concerne a abundancia
de microrganismos. O simples facto de nascer em casa ou no hospital faz com que fique
exposto a microrganismos distintos, e que, portanto, o seu microbioma evolua em
sentidos diferentes. Também as suas interagdes sociais, o facto de conviver ou ndo com
animais de estimacdo, os brinquedos com que se entretém, os antibidticos que lhe séo
administrados e a dieta que segue, influenciam a evolugédo do seu microbioma (Appanna,
2017).

A figura 2 representa a evolugdo do microbioma ao longo do tempo. Como se pode
observar, 0o microbioma vai-se moldando e adaptando a diversos fatores, tornando-se mais
estavel a partir dos 3 anos de idade, altura em que se assemelha ao do adulto (Tamburini
etal., 2016; Chu et al., 2019).

., Infant Toddler
St (<1 year) (1~3 years)

Vaginal | | Cesarean | Milk

P - y , N
Solid food Full adult
delivery l delivery | consumption introduction diet
Bifdobacterium SR <
Lactobacillus PSra;?hxlgcoccy‘s Lactobacillus giac.le;:)t:f'&s Aduo}Lllke
ropionibactenum Vaillonela ostridiales microbiota
L. ) _— 2
S T %3"{
= 2o
y . \ Familial transmission
Bifidobacterium Environmental exposura
Microbiota  Lactobacillus
/ depletion Christensenellaceas \
2,
O;,\u.;. F g (’9,\]\.‘ ((\
: B&
r N T
[Gut microbiota] [Vaginal infeclion] [Pen'odontitisl {Antibiotics] [Breast-faedingj ]Host genetics] [EnvironmenJ
Maternal factors Postnatal factors

Figura 2- Fatores que influenciam o microbioma humano (Tamburini, et al., 2016).
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A dieta é um dos fatores que influencia de forma significativa a evolucdo do microbioma.
Algo téo trivial como o facto do recém-nascido ser alimentado através de leite de formula
ou leite materno faz toda a diferenca na sua composicdo. Os bebés que sdo amamentados
estdo expostos ao microbioma do leite materno e da pele da mée, enquanto os bebés que
ingerem leite de férmula estdo expostos aos probidticos neste incluidos (Rautava et al.,
2012; Dreyer e Liebl, 2018).

A microbiota do leite materno é bastante diversificada e a sua proveniéncia é ainda uma
incégnita. Alguns autores defendem que € adquirida por contaminacdo, ou seja, através
da microbiota oral do bebé e da pele da mae, devido ao fluxo retrégrado do leite através
do mamilo, durante a amamentacdo. Porém, o facto do género Bifidobacterium ser
encontrado no leite materno parece contrariar a hipotese da contaminacéo, uma vez que,
estes microrganismos sdo anaerobios estritos e, portanto, a sua transferéncia da cavidade
oral do recém-nascido para a mama parece improvavel. Para além disso, é possivel o
isolamento de bactérias no colostro ainda antes do nascimento. Finalmente, alguns
estudos tém comprovado a detecdo de bactérias administradas oralmente no leite materno
(Jeurink et al., 2013; Rautava et al., 2012).

Atendendo a estas contrariedades, outros autores apoiam a possibilidade de existir um
caminho alternativo que leva a colonizacdo do leite materno por microrganismos da
microbiota intestinal da mde, ainda que o mecanismo exato dessa transferéncia nao seja
claro. De acordo com esta teoria, 0S microrganismos teriam a capacidade de atravessar as
células epiteliais e atingir a glandula mamaria sem gue, entretanto, fossem detidos pelo
sistema imunolégico. Para isso, algumas células (células dendriticas e macrofagos)

funcionariam como transportadores (Jeurink et al., 2013).

O leite materno possui também na sua composi¢do oligossacarideos e lactoferrina que
parecem contribuir para a proliferacdo de bactérias do género Bifidobacterium. Os
oligossacarideos do leite humano (Human Milk Oligosaccharides - HMO) nédo séo
digeridos pelo bebé, uma vez que este ndo possui as enzimas necessarias, funcionam por
isso como prebidticos, favorecendo o desenvolvimento do microbioma, em especial da
microbiota intestinal. Bifidobacterium tem a capacidade de fermentar estes compostos,
convertendo-os em acidos gordos de cadeia curta (Short-chain fatty acids, SCFAS). Isto
leva a uma diminuicdo do pH intestinal, o que inibe a proliferacdo de alguns

microrganismos patogénicos (Tamburini et al., 2016; Korpela e de Vos, 2018).
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Enquanto bebés amamentados com leite materno apresentam uma prevaléncia dos
géneros Bifidobacterium e Lactobacillus na sua microbiota intestinal, bebés
amamentados com leite de férmula tendem a possuir uma menor diversidade de
microrganismos, com predominio da ordem Clostridiales e do filo Proteobacteria (Dong
e Gupta, 2019). Estes dados parecem reforcar a importancia da amamentagdo sempre que

esta seja viavel.

A dieta é decisiva na constituicdo do microbioma humano, sobretudo, mas nao
exclusivamente, nos primeiros anos de vida, moldando-o durante toda a existéncia do ser
humano. O microbioma €, por isso, em parte, um reflexo daquilo que o individuo come
(Albenberg e Wu, 2014). Exempli gratia, um elemento muito comum na culinaria
japonesa séo as algas marinhas, em particular, a popular nori (Porphyra spp.), utilizada
para envolver o sushi. Ricas em polissacarideos sulfatados, as algas marinhas sdo de
dificil digestao, o que obrigou o microbioma dos Japoneses (consumidores) a adaptar- se
e a encontrar uma solugéo para as digerir. Estes hidratos de carbono s&o habitualmente
degradados por bactérias marinhas (Bacteroidetes) capazes de produzirem enzimas
especificas, nhomeadamente, enzimas ativas em hidratos de carbono, (Carbohydrate-
Active Enzymes, CAZymes). Os genes que codificam as CAZymes estdo ausentes no
genoma humano, logo, o que justifica a capacidade dos Japoneses digerirem estes
polissacarideos complexos (ausentes em plantas terrestres) € o facto dos genes que
codificam as CAZymes terem sido transferidos de bactérias marinhas para bactérias da
microbiota intestinal dos Japoneses, mais especificamente, para o Bacteroides plebeius.
A inclusdo das algas cruas na dieta permitiu 0 contacto das bactérias a estas associadas
com a microbiota intestinal. As algas marinhas séo, por isso, 0 vetor mais provavel para
explicar esta transferéncia de genes. Este tipo de variagdes no microbioma humano tende
a diminuir com a globalizacdo da industria alimentar (Hehemann et al., 2010; Lepage et
al., 2013; El Kaoutari et al., 2013).

Um outro exemplo da adaptacdo do microbioma humano ao ambiente, mais
especificamente a dieta, € 0 da comunidade tanzaniana de cagcadores-coletores Hadza. Os
Hadza alimentam-se da caga e das plantas silvestres que coletam. A sua dieta baseia-se
em carne, mel, bagas, frutos da arvore baoba e tubérculos. A microbiota intestinal dos
Hadza é caracterizada pela sua diversidade e riqueza, apresentando diferencas
importantissimas quando comparada com a microbiota intestinal da maioria da populacao

(Schnorr et al., 2014). Bifidobacterium (Actinobacteria), por exemplo, € um género
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ausente nos Hadza. Este género, esta muito associado a amamentacdo e ao inicio da
colonizagdo, sendo-lhe atribuido um papel promotor da satde do individuo, de tal modo
que € vulgarmente incluido em probidticos (Albenberg e Wu, 2014).
Surpreendentemente, estes microrganismos foram erradicados da microbiota intestinal
dos Hadza, talvez por esta comunidade, apds desmame, ndo incluir na sua alimentagédo
produtos de origem agro-pastoral, ou, pelo facto de ndo criarem gado, obtendo a carne
essencialmente atraves da caca. Bifidobacterium esta presente na microbiota intestinal do
gado, mas atendendo ao estilo de vida destes cacadores-coletores, esta também nédo € uma

via que permita a sua exposi¢cdo aos microrganismos supracitados (Schnorr et al., 2014).

Os filos Proteobacteria e Spirochaetes possuem elevada representacdo no que respeita a
microbiota intestinal dos Hadza. Ao nivel do género, Prevotella (Bacteroidetes) e
Treponema (Spirochaetes) tém maior visibilidade, isto porque a maior ingestao de plantas
e fibras exigiu a expansdo de géneros produtores de enzimas que garantissem a digestdo
eficiente de celulose e xilano. Portanto, em individuos saudaveis da comunidade Hadza,
microrganismos ditos patogénicos (como € o caso do Treponema, associado a patologias
como a sifilis, bouba e bejel) ganham terreno, enquanto, aqueles que a partida trariam
maior beneficio sofrem deplecdo (Schnorr et al., 2014). Isto levanta questfes acerca do
que € um microbioma saudavel e se existird ou ndo um conjunto de microrganismos
ideais, isto €, comuns a todos os individuos saudaveis - “core microbiome” (Aguirre de
Carcer, 2018) Neste caso em concreto, 0 microbioma dos Hadza encontrou um equilibrio
diferente do da maioria dos individuos, o que, mais uma vez, revela 0 seu caracter
adaptativo (Schnorr et al., 2014).

A dieta ocidental, rica em proteina animal, acUcar, sal e gordura e pobre em fibras, em
nada se assemelha a dieta mediterranea, que valoriza mais alimentos como o azeite, fruta,
vegetais, leite, cereais e queijo, desmerecendo as carnes vermelhas e as gorduras
saturadas. Estas diferencas tém consequéncias no microbioma do individuo, sobretudo na
microbiota intestinal (Childs, 2018). Assim, a microbiota intestinal de individuos que
seguem uma dieta ocidental caracteriza-se por uma menor diversidade de
microrganismos. Neste contexto, o0s g@éneros Bifidobacterium, Eubacterium e
Lactobacillus encontram-se em menor nimero, enquanto, o género Enterobacter tem um
claro destaque. Por outro lado, a microbiota intestinal de individuos que se regem por
uma dieta mediterranea, apresenta um predominio de Lactobacillus, Bifidobacterium,

Eubacterium e Prevotella (Singh et al., 2017).
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Os antibioticos sdo também importantes modeladores do microbioma humano, estando
entre as drogas mais prescritas para criangas (Neuman et al., 2018). A sua administragéo
parece modificar de forma expressiva o microbioma, sendo que o tipo e a dose de

antibidtico utilizado influenciam a extensao da transformacéao (Nicholas, 2016).

De um modo geral, a administracdo de antibioticos modifica 0 microbioma, levando a
uma reducdo do numero de microrganismos que o compdem, a uma quebra na sua
diversidade e a um aumento do nimero de espécies resistentes. A menor diversidade
filogenética favorece a incursdo de microorganismos patogénicos. O microbioma,
eventualmente, retorna ao seu estado inicial, porém o tempo necessario para que isso
aconteca varia de individuo para individuo e varia de microbiota para microbiota,
podendo durar semanas ou anos. Do mesmo modo, diferentes antibidticos originam
diferentes efeitos no microbioma (Langdon, Crook e Dantas, 2016; Neuman et al., 2018;
Cabral et al., 2019). A influéncia destes farmacos ndo se cinge ao nivel taxonémico, ou
seja, as alteragdes a nivel quantitativo entre os diferentes taxa, mas também ao nivel

genomico, protedmico e metabdlico (Lepage et al., 2013).

Em suma, resiliéncia, redundéncia funcional e dinamica séo adjetivos que caracterizam o
microbioma humano. A cada perturbacao este reage, de modo a garantir a continuidade
das suas fungfes essenciais e a regressar, tanto quanto possivel, ao estado inicial. Cada
alimento consumido, cada antibiético administrado, cada novo ambiente, exige um novo
ajuste e, por isso, a adaptacdo é constante (Dethlefsen e Relman, 2011; Cho e Blaser,
2012).

ii. As diferentes microbiotas

Como descrito na figura 3, o microbioma humano é constituido maioritariamente por
bactérias, sendo que, no seu conjunto, os filos Firmicutes e Bacteroidetes representam
99% do seu todo. A restante percentagem (1%) refere-se a elementos dos filos
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Cyanobacteria, Actinobacteria,
Spirochaetes e inclui também outros microrganismos como fungos, protozoarios, virus e

arquea (Ferrer et al., 2017).
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O estudo do microbioma humano tem incidido mais na microbiota intestinal, oral,

urogenital e da pele, conforme evidenciado na figura 4. Entre estas, as duas primeiras

apresentam clara supremacia e serdo, por esse motivo, as mais enfatizadas nesta

dissertacéo.

samples by Pnmary Site

l I ] E= -— —
= = 11} 1] w = O s -
R El HE EE R S EE R LR E I Rk PR i
Ugﬂ gﬂ?g‘ggfcb:mgEEQ?EEEEEEEhmgggﬁgQBBE 82=28
EPEEE?—"’ECU TEogo0 == T ¥ @S5G —EE'E!EIJ'“ ET‘E o
= 27E5sSE Ectsoo8ss 8583 557 EER508 £V =
= =g= < ® o= @ @ = =2
8 ESEZS 3R353388 E B 45 € o585 & &
= Eﬁg ETEE SaoeE = 2 mco B ]
a 2 3 ZJ2EfFSE B S TE 0
=] T @ el o = B2 o @
= 2 B £ B S =
& & 2 @ @
BB 5 &
2 o
= 2 2
Body site

Figura 4- Representacdo grafica do total de amostras recolhidas por local, no ambito do Projeto do

Microbioma Humano. Disponivel em <portal.hmpdacc.org>. Consultado em 01.09.2020.

12

foot

appendix

thigh
colon

terminal leum



O papel do Microbioma Humano na sadde e na doenga

a. Microbiota do trato urogenital feminino

A microbiota do trato urogenital feminino situa-se principalmente entre o Gltimo terco da
uretra e a vagina. Os rins continuam a ser considerados estéreis. Os filos com maior
representatividade sdo Firmicutes (60-65%), Bacteroidetes (18%), Actinobacteria (12—
16%), Fusobacteria (3%) e Proteobacteria (2%). No que concerne ao género,

Lactobacillus, Prevotella e Gardnerella sdo os mais abundantes (Tungland, 2018).

A pouca diversidade da microbiota vaginal saudavel ndo se reflete na maioria das
restantes microbiotas e contraria a nocdo de que a diversidade microbiana € uma
caracteristica imprescindivel a uma microbiota s& (Lloyd-Price, Abu-Ali e Huttenhower,
2016). Fatores como a gravidez (diminuigdo do pH), a administracdo de antibidticos, a
relacdo sexual, o uso de certos métodos contracetivos (e.g. espermicidas), a utilizacéo de
pensos higiénicos e a altura do ciclo menstrual podem comprometer a homeostasia

vaginal e causar disbiose (Tungland, 2018).

Por norma, a microbiota saudavel da mulher em idade reprodutiva enquadra-se hum de
cinco tipos, quatro dos quais, dominados por Lactobacillus. Este &, de facto, o género que
impera na microbiota vaginal da maioria das mulheres, particularmente as espécies
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners e Lactobacillus
jensenii (Lloyd-Price, Abu-Ali e Huttenhower, 2016). Esta superioridade ocorre,
sobretudo, apds a menarca, altura em que as alteracbes hormonais levam a uma maior
disponibilidade de glicogénio, convertido, pelo citado género, em acido lactico. O acido
lactico reduz o pH vaginal impedindo, desta forma, a colonizacdo de diversos
microrganismos patogénicos. O quinto grupo distingue-se pelo aumento de outras
espécies anaerdbias (v.g. Gardnerella, Prevotella, Atopobium, Megasphaera e
Peptoniphilus), da diversidade microbiana e do pH, caracteristicas curiosamente comuns
a um quadro de vaginose bacteriana (Younes et al., 2018; Onderdonk, Delaney e
Fichorova, 2016; Smith e Ravel, 2017).

Além da diminuicdo do pH vaginal, Lactobacillus utiliza outras armas contra
microrganismos invasores, nomeadamente a producdo de compostos bactericidas e
bacteriostaticos, a inducdo da autofagia em células infetadas por microrganismos, a

competicdo pelos mesmos locais de adesdo e a manutengdo da integridade do epitélio,
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uma vez que, promovem a secrecdo de muco (Yang et al., 2021; Ravel e Brotman, 2016;

Younes et al., 2018). A figura 5 resume algumas destas funcdes.
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lactico adesdo
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‘ Bacteriocinas ‘ l H,0, INRAEES

Figura 5- Func¢des da microbiota vaginal. Adaptado de Appanna, 2017.

Estas funcgdes enaltecem o papel protetor da microbiota vaginal. Esta defende o organismo
de infecBes do trato urogenital (e.g. vaginose bacteriana) e de doencas sexualmente
transmissiveis (e.g. infe¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana). Desequilibrios na
sua composicdo podem, inclusive, contribuir para o desenvolvimento da doenca
inflamatdria pélvica, comprometer a fertilidade ou culminar num parto prematuro (Smith
e Ravel, 2017; Ravel e Brotman, 2016).

As variagdes hormonais influenciam a composicdo da microbiota vaginal ao longo de
cada ciclo menstrual e de toda a vida. Durante a menstruagédo, a maior disponibilidade de
ferro parece contribuir para um predominio de Gardnerella vaginalis e Lactobacillus
iners. Na gravidez, a microbiota vaginal torna-se mais estavel e mais acida, apresentando
um maior numero de Lactobacillus e uma diminuicdo de espécies anaerdbias, Vv.g.
Prevotella. J& na menopausa, o género Lactobacillus é suplantado por outros generos
anaerdbios (Appanna, 2017; Tungland, 2018).

A microbiota do aparelho reprodutor masculino encontra-se menos explorada na literatura
cientifica, embora pareca desempenhar um importante papel na predisposicdo para

infecBes sexualmente transmissiveis (Meisel e Grice, 2016).
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b. Microbiota da Pele

Ao longo de toda a sua extensdo, a pele possui diferentes microclimas que permitem,
meramente, a sobrevivéncia e proliferacdo dos microrganismos com maior capacidade de
adaptacdo. Com zonas humidas, secas, aerdbias, anaerobias, mais acidas ou mais
alcalinas, a pele, apesar de toda a sua adversidade, tornou-se o habitat ideal para uma

microbiota Unica (Dreno et al., 2016).

A microbiota da pele (MBP) é dindmica, adaptando-se as caracteristicas do nicho que
ocupa. Por exemplo, na puberdade, o aumento da producédo de sebo leva ao predominio
de Propionibacterium acnes, uma bactéria capaz de hidrolisar triglicerideos (Cundell,

2018; Christensen e Bruggemann, 2014).

Foram identificados, até ao momento, pelo menos 19 filos de bactérias constituintes da
microbiota da pele, entre os quais merecem destaque 0s seguintes: Actinobacteria
(51,8%), Firmicutes (24,4%), Proteobacteria (16,5%) e Bacteroidetes (6,3%). Os géneros
mais abundantes s@o Corynebacterium, Propionibacterium e Staphylococcus,
dependendo o seu predominio do nicho em questdo (Woo e Sibley, 2020; Chen e Tsao,
2013).

Os fungos fazem-se representar principalmente pelo género Malassezia, um género que,
em geral, tem especial afinidade para lipidos e que, por isso, pode ser encontrado em
zonas sebaceas. A predilecdo de Malassezia por estas areas prende-se com a sua

incapacidade de sintetizar lipidos (Grice e Dawson, 2017; Dreno et al., 2016).

Os artrépodes, por sua vez, embora em pequeno namero, também enriquecem a MBP,
sendo representados por apenas duas espécies: Demodex folliculorum (presente em
foliculos capilares) e Demodex brevis (presente em glandulas sebaceas e meibomianas)
(Grice e Segre, 2011).

A topografia é, de acordo com o exposto, um dos parametros responsaveis pelas variacdes
na constituicdlo da MBP, sendo que areas mais expostas sofrem variacbes mais
significativas do que areas mais resguardadas. Mas existem muitos outros fatores na base
destas flutuagdes, alguns relacionados com o hospedeiro, outros relacionados com o meio
ambiente. A titulo de exemplo, as altera¢cBes hormonais e a produgédo de sebo e de suor

contribuem para variagdes na microbiota, ao longo da vida e entre géneros. A toma de
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antibidticos e a exposicdo a luz UV (propriedades bactericidas) diminuem
significativamente a sua diversidade e 0 numero de microrganismos que a compdem.
Também a utilizacdo de cosméticos pode empobrecer (desodorizantes) ou enriquecer
(hidratantes) a MBP (Grice e Segre, 2011; Cundell, 2018).

c. Microbiota da cavidade oral

A cavidade oral, no seu todo, acolhe uma das mais opulentas e complexas comunidades
microbianas do corpo humano, logo a seguir ao célon, abarcando microrganismos de

todos os dominios e de varios reinos (Wade, 2013).

A maioria das bactérias da microbiota oral (94%) distribuem-se por seis filos: Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes e Fusobacteria.

Streptococcus é o género mais comum (Wade, 2013).

Cladosporium, Aureobasidium, Saccharomyces, Aspergillus, Fusarium e Cryptococcus
sdo alguns dos fungos em maior nimero na cavidade oral, embora, Candida seja 0 género
dominante. A sua aquisigdo parece estar relacionada com a microbiota vaginal materna
(durante o parto), com o ambiente nosocomial e com o0 contacto com objetos

contaminados (v.g. chupetas) (Sharma et al., 2018; Sampaio-Maia et al., 2016).

O dominio Archaea faz-se representar por escassas espécies, todas elas produtoras de
metano,  designadamente, Methanobrevibacter  oralis, Methanobacterium
curvum/congolense e Methanosarcina mazeii. Em algumas patologias orais, como na
periodontite, verifica-se um enriquecimento tanto deste dominio, como do reino Protozoa.
Os protozoarios da microbiota oral sdo maioritariamente saprofitas e utilizam os restos
de comida e as bactérias como fontes de energia. Encontram-se, por isso, em maior
namero quando a higiene oral é parca. Entamoeba gingivalis e Trichomonas tenax sdo as

espécies mais comuns (Sharma et al., 2018).

Quanto aos virus, a grande parte dagueles que constituem a microbiota oral sdo

bacteriofagos, ou seja, sdo virus que infetam bactérias (Baker et al., 2017).

Desde que Leeuwenhoek descobriu a existéncia de bactérias na cavidade oral, ha cerca

de quatro séculos, uma miriade de microrganismos foram, entretanto, revelados e
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caracterizados (Ursell et al., 2012). A cavidade oral esta em contacto constante com o
exterior e, obviamente, com uma grande quantidade de microrganismos. Porém, como ja
foi abordado, apenas aqueles que possuem maior capacidade de adaptacdo conseguem
instalar-se e constituir a microbiota autdctone. Os restantes, isto é, aqueles que ocupam a
cavidade oral apenas por um curto periodo de tempo, fazem parte da microbiota aloctone
ou transiente (Nobbs, Jenkinson e Jakubovics, 2011; Donaldson, Lee e Mazmanian,
2016).

A microbiota oral organiza-se em biofilmes, comunidades microbianas altamente
estruturadas, embebidas numa matriz polimérica produzida pelas mesmas. Os
microrganismos ligam-se a locais especificos das células epiteliais e/ou das outras
bactérias. A forma como aderem as varias superficies orais varia de acordo com a espécie.
Esta capacidade é imprescindivel a colonizacdo, uma vez que, de outra forma, os
microrganismos seriam envolvidos pela saliva e arrastados. Assim, a colonizacdo nao

ocorre ao acaso (Marsh e Zaura, 2017).

A colonizacdo inicia-se com Streptococcus e Fusobacterium. O primeiro é capaz de
metabolizar HMO. Os produtos da sua metabolizacdo transformam a cavidade oral no
nicho ideal para uma série de microrganismos. Algumas espécies de Streptococcus sdo
ainda capazes de clivar a IgA1, e, por isso, conseguem sobreviver num ambiente como o
que é proporcionado pela ingestdo do leite materno. Este é, assim, um elemento decisivo
para a colonizacdo dos restantes constituintes da microbiota oral (Nobbs, Jenkinson e
Jakubovics, 2011; Gomez e Nelson, 2017).

Fusobacterium, em especial, Fusobacterium nucleatum funciona como um elemento de
ligacdo ou intermediario, na medida em que, consegue aderir as especies pioneiras e
tambeém facilitar a agregacdo dos colonizadores mais tardios (Nobbs, Jenkinson e
Jakubovics, 2011).

A medida que ocorre a erupgéo dentaria, surgem novos locais de adesio para as bactérias.
Os dentes, sulcos gengivais, lingua, bochechas, amigdalas, palato duro e palato mole
constituem diferentes habitats para o desenvolvimento dos biofilmes orais (Sampaio-
Maia et al., 2016).

A cavidade oral faz parte do trato respiratério superior que, numa perspetiva

microbiologica, pode ser definido como uma sequéncia de nichos com comunidades
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distintas, embora relacionadas entre si (Lanaspa et al., 2017). As restantes estruturas do
trato respiratdério sdo bem mais parcas em microrganismos do que a cavidade oral. Os
diferentes gradientes fisioldgicos e microbiol6gicos presentes ao longo de todo o trato séo
responsaveis pela diversidade de microrganismos que o ocupam (Man, De Steenhuijsen
Piters e Bogaert, 2017). Muitos desses microrganismos, embora comensais, Sdo
potencialmente patogénicos (v.g. Streptococcus pneumoniae), ou seja, S&0
microrganismos que ndo conferem qualquer perigo para o hospedeiro, desde que a
microbiota se encontre estavel. Porém, qualquer desequilibrio pode favorecer a sua
proliferacdo e causar, em consequéncia, infecbes (de Steenhuijsen Piters e Bogaert,
2016).

Quanto mais se estuda o microbioma humano mais se confirma a sua omnipresenga no
individuo. Os pulmdes, por exemplo, durante anos e anos, foram considerados estruturas
estéreis, até gque novos métodos de investigacdo do microbioma apresentaram evidéncia
contraria (Wang, Li e Tian, 2017). Na verdade, atendendo a grande adaptabilidade que a
maior parte dos microrganismos possui, seria pouco provavel que, um ambiente como
este, quente, hamido, rico em nutrientes e em oxigénio, se mantivesse livre de

microrganismos (Dickson e Huffnagle, 2015).

A microbiota pulmonar depende da migracdo de microrganismos do trato respiratorio
superior, da eliminacdo dos microrganismos pelos mecanismos de defesa naturais (tosse,
depuracdo mucociliar e o sistema imunitario) e das condi¢des ambientais deste 6rgao.
Estas condicGes variam em funcdo do estado de saude do individuo e influenciam a taxa

de crescimento microbiano (Dickson e Huffnagle, 2015; Dickson et al., 2016).

d. Microbiota do trato gastrointestinal

Por fim, o trato gastrointestinal (TGI) alberga uma das comunidades microbianas que
maior interesse tem despertado. A sua densidade, complexidade e dindmica tém sido foco

de especial atencdo (Golofast e Vales, 2020).

Entre os projetos que se tém dedicado a desvendar a microbiota intestinal, o europeu
MetaHIT (metagenomics of the Human Intestinal Tract) é um dos de maior relevo
(Lepage et al., 2013). Bactérias, virus, fungos, arqueias e protozoarios colonizam o TGl,
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sendo que, sem surpresa, as bacterias prevalecem sobre todos 0s outros microrganismos,
distribuindo-se essencialmente por quatro filos: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria
e Actinobacteria. Os dois primeiros sdo os mais abundantes representando 60% e 20% da

microbiota intestinal, respetivamente (Sarojini, 2018).

Os bacteriofagos encontram-se em elevado numero no TGI. Por influenciarem a
comunidade bacteriana tém sido investigados como potenciais biomarcadores e
ferramentas terapéuticas. Ja os elementos eucariotas da microbiota intestinal, tais como,
Candida albicans, Malassezia e Saccharomyces, sdo menos abundantes (Lavelle e Hill,
2019).

Alguns autores tém introduzido a nogdo de que os individuos podem ser distinguidos com
base na composicdo da sua microbiota intestinal, ou seja, podem ser classificados de
acordo com o seu enterotipo. Esta classificacdo seria preferivel a definicdo de uma “core
microbiota” comum a todos o0s seres humanos, uma vez que facilitaria o desenvolvimento
de estratégias mais personalizadas de diagndstico e tratamento de doencas relacionadas
com desequilibrios do microbioma (Knights et al., 2014).

Mais uma vez, a elevada presenca de Lactobacillus no TGl do recém-nascido esta
intrinsecamente associada a microbiota vaginal da mée e do leite materno. Estas bactérias
moldam o nicho que ocupam preparando-o0 para a colonizagcdo por subsequentes
microrganismos. A cesariana e a ingestdo do leite de formula podem comprometer esta

sucessdo (Cho e Blaser, 2012).

O conteddo microbiano varia ao longo do extenso TGI, apresentando-se mais modesto na
zona do esofago e estbmago e mais rico na zona do colon. Tal facto deve-se a condigdes
ambientais, como por exemplo, mudancas na concentracdo de oxigénio, pH e motilidade
(Ishiguro, Haskey e Campbell, 2018a; Donaldson, Lee e Mazmanian, 2016). A titulo de
exemplo, no intestino delgado, o pH mais &cido, o transito intestinal mais rapido (adesdo
microbiana mais dificil) e a elevada quantidade de acidos biliares sdo responsaveis por
uma microbiota menos abundante do que a do colon, estrutura que, pela sua elevada
densidade microbiana e facil acesso (através das fezes) tem sido uma das mais estudadas
e parece ser a que maior impacto possui na saude do individuo. Talvez por isso,

frequentemente, o termo microbiota intestinal seja empregue referindo-se ao conjunto de
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microrganismos presentes no célon e ndo em todo o trato (Ishiguro, Haskey e Campbell,
2018a).

A caracterizacdo das diferentes microbiotas foi um dos primeiros objetivos do estudo do
microbioma humano, porém, novas abordagens tém incidido também na investigacao das

suas funcdes e da sua influéncia no organismo humano.

2. O papel do microbioma na saude

O microbioma evoluiu paralelamente ao Homo sapiens. Esta evolucao conjunta resultou
numa interdependéncia que se reflete no estado de sadde do individuo. Embora invisivel
ao olho nu, torna o organismo capaz de desempenhar fungdes essenciais, inexequiveis na
sua auséncia. Entre estas destacam-se, resumidamente, a manutengdo da barreira
intestinal, a metabolizacdo de hidratos de carbono, a defesa contra patdgenos, a sintese
de vitaminas e nutrientes essenciais e 0 desenvolvimento normal do sistema neuroldgico

e imunitario (Jones et al., 2014).

A figura 6 resume algumas das funcdes desempenhadas pelo microbioma com influéncia

no estado de salde do individuo.
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Figura 6- O papel do microbioma na satde (Jones et al, 2014).

.

A defesa contra microrganismos patogénicos nao se extingue na competicao por exclusao,
inclui também a producdo de compostos antimicrobianos. Por exemplo, na epiderme,
determinadas estirpes de Staphylococcus epidermidis produzem um serino-protease
extracelular (Esp), que inibe a formacdo de biofilmes por um dos principais responsaveis
por infecBes nosocomiais, Staphylococcus aureus. Para isso, degradam proteinas
essenciais para a adesdo e coesdo dos biofilmes e para a adesao de S. aureus as células do
hospedeiro (Sugimoto et al., 2013; Chen et al., 2013).

O sistema digestivo alberga a maior comunidade microbiana do corpo humano e,
portanto, o papel do microbioma intestinal na manutencéo da satde do individuo e no
desenvolvimento de doencas serd o mais explorado nesta dissertacdo. Dele depende a
biossintese e extracdo eficaz de nutrientes e vitaminas essenciais, tais como a vitamina k,
importante no processo de coagulacao, o acido félico, sintetizado por Bifidobacterium e
Lactobacillus, a vitamina B12 e outras vitaminas do complexo B, que s&o depois
absorvidas (Brenchley e Douek, 2012).

Sem o microbioma, alguns hidratos de carbono seriam indigeriveis, uma vez que, 0

individuo carece de enzimas necessarias a sua digestdo. O xiloglucano, por exemplo,
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presente em vegetais, € hidrolisado e fermentado exclusivamente por certas espécies de
Bacteroides Lactobacillus e Bifidobacterium metabolizam alguns oligossacarideos e
frutooligossacarideos (Shreiner, Kao e Young, 2015).

A ingestéo de fibras promove o crescimento de espécies capazes de as metabolizarem. Os
produtos da sua metabolizacdo sdo os SCFAS, como o butirato, o acetato ou o propionato.
A concentracdo dos SCFAs depende da composicdo da microbiota intestinal, da
quantidade de fibras ingeridas e do tempo de transito intestinal, mas, em média, ronda os
50-100 mmol.L* por dia (Wang et al., 2017; Tomova et al., 2019). Em ratos estéreis, a
sua concentracdo é praticamente nula (Tang e Hazen, 2017). Estes &cidos impedem a
propagacao de microrganismos patogénicos, na medida em que, reduzem o pH. Para além
disso, ativam recetores de &cidos gordos livres presentes em diversos tipos de células:
células epiteliais intestinais, células dendriticas, macréfagos, mastocitos, entre outras
(Mohajeri et al., 2018). Citando exemplo, ao estimular a producdo do péptido Y'Y pelas
células L da mucosa do TGI, os SCFAs conseguem regular o apetite. Do mesmo modo, a
inducdo da libertacdo de leptina pelos adipdcitos contribui para essa inibicao (Villanueva-
Millan, Perez-Matute e Oteo, 2015). Portanto, para além de funcionarem como uma fonte
de energia, os SCFAs possuem muitas outras funcdes, e.g., contribuem para a
homeostasia da glicose, regulam hormonas envolvidas no apetite e na supressao tumoral

e modulam a ag&o do sistema imunitario (Mohajeri et al., 2018).

Os acidos biliares secundarios sdo também um dos produtos do microbioma e partilham
algumas funcdes com os SCFAs. Para além de participarem na sintese e absorcdo de
colesterol, modulam as respostas do sistema imunitario e contribuem para a homeostasia

energética (Jones et al., 2014).

A relacdo entre 0 microbioma e o sistema imunitério é feita atraves da expressdo de
recetores de reconhecimento de padr@es por diversas células. Estes recetores reconhecem
padrdes moleculares associados a microrganismos, como por exemplo, LPS, flagelina e
acidos teicoicos. O seu reconhecimento desencadeia uma resposta antimicrobiana e
inflamatoria que resulta no aumento significativo da secrecdo de péptidos
antimicrobianos (AMPs), citocinas pro-inflamatorias (e.g. 1L-6 e TNF-a) e anti-
inflamatorias (e.g. I1L-10). A exposicdo prolongada dos recetores aos microrganismos
comensais induz a sua dessensibilizacdo (Grice e Segre, 2011; Frazao, Errante e Condino-
Neto, 2013).
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O microbioma é também responsavel pela producdo de compostos neuroativos, tais como
a serotonina (5-HT) e o &cido gama-aminobutirico (Gamma-AminoButyric Acid, GABA).
(Ghaisas, Maher e Kanthasamy, 2016) Para tal, utiliza amino&cidos obtidos através de
alimentos ou sintetizados pelos microrganismos que o constituem. A 5-HT, por exemplo,
¢ obtida a partir do triptofano, um aminoacido essencial que pode ser sintetizado por
Bifidobacterium. Estes compostos influenciam o sistema nervoso central, interagindo
com os recetores presentes no TGI, ou entdo, invadindo a corrente sanguinea e
atravessando a barreira hematoencefalica (BHE). Flutua¢BGes na concentracao intestinal
dos neurotransmissores sdo comunicadas ao sistema nervoso central pelo eixo cérebro-
intestino. Este eixo permite a comunicacdo bilateral e indireta entre o cérebro e o
intestino, atraveés de diversas vias, nomeadamente, via imunoldgica (citocinas), enddcrina
(eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal), metabolica e neural (nervo vago) (Dinan e Cryan,
2017). Os SCFAs funcionam como mediadores desta comunicacdo. Uma vez na corrente
sanguinea, conseguem influenciar diretamente o cérebro ligando-se a transportadores de
monocarboxilatos expressos na BHE e atravessando-a. Estes compostos promovem
também a maturacdo da microglia e comportam-se como inibidores das histonas
deacetilases, o que parece ter efeitos benéficos para a saide mental do individuo (Cussotto
etal., 2018).

O cérebro influencia ndo s6 a composi¢do da microbiota intestinal, como também a
funcdo e permeabilidade intestinais. Do mesmo modo, a microbiota intestinal tem uma
notavel influéncia no comportamento, na memoria, na aprendizagem, na salde e nas
doencas relacionadas com o sistema nervoso (Matsumoto et al., 2013). Um exemplo desta
relacdo € a tendéncia de individuos que sofrem de doencas inflamatdrias intestinais para

emoc0Oes como a ansiedade e a depressao (Lyte, 2013).

Em suma, o organismo humano e o microbioma construiram uma relagdo assente num

beneficio mutuo. Disturbios nessa interacdo podem comprometer a saude do individuo.

3. O papel do microbioma na doenga

Em circunstancias normais, os elementos que compdem o microbioma encontram-se em
harmonia. Contudo, se, por algum motivo, ha um desequilibrio que leva a uma anormal

supremacia de determinados microrganismos face a outros, entdo as fungdes que lhe
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cabem podem ser postas em causa e a saude do individuo pode ficar comprometida. O
termo utilizado para definir estas oscilagdes é dishiose - um desequilibrio na composicao
taxondmica da microbiota (Jovel et al., 2018; Ferrer et al., 2017). A simplicidade desta
definicdo contrasta com a dificuldade em caracterizar convenientemente a microbiota
saudavel, uma vez que esta varia significativamente de individuo para individuo e é

influenciada por maltiplos fatores (Neuman et al., 2018).

De um modo geral, o filo Firmicutes, particularmente os géneros Faecalibacterium e
Roseburia, tem sido associado a populacdo saudavel e, por isso, frequentemente,

encontra-se reduzido na presenca de certas patologias (Jones et al., 2014).

De acordo com a hip6tese da biodiversidade, a exposi¢do reduzida a microbiota ambiental
tem como consequéncia um desenvolvimento anormal do sistema imunitario e, portanto,
uma microbiota diversa € sindbnimo de satde (Zeeuwen et al., 2013). De facto, a pouca
diversidade microbiana associada a dishiose resulta de uma menor transmissao horizontal
e vertical de microrganismos. Para isso, tém contribuido, conforme abordado
anteriormente, fatores como o aumento do nimero de cesarianas, a substituicdo da
amamentacdo pelo leite de férmula, a reducdo do nimero de elementos do agregado

familiar, a excessiva administracdo de antibioticos e a dieta (Jones et al., 2014).

A questdo que se coloca atualmente é se a dishiose esta na origem de determinadas
patologias ou se, por outro lado, é o contexto patolégico que estd na base da disbiose, ou
seja, se os desequilibrios identificados na microbiota sdo a causa ou a consequéncia de
patologias. De qualquer forma, a relacdo entre ambos é inquestionavel (Althani et al.,
2016).

O papel do microbioma na doenca néo se restringe a patologias locais (carie dentaria ou
vaginose bacteriana). Da disbiose podem resultar diversas complicagbes, como doencas
metabdlicas, doencas intestinais, doengas relacionadas com o sistema nervoso e com o

sistema imunitario (Pflughoeft e Versalovic, 2012; Ishiguro, Haskey e Campbell, 2018b).

I. Vaginose Bacteriana

Contrariamente a disbiose, a eubiose descreve o estado saudavel da microbiota. As

constantes flutuagdes que ocorrem na microbiota vaginal e o facto de existirem espécies
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comuns aos dois estados torna, por vezes, dificil a sua distingdo (Younes et al., 2018).
Como anteriormente descrito, ha inclusive um grupo de mulheres com uma microbiota
vaginal saudavel muito semelhante a microbiota tipica da vaginose bacteriana; uma
desordem vaginal cujos principais sintomas incluem: dor, prurido, sensacdo de
queimadura, corrimento e mau odor e que consiste num desequilibrio da microbiota
intestinal, no qual se verifica uma acentuada reducédo de Lactobacillus e um aumento de
géneros e espécies anaerdbias (nocivas para a satde do individuo), entre elas, Gardnerella
vaginalis, Atopobium vaginalis, Prevotella e Porphyromonas (Onderdonk, Delaney e
Fichorova, 2016).

Biofilmes espessos e muito aderentes sdo proprios desta patologia e conferem elevada
resisténcia aos microrganismos que os compdem, tanto contra o sistema imunitario do
hospedeiro como contra os microrganismos benéficos da microbiota vaginal. Uma das
espécies mais importantes na sua constituicdo € G. vaginalis. A capacidade gque esta
espécie tem de produzir adesinas e citolisinas torna-a pioneira na formacéo do biofilme
vaginal. As adesinas permitem a sua adesao ao epitélio vaginal e as citolisinas, para além
de induzirem a morte celular, também aumentam a disponibilidade de nutrientes. G.
vaginalis torna o ambiente favoravel a adesdo de A. vaginae, a segunda espécie
colonizadora dos biofilmes na vaginose bacteriana (Onderdonk, Delaney e Fichorova,
2016).

Tanto G. vaginalis como A. vaginae induzem a producéo de citocinas pro-inflamatérias,

de AMPs e de mucinas, contribuindo assim para a inflamacdo (Younes et al., 2018).

Prevotella é produtora de poliaminas (putrescina, cadaverina e trimetilamina)
responsaveis pelo aumento do pH. Um pH mais elevado favorece o crescimento de outros
microrganismos anaerobios associados a vaginose bacteriana, v.g. G. vaginalis. Esta
espécie, por sua vez, produz aminoacidos que sdo utilizados como substrato por
Prevotella, o que comprova a relacéo simbiotica dos intervenientes (Onderdonk, Delaney
e Fichorova, 2016).
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ii. Ache

A acne é uma condicdo cutdnea muito comum, sobretudo em adolescentes, marcada por
hiperqueratinizagdo folicular, inflamacédo, disbiose e elevada producéo de sebo nas
unidades pilossebaceas (unidades formadas pelos foliculos pilosos e glandulas sebaceas)
(Lee, Byun e Kim, 2019; Woo e Sibley, 2020).

Numa pele saudavel, a presenca de S. epidermidis limita o crescimento de Cutibacterium
acnes através da secrecdo de &cido sucinico. Além disso, suprime a producéo de citocinas
pré-inflamatorias pelos queratindcitos, pelo que a sua utilizacdo em probidticos com o
objetivo de prevenir ou tratar esta patologia tem sido explorada. (Wang et al., 2014) C.
acnes, por sua vez, secreta acido propionico e hidrolisa triglicerideos, abundantes nas
zonas sebaceas. Desta forma, mantém o pH acido e, consequentemente, limita o
crescimento de microrganismos potencialmente patogénicos, e.g. S. aureus e

Streptococcus pyogenes (Claudel et al., 2019).

A disbiose leva a ativacdo da imunidade inata contribuindo para a inflamag&o. No caso
especifico da acne, a dishiose € caracterizada pela pouca diversidade e empobrecimento
da microbiota da pele. O filo Proteobacteria encontra-se diminuido em zonas com
comeddes e lesbes papulopostulares, enquanto Cutibacterium e Staphylococcus
predominam em areas ricas em sebo (Woo e Sibley, 2020). De facto, quanto maior a
concentracdo de sebo, maior o crescimento de C. acnes, mas apenas algumas estirpes
deste microrganismo anaerobio, aerotolerante, de Gram-positivo estdo relacionadas com
esta patologia (Keisha Findley e Grice, 2014). O seu papel no agravamento da acne deve-
se a capacidade de promocéo da lipogénese, da resposta inflamatéria e da formacéao de
comeddes que resulta da sua acdo sobre sebdcitos, queratindcitos e mondcitos. O
reconhecimento de C.acnes pelos recetores presentes nestas células ( e.g. recetores do
tipo Toll-2 e 4 e recetor CD-36) induz a libertacdo de diversas citocinas pro-inflamatorias
e de espécies reativas de oxigénio, contribuindo para o processo inflamatdrio da pele (Lee,
Byun e Kim, 2019).

C.acnes possui ainda diversos fatores de viruléncia que facilitam a invasdo da pele e que
Ihe conferem elevada resisténcia a antibidticos. Entre eles destacam-se a producdo de
enzimas (lipases, preoteases e hialuronato liases) e a formag&o de biofilmes (Lee, Byun e
Kim, 2019).

26



O papel do Microbioma Humano na sadde e na doenga

A microbiota intestinal parece influenciar também a microbiota da pele, de um modo
direto e indireto. Quando a barreira intestinal esta alterada, os elementos da microbiota
intestinal, bem como os seus metabolitos, podem atravessa-la e acumular-se na pele,
influenciando diretamente a sua estabilidade. Por outro lado, parece haver uma
comunicacdo bilateral entre a microbiota da pele e o cérebro, mediada pela microbiota
intestinal (eixo-cérebro-intestino-pele). Emocg6es, como por exemplo, a ansiedade, podem
alterar a microbiota intestinal e, consequentemente, potenciar a ocorréncia de processos

inflamatdrios locais e sistémicos (Lee, Byun e Kim, 2019).

iii. Doencas da cavidade oral

A cérie dentéria é uma das patologias orais mais comuns. A sua origem conjuga a elevada
ingestdo de hidratos de carbono e a excessiva producdo de acidos por bactérias presentes
na microbiota oral. Os hidratos de carbono sdo convertidos por bactérias produtoras de
acidos em acido latico, acido propionico e &cido acético. De forma a contrariar a descida
do pH e, portanto, manter a homeostasia, algumas bactérias produzem amonia através da
ureia ou da arginina. Quando ingeridos em demasia, os hidratos de carbono provocam um
grande aumento na producdo de acido, comprometendo assim a capacidade de
tamponamento da saliva e induzindo a reducdo do pH oral. Esta diminuicdo do pH leva a
alteracdes na composicao da microbiota oral, onde passam a prevalecer microrganismos
acidofilos e acido-tolerantes. A alteracdo da microbiota, marcada pela perda de
diversidade e de atividade metabodlica de bactérias benéficas para o hospedeiro, pode
culminar numa série de complicacdes, entre as quais, a carie dentaria, em que ocorre a

destruicdo da estrutura do dente (Zhang et al., 2018; Marsh e Zaura, 2017).

Inicialmente, a cérie dentaria era associada apenas a Streptococcus mutans. Todavia, na
base desta patologia ndo se encontra apenas uma espécie, mas antes uma complexa
comunidade microbiana. Lactobacillus, Bifidobacterium, Actinomyces,
Propionibacterium e Veillonella s&o géneros que também tém sido relacionados com esta
patologia, assim como outras espécies de Streptococcus (Zhang et al., 2018; Yang et al.,
2021).

A gengivite é uma doenca periodontal reversivel caracterizada por inflamacéo, inchaco e

vermelhiddo da gengiva e que resulta da resposta inflamatdria do organismo perante o
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biofilme que se forma na margem gengival. A resposta inflamatéria e 0 aumento do fluxo
crevicular gengival, associados a esta patologia, alteram o ambiente em torno da
microbiota, interferindo com as interacGes entre 0s seus elementos e, consequentemente,
com a sua composicao. Se nao for tratada atempadamente, a gengivite pode evoluir para
periodontite, uma inflamacdo cronica, desta vez irreversivel, que compromete os tecidos

de suporte do dente e que pode levar a sua perda (Zhang et al., 2018).

N&o obstante terem sido identificados varios conjuntos de microrganismos com um papel
ativo no desenvolvimento da periodontite, um deles, apelidado de “red complex”, parece
ser o mais temido. Este complexo inclui 0s seguintes microrganismos: Porphyromonas

gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola (Zhang et al., 2018)

A disbiose oral pode inclusive provocar complicagdes sistémicas. Os microrganismos que
constituem a microbiota oral podem deslocar-se para zonas fisicamente préximas como
¢ 0 caso da traqueia ou até dos pulmdes e, por conseguinte, causar infecdes (e.g.
pneumonia). Do mesmo modo, estes microrganismos podem atingir a corrente sanguinea
e causar complicacGes em qualquer outro local do organismo. A periodontite oral, na
gravida, por exemplo, pode acarretar complicacdes durante a gravidez e no parto, dado
que, o comprometimento do epitélio da zona afetada pode facilitar a invasdo da corrente
sanguinea pelos microrganismos ai presentes, possibilitando a sua migracdo para a
placenta. De modo semelhante, a migracdo destes microrganismos para as artérias, onde
segregam LPS e mediadores inflamatdrios, é uma das causas das complicacdes
cardiovasculares. Para além dos microrganismos, também as suas toxinas e/ou
mediadores inflamatorios, abundantes nas doencas periodontais, onde a inflamacéo é um
dos principais sintomas, podem entrar na corrente sanguinea e causar complicacdes fora
da cavidade oral. Este é um mecanismo que aparenta estar associado, por exemplo, a
Doenca de Alzheimer, na qual, a migracdo das moléculas inflamatdrias, presentes nas
zonas afetadas pela periodontite, para o cérebro, favorece a inflamagdo local e o
desenvolvimento da doenga (Yang et al., 2021).

iv. Doencas intestinais

A microbiota intestinal é aquela que maior influéncia exerce no desenvolvimento de

patologias e sera, obviamente, a mais explorada nesta dissertacdo. O seu desequilibrio
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pode culminar no desenvolvimento de diversas doencas: doencas autoimunes,
metabdlicas, neoplésicas, neuroldgicas, gastrointestinais, cardiovasculares e infeciosas
(Mimica, 2017).

Uma das consequéncias da disbiose intestinal é a infecdo por C. difficile (Khanna e Tosh,
2014). Este bacilo de Gram-positivo € um microrganismo comensal da flora intestinal
que, habitualmente, ndo causa qualquer transtorno. Todavia, a dishiose intestinal,
induzida, por exemplo, pela administragdo de antibidticos, pode permitir a proliferacdo
desta bactéria produtora de esporos e de toxinas e culminar num quadro de colite
pseudomembranosa, colocando em risco a vida do doente (Khanna e Tosh, 2014; Lynch
e Pedersen, 2016; Marques et al., 2016).

Infegdes por C. difficile sdo adquiridas com maior frequéncia em contexto hospitalar e o
seu tratamento é complicado. Os esporos conferem-lhe elevada resisténcia a maioria dos
antibidticos e sdo muitas vezes responsaveis pelo desenvolvimento de infecdes

recorrentes (Lynch e Pedersen, 2016).

A antibioterapia pode agravar o quadro existente, na medida em que pode contribuir para
um maior desequilibrio da microbiota intestinal. Em alternativa, tém surgido outras
opcdes de tratamento, como o transplante fecal que visa restabelecer a microbiota
saudavel (Khanna e Tosh, 2014; Mohajeri et al., 2018; Marques et al., 2016).

As doencas inflamatorias intestinais (Inflammatory bowel diseases, IBDs) sdo um
conjunto de patologias do TGI caracterizadas por inflamacao cronica, dor abdominal e
alteracdes no transito intestinal (Dinan e Cryan, 2015). A doenca de Crohn e a colite
ulcerosa estdo incluidas neste grupo de doencas. As causas ndo sdo ainda claras, contudo,
acredita-se que uma desregulacdo na comunicacdo entre o sistema imunitario e a
microbiota intestinal possa contribuir para o seu desenvolvimento (Jovel et al., 2018;
Marques et al., 2016; Khan et al., 2019).

As IBDs caracterizam-se por uma reducdo de bactérias comensais benéficas para a satde
do individuo e um predominio de bactérias prejudiciais. Firmicutes e Bacteroidetes
apresentam especial reducdo, ao contrario do filo Proteobacteria, em particular, a familia
Enterobacteriaceae, que sofre um aumento consideravel. Atendendo a estes factos, o
aumento do numero de Firmicutes no TGI tem sido encarado como uma estratégia no
tratamento das IBDs (Althani et al., 2016; Zuo e Ng, 2018).
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Ao nivel da espécie, verifica-se um aumento de Mycobacterium avium subsp.para-
tuberculosis e Escherichia coli, em especial a estirpe Escherichia coli aderente-invasiva
(Adherent-invasive Escherichia coli, AIEC) (Khan et al., 2019). O género
Fusobacterium, que tal como AIEC possui capacidades aderentes e invasivas, encontra-

se também aumentado nestas patologias (Zuo e Ng, 2018).

Assim como existem bactérias fomentadoras das IBDs, existem também bactérias com
uma funcdo protetora. E o caso de Lactobacillus, Bifidobacterium e Faecalibacterium
que reduzem a resposta inflamatdéria estimulando a producdo de citocinas anti-
inflamatdrias, a0 mesmo tempo que inibem a producdo de citocinas pro-inflamatdrias
(Zuo e Ng, 2018). Destarte, ndo é de estranhar a menor representacao destes géneros nas
IBDs (Althani et al., 2016).

A diminuicéo da diversidade bacteriana parece coincidir com o aumento de bacteridfagos
da ordem Caudovirales, o que alerta para a importancia do viroma na disbiose bacteriana.
Ja em relacdo ao micobioma verifica-se um aumento nos filos Basidiomycota e
Ascomycota (em particular o género C. albicans) em comparacdo com individuos
saudaveis (Zuo e Ng, 2018).

A disbiose pode comprometer a barreira intestinal, logo a homeostasia intestinal.
Habitualmente, traduz-se em desequilibrios entre o nimero de células T auxiliares 17 (T
helper 17 cells, Th17), responsaveis por uma agdo pro-inflamatdria, e o nimero de células
T regulatérias (Regulatory T cells, Treg), que possuem uma acdo anti-inflamatoria. A
figura 7 resume as principais diferencas entre a microbiota intestinal do individuo

saudavel e a microbiota intestinal caracteristica das IBDs (Khan et al., 2019).
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Figura 7- Diferencas entre a microbiota intestinal saudavel e a microbiota intestinal caracteristica das

doengas inflamatdrias intestinais (Khan et al., 2019).

O eixo cérebro-intestino explica a ligacdo entre as IBDs e estados como a depressdo e a
ansiedade (Dinan e Cryan, 2017). A perda de integridade da barreira intestinal, inerente
as IBDs, aumenta a concentracdo plasmatica de LPS e citocinas pro-inflamatérias e altera
a producdo de metabolitos e neurotransmissores pela microbiota. IL-6, TNF-a e proteina
C- reativa sdo alguns dos biomarcadores cujos niveis se encontram elevados tanto em
casos de depressao como de ansiedade (Kelly et al., 2015). Os efeitos desta elevagao estéo
descritos na figura 8 e traduzem-se na excessiva ativagdo do eixo hipotalamico-pituitario-
adrenocortical (Hypothalamic-Pituitary-Adrenocortical Axis, HPA), o que provoca um
aumento na producdo da hormona libertadora de corticotropina (corticotropin-releasing
hormone, CRH), pelo hipotdlamo. CRH estimula a libertagdo de adrenocorticotrofina
(adrenocorticotropic hormone, ACTH) pela adenohipofise e a Ultima, por sua vez,
estimula a libertacdo de cortisol pelas glandulas adrenais. O cortisol encontra-se
especialmente elevado em situacdes de stress (Clapp et al., 2017; Kelly et al., 2015;
Cussotto et al., 2018).

31



O papel do Microbioma Humano na salde e na doenga

Hypothalamus

CRF

o2 « Cytokines ,

SWeSTNE  wteld
IL-1, IL-6
Anteri _——ﬁ
pll:uet:::'yr / ] Blood vessel

Cortisol

3 Gut lumen-
Adrenal cortex

Figura 8- O sistema imune como intermediario da comunicagdo entre a microbiota intestinal e 0 eixo

hipotalamico - pituitario - adrenocortical (Cussotto et al., 2018).

v. Obesidade e diabetes mellitus tipo 2

A obesidade é uma das doencas metabdlicas cuja responsabilidade, em parte, pode ser
atribuida ao microbioma. Esta doenca resulta da acumulacdo excessiva de tecido adiposo
e, ha sua origem, tém sido apontados mdultiplos fatores, entre os quais fatores genéticos,
a dieta, o exercicio fisico e, mais recentemente, a disbiose (Dreyer e Liebl, 2018). A
influéncia que a ultima exerce sobre a permeabilidade intestinal e sobre a fermentacao e
absorcdo de hidratos de carbono indigeriveis pode explicar o seu papel no
desenvolvimento da epidemia abordada (Muscogiuri et al., 2019). Esta relacéo justifica,
por exemplo, a administracdo de doses subterapéuticas de antibidticos ao gado, com o
objetivo de acelerar o seu crescimento e aumentar a sua massa gorda (Hartstra et al.,
2015).

Mais do que uma questdo estética, a obesidade é a porta de entrada para inumeras
patologias com consequéncias graves, como a diabetes mellitus tipo 2 (Dreyer e Liebl,

2018). Tanto que, uma perda de peso na ordem dos 5-10% parece estar relacionada com
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a diminuicdo da resisténcia a insulina em individuos obesos ou com excesso de peso
(Everard e Cani, 2013).

Os metabolitos produzidos pela microbiota intestinal (v.g. SCFAs, acidos biliares
secundarios) e o LPS sdo os principais intervenientes nos mecanismos promotores das

desordens metabolicas (Villanueva-Millan, Perez-Matute e Oteo, 2015).

Para além da parca diversidade da microbiota intestinal do individuo obeso, existem
alteracOes na expressao dos dois filos dominantes da microbiota intestinal. Enquanto o
filo Firmicutes sofre um aumento, a representacdo do filo Bacteroidetes € diminuida. Esta
alteracdo ndo &, contudo, consensual entre os varios autores (Rosenbaum, Knight e Liebel,
2015). Relativamente a niveis mais baixos, o género Bifidobacterium esta diminuido tanto
na microbiota intestinal do obeso como na do diabético (Everard e Cani, 2013). O
aumento de Firmicutes, traduz-se num maior nimero de microrganismos capazes de
metabolizar os hidratos de carbono ingeridos de modo mais eficaz, convertendo-os em
SCFAs, ou seja, traduz-se numa maior capacidade da microbiota em obter energia. O
excesso de energia é armazenado sob a forma de glucose ou lipidos, promovendo a
obesidade. O papel obesogénico destes metabolitos é, contudo, controverso, uma vez que
também estdo envolvidos numa série de mecanismos promotores da perda de peso
(Chakraborti, 2015).

O local de eleicdo para a producdo dos SCFAs é o célon, mais especificamente, o cdlon
proximal, onde a quantidade de substrato disponivel é maior. Ai, os hidratos de carbono
indigeriveis sdo convertidos pela microbiota em SCFAS, didxido de carbono e hidrogénio.
A maior parte do butirato é utilizado como fonte de energia para o metabolismo celular,
contribuindo para a proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo dos enterdcitos e para a
libertacdo dos seus produtos, ou seja, para a integridade do epitélio intestinal. A sua
auséncia no colon induz a apoptose celular (Chakraborti, 2015; den Besten et al., 2013).
O propionato e o acetato, de um modo geral, migram através da corrente sanguinea até ao
figado e orgdos periféricos, onde funcionam como substratos na gliconeogénese e

lipogénese e, no caso do acetato, na sintese de colesterol (Hartstra et al., 2015).

Uma dieta rica em fibras, e, portanto, em SCFAs, estimula os recetores acoplados a
proteina G (G-protein-coupled receptors, GPRs), GPR 41 e GPR 43, presentes nas células

enteroendocrinas do epitélio intestinal. Em consequéncia, estes compostos diminuem a
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libertacdo de citocinas pré-inflamatorias, induzem a libertagdo de hormonas
gastrointestinais, tais como o péptido Y'Y e o péptido semelhante a glucagon 1 (Glucagon
-Like Peptide -1, GLP-1) e aumentam a producdo de leptina e a sensibilidade do
hipotdlamo para a ultima, contribuindo para a saciedade e, naturalmente, para a perda de
peso (Hartstra et al., 2015; Maruvada et al., 2017; Muscogiuri et al., 2019).

Por outro lado, uma dieta rica em gordura contribui para a disbiose intestinal, com
predominio de filos onde imperam bactérias de Gram-negativo, bactérias que contém LPS
na membrana externa. Esta alteracdo da microbiota reduz a expressao de genes que
codificam proteinas de juncdo intracelular (e.g. claudina e zonula ocludens-1), o que leva
a uma maior permeabilidade da barreira intestinal, facilitando a translocagdo dos
microrganismos e dos seus metabolitos para a corrente sanguinea. A elevada
concentracdo plasmatica desta endotoxina (endotoxemia metabolica) aumenta a
resisténcia a insulina e despoleta uma resposta imune inata no hospedeiro, contribuindo
para o processo inflamatdrio de baixo grau, crénico e sistémico que tdo bem caracteriza
a obesidade (Cani et al., 2012; Maruvada et al., 2017). A resposta inflamatéria induzida
pelo LPS enfraquece a integridade da barreira intestinal, que, por sua vez, propicia 0
aumento da concentracdo plasmatica de LPS e assim sucessivamente (Muscogiuri et al.,
2019).

A conversdo dos &cidos biliares primarios em secundarios estd dependente dos
microrganismos que compdem a microbiota intestinal. Estes metabolitos, quando
reconhecidos pelos recetores de acidos biliares acoplados a proteina G (G-protein-
coupled bile acid receptor, TGR-5), aumentam o gasto energético e a libertacdo de GLP-
1 nas células L intestinais. Possuem por isso um papel protetor, contrariando 0 aumento
de peso e a maior resisténcia a insulina (Gurung et al., 2020). Tanto no obeso quanto no
diabético, a quantidade destes metabolitos é diminuta, comparativamente ao individuo

saudavel (Cornejo-Pareja et al., 2019).

A microbiota intestinal parece controlar a expressédo da fosfatase alcalina intestinal, uma
enzima envolvida ndo s6 na digestdo de lipidos, mas também na desfosforilacdo da
componente lipidica do LPS. A sua expressao parece diminuida no obeso, o que pode

contribuir para a endotoxemia metabdlica (Everard e Cani, 2013).
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A obesidade parece também estar associada a uma menor expressdo do fator adiposo
induzido pelo jejum (fasting-induced adipocyte factor, FIAF) no epitélio intestinal. O
FIAF é um inibidor da lipase lipoproteica (LPL), logo a sua menor expressdo permite que
haja uma maior disponibilidade desta enzima que, para além de hidrolisar triglicerideos,
estimula o seu armazenamento nos adipdcitos, contribuindo para uma maior acumulacédo
de gordura (John e Mullin, 2016; Cornejo-Pareja et al., 2019).

Também a maior ativagdo do sistema endocanabindide no intestino e no tecido adiposo
parece estar associada a obesidade. Esta ativacdo, que se traduz na maior expressao do
recetor de canabinoides (CB1) e do seu agonista anandamida, resulta num aumento da
permeabilidade intestinal, da lipogénese e da concentracdo plasmatica de LPS (Muccioli
et al., 2010). Alguns estudos em ratos demonstram que a administracdo de antibiéticos
reduz a expressdo do mRNA de CB1, no colon, o que, mais uma vez, comprova a

influéncia da microbiota intestinal na obesidade (Everard e Cani, 2013).

A figura 9 resume os principais mecanismos que relacionam a microbiota intestinal com

a patologia abordada.
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A diabetes mellitus tipo 2 é uma patologia caracterizada, principalmente, pelo aumento
da producdo de glicose, no figado, e pela diminuigdo da secre¢do e acdo da insulina.
Contrariamente ao que acontece na obesidade, a microbiota intestinal do diabético
caracteriza-se por um aumento de Bacteroidetes e uma diminuicdo de Firmicutes,
sobretudo de bactérias produtoras de butirato (e.g. Roseburia intestinalis e
Faecalibacterium prausnitzii) (Moreno-Indias et al., 2014). O numero de espécies
redutoras de sulfato e degradadoras de mucina também aumenta (Tilg e Moschen, 2014)
Atendendo a que o butirato é essencial para a manutencdo da integridade do epitélio
intestinal, estas alteracbes podem favorecer a endotoxemia metabdlica. Como
anteriormente explicado, quando o LPS atinge a corrente sanguinea e é reconhecido pelos
recetores do tipo Toll (TLR4), despoleta uma resposta imune, na qual estimula a producao
de agentes pré-inflamatorios (e.g. 11-6 e TNF-a). Estes agentes contribuem para uma
maior resisténcia a insulina no figado, musculo e tecido adiposo, favorecendo o
desenvolvimento da diabetes tipo 2. Assim, também esta patologia assenta na producéao
de SCFAs (em especial o butirato) e na endotoxemia metabolica (Xiao e Zhao, 2014;
Moreno-Indias et al., 2014).

vi. Doengas cardiovasculares

As doengas cardiovasculares s&o a maior causa de morte mundial e, tal como a obesidade
e a diabetes, tém vindo a ser relacionadas com o microbioma. (Blekkenhorst et al., 2018)
A microbiota oral e a intestinal parecem ser as que maior impacto possuem nestas
doengas, uma vez que muitos dos microrganismos identificados nas placas

aterosclerdticas fazem parte da sua constitui¢do (Koren et al., 2011).

Sem surpresa, o LPS é um dos responsaveis pela inflamagdo que caracteriza as placas
ateroscleroticas (Yang et al., 2021). A diversidade microbiana nestes locais € muito
elevada, verificando-se um predominio de espécies que estimulam a producdo de
citocinas pro-inflamatorias (Saxena e Sharma, 2016). O enriquecimento do género
Collinsella e a reducdo em Roseburia e Eubacterium distinguem as microbiotas do

individuo saudavel e do doente com aterosclerose (Karlsson et al., 2012).

O N-6xido trimetilamina (Trimethylamine N-oxide, TMAO) é um produto fulcral no

desenvolvimento das doencas cardiovasculares. Este metabolito resulta da intervencao da

36



O papel do Microbioma Humano na sadde e na doenga

microbiota, que converte alguns nutrientes (v.g. fosfatidilcolina, colina e L-carnitina),
abundantes sobretudo em carnes vermelhas, em trimetilamina (TMA). A Ultima é
convertida, a posteriori, no figado, em TMAO, pela acdo da flavina monooxigenase
(Tang, Kitai e Hazen, 2017; Sarojini, 2018).

TMAO parece estar associado a uma maior acumulacao de gordura nas artérias, ou seja,
a aterosclerose, muito embora ndo se conheca em concreto 0 mecanismo exato desta
associacédo (Yoshida, Yamashita e Hirata, 2018; Saxena e Sharma, 2016). Este metabolito
parece promover a acumulacdo de gordura nas artérias atraves da inibicdo do transporte
reverso dos lipidos (transporte através de High Density Lipoproteins) e do bloqueio da
secrecdo de acidos biliares. Além disso, promove a formacdo de células espumosas
(macrdéfagos ricos em lipidos), na medida em que aumenta a expressao de CD36 e SRA,

recetores envolvidos na clearance de LDL (Liu, Niu e Zhang, 2015).

Curiosamente, a producdo de TMAO é muito maior em omnivoros do que em
vegetarianos, 0 que, novamente, comprova a influéncia de fatores ambientais, como a
dieta, no microbioma (Koeth et al., 2013). Uma dieta mais pobre em colina e nos restantes
substratos das TMA-liases, pode diminuir o risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. TMAO pode ser utilizado como um marcador, na determinacdo desse
risco (Yoshida, Yamashita e Hirata, 2018; Saxena e Sharma, 2016).

Relativamente a microbiota oral, a reducdo do nitrato ingerido em nitrito € uma das suas
funcBes. Uma vez na corrente sanguinea o nitrito € convertido em 6xido nitrico, essencial
para garantir o relaxamento do musculo liso da parede dos vasos sanguineas. A disbiose
oral, pode comprometer esta funcéo, promovendo a hipertenséo arterial (Wade, 2013;
Blekkenhorst et al., 2018).

vii. DistUrbios neurolégicas

Como mencionado previamente, 0 eixo cérebro-intestino permite a comunicacéo bilateral
entre estas estruturas. A comunicacdo é estabelecida por diferentes vias e intermediarios,
e.g. nervo vago, SCFAs, neurotransmissores, triptofano, hormonas gastrointestinais e
citocinas. E através deste eixo que a microbiota intestinal influéncia o sistema nervoso

central e vice-versa. O seu desequilibrio altera os niveis de neurotransmissores, dos seus
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recetores e de diversos fatores neurotréficos, o que contribui, em parte, para o
desenvolvimento de patologias como as IBDs, perturbacdes do comportamento alimentar
e varias desordens neuroldgicas, entre elas, depressao, doenca de Alzheimer e doenga de
Parkinson (Dinan e Cryan, 2017; Flux e Lowry, 2020; Troncoso-Escudero et al., 2018).

A influéncia do microbioma no desenvolvimento do transtorno depressivo maior,
vulgarmente denominado como depressdo, foi ja mencionado aquando da abordagem das
IBDs. De um modo geral, individuos que sofrem deste transtorno apresentam mau humor,
sono, alteracGes do apetite e do desejo sexual. Muitas vezes comportamentos suicidas e
de auto-mutilacdo podem estar associados a depressdo, pelo que, uma nova abordagem,
sustentada no papel que o microbioma desempenha na génese deste transtorno e no seu
potencial enquanto estratégia de tratamento, tem sido ambicionada (Dinan e Cryan,
2015).

Aparentemente, a disbiose intestinal, assente na reducao do filo Firmicutes e no aumento
de Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria, caracteriza esta patologia (Dinan e
Cryan, 2015). O aumento de géneros produtores do neurotransmissor inibitério GABA,
e.g. Bacteroides, pode contribuir para o estado depressivo (Johnson, 2020; Flux e Lowry,
2020). Além de influenciar a concentracdo de diversos neurotransmissores, a disbiose
parece associar-se a uma desregulacdo do HPA e a producdo exagerada de cortisol, como
explicado anteriormente (Clapp et al., 2017).

A doenca de Parkinson é uma das doencas neurodegenerativas mais prevalentes a nivel
mundial e é caracterizada por neuroinflamag&o, pela acumulagao da proteina a-sinucleina
(a-syn) e pela perda progressiva de neurénios dopaminérgicos na por¢do compacta da
substancia nigra (Cussotto et al., 2018). Os principais sintomas desta patologia s&o
bradicinesia, rigidez, tremor e instabilidade postural (Troncoso-Escudero et al., 2018;

Breugelmans, Winter e Smet, 2019).

Comparativamente ao individuo saudavel, a microbiota intestinal do doente com
Parkinson evidencia um aumento da familia Enterobacteriaceae e uma reducdo na familia
Prevotellaceae (Ghaisas, Maher e Kanthasamy, 2016). Estas oscila¢fes sdo responsaveis
por um dos distlrbios gastrointestinais mais comuns no doente com Parkinson, a
obstipacdo. Este disturbio, surge, normalmente, muito antes dos principais sintomas da

doenca e parece estar relacionado com a perda de bactérias produtoras de SCFAs -
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metabolitos promotores da motilidade intestinal (Troncoso-Escudero et al., 2018).

Também a dificuldade em caminhar e a instabilidade postural parecem estar relacionadas

com a disbiose intestinal mencionada (Dinan e Cryan, 2015).

A figura 10 demonstra que, juntamente com a dishiose, a producao excessiva de a-Syn

facilita o desenvolvimento da doenca de Parkinson. Este excesso é favorecido pela

microbiota e seus metabolitos (Sampson et al., 2016). A degeneracdo dos neurdnios

dopaminérgicos da substancia nigra, leva a acumulagdo de a-Syn e a sua agregagdo em

corpos de Lewy e neuritos de Lewy (Miraglia e Colla, 2019). De acordo com a hipétese

de Braak esta agregacdo inicia-se no intestino, mais concretamente, no plexo submucoso

e mioentérico, disseminando-se posteriormente para o cérebro, durante a comunicagao

nervosa. A sua acumulacéo no intestino promove a inflamacéo local e a permeabilidade

intestinal. Esta teoria é, contudo, controversa (Sampson et al., 2016; Miraglia e Colla,

2019; Santos et al., 2019). Enquanto os SCFAs favorecem a maturacdo da microglia

(células que protegem o sistema nervoso central), a-syn induz a sua ativacdo, promovendo

a neuroinflamacéo e a degeneracao neuronal (Troncoso-Escudero et al., 2018).
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Alguns estudos tém comprovado a diminuicdo da absorcdo de L-dopa em doentes
infetados por Helicobacter pylori e 0 aumento da sua concentragdo plasmatica apos
irradicacdo da bactéria. A infegcdo por H.pylori € muito comum no doente com Parkinson,
mas a divida mantém-se: Sera este microrganismo um dos responsaveis pela doenca, ou

sera a doenca a facilitar a sua invasao (Parashar e Udayabanu, 2017)?

4. Potencial da modela¢éo do microbioma na terapéutica

Partindo do pressuposto que desequilibrios no microbioma sdo sindnimo de doenca, entao
a recuperacao do microbioma saudavel pode ser uma alternativa terapéutica interessante.
Neste contexto, tém sido exploradas diferentes formas de modelar o microbioma
recuperando a sua harmonia, tais como 0 recurso a probidticos e prebioticos e o

transplante fecal (Preidis e Versalovic, 2009; Inda et al., 2019).

Probioticos sdo microrganismos vivos gque, quando administrados em doses adequadas,
conferem beneficios & satde do individuo. Podem ser utilizados isoladamente ou em
associacdo a prebiodticos (ingredientes alimentares ndo digeriveis, que afetam
positivamente o0 hospedeiro ao estimularem o crescimento e/ou atividade de
microrganismos benéficos para a salde humana). A conjugacdo de ambos da origem aos
simbioticos (Hill et al., 2014; Preidis e Versalovic, 2009).

De entre os microrganismos mais frequentemente incluidos em probi6ticos destacam-se:
Lactobacillus e Bifidobacterium. Lactococus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus e a
levedura Saccharomyces sao também muito utilizados (Markowiak e Slizewska, 2017).
Administrados isoladamente ou em associacgao, 0s probiodticos impedem o crescimento de
microrganismos patogénicos, competindo pelo mesmo nicho e produzindo compostos
com acgdo antimicrobiana. Além disso, modulam o sistema imunitério e reduzem a
permeabilidade intestinal e a concentracdo plasmatica de LPS (Wosinska et al., 2019).
Apesar de todo o potencial desta estratégia, os estudos que avaliam a eficacia da utilizacéo
de probiodticos no tratamento de doencas relacionadas com desequilibrios do microbioma
ndo sdo suficientes, nem consensuais. Os probidticos utilizados atualmente abrangem
escassas espécies de microrganismos e destinam-se a generalidade da populagdo (Lin et

al., 2019). Além disso, tanto os probidticos como o transplante fecal permitem
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restabelecer o microbioma saudavel apenas por um periodo limitado de tempo. Assim, a

necessidade de novas alternativas é clara.

A possibilidade de se desvendar o microbioma no seu todo, ou seja, de se identificar todos
0s seus elementos e produtos, as suas funcdes e 0 modo como interagem entre si e com 0
individuo pode abrir caminho também ao desenvolvimento de probioticos personalizados,
os chamados probidticos de préxima geracdo (Next Generation Probiotics, NGPs) que,
contrariamente aos tradicionais, se destinam a prevencdo e tratamento de doencas
especificas como as aqui abordadas. Por serem consideradas espécies-chave, isto é,
espécies cujo impacto na comunidade é desproporcionalmente grande atendendo a sua
abundéancia, Akkermansia muciniphila, Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides spp.,
Eubacterium halli e Clostridium cluster 1V sdo alguns dos atuais candidatos a NPGs
(Dahiya et al., 2019; Almeida et al., 2019).

A utilizacdo de antibidticos no combate a microrganismos invasores é uma estratégia
comum no tratamento de algumas disbioses, mas o impacto que causa em toda a
comunidade microbiana pode agravar o seu desequilibrio, ao invés de resolver a situacao.
Além disso, as bactérias tém-se tornado cada vez mais resistentes a antibioterapia, pelo
gue novas estratégias tém sido tentadas. Uma das consequéncias do uso excessivo de
antibidticos é a infecdo intestinal causada por C. difficile. A elevada resisténcia desta
bactéria a antibidticos torna, muitas vezes, esta opcao terapéutica ineficaz, exigindo a
adocdo de novas alternativas, como o transplante fecal (Langdon, Crook e Dantas, 2016;
Kashyap et al., 2017). Este método consiste na introducdo de fezes de um individuo
saudavel (dador) no TGI do doente, com vista a recuperar 0 microbioma saudavel. O
principio serd o mesmo da administracdo de probiéticos, mas, neste caso, o0 doente ndo
recebe uma ou outra estirpe, mas antes toda a comunidade microbiana do dador (Kashyap
et al., 2017; Jovel et al., 2018). Posto isto, o potencial do transplante fecal ndo se esgota
no tratamento da infecdo abordada, podendo, futuramente, ser utilizado no tratamento de
diversas patologias locais e sistémicas para as quais contribuam desequilibrios no
microbioma (Mimica, 2017). Citando exemplo, estudos em ratos comprovaram que a
transferéncia da microbiota intestinal de dadores magros para individuos obesos resultou

numa maior sensibilidade dos Gltimos a insulina (Oliveira e Hammes, 2016).
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O desenvolvimento de compostos com acdo antimicrobiana, especificos para
determinados patogenos (e.g. péptidos antimicrobianos e bacteri6fagos) podera constituir
mais uma solucéo terapéutica, no futuro (Inda et al, 2019).

Com o desenrolar da investigacdo do microbioma espera-se ainda identificar
biomarcadores que permitam distinguir o microbioma saudavel do microbioma em
desequilibrio, tais como altera¢cGes na composi¢cdo microbiana ou nos seus metabolitos.
Desta forma, espera-se intervir de modo mais eficaz ndo sé no tratamento como na
prevencdo de patologias, melhorando o seu prognostico (Xiao e Zhao, 2014; Lavelle e
Hill, 2019).
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I11. CONCLUSAO

O microbioma humano pode ser considerado parte integrante do individuo. Este termo
define a totalidade de microrganismos, a sua informacdo genética e 0 meio no qual
interagem (Cho e Blaser, 2012; Pflughoeft e Versalovic, 2012). Sem ele, assim como sem
um érgdo essencial, a existéncia do ser humano estaria comprometida. Compreender de
que forma é constituido, 0 modo como evolui e sobretudo como os seus elementos

interagem é essencial para que todo o seu potencial seja revelado (Abenavoli et al., 2019).

Ao longo do tempo, o microbioma e o ser humano estabeleceram uma relacdo de
beneficio mituo. Em troca de um ambiente proficuo e favoravel ao crescimento dos
microrganismos que o compfem, o microbioma garante uma série de processos
promotores da saude do individuo, favorecendo a digestdo, a obtencdo de energia, a
sintese de vitaminas, a manutencdo da barreira intestinal, o desenvolvimento do sistema
imunolégico e neuronal e prevenindo a invasao de patogenos (Jones et al., 2014; Althani
etal., 2016).

Desequilibrios no microbioma humano representam um impacto negativo na salde, uma
vez que condicionam o modo como decorrem as interacdes entre 0S microorganismos e
entre estes e o individuo, tendo sido associados a diversas patologias locais e sistémicas,
tais como as abordadas na presente dissertacdo. Embora o sentido desta relagédo de
causalidade seja ainda uma incdgnita, esta associacdo abre caminho a novas perspetivas
terapéuticas assentes na manipulacdo do microbioma (Cho e Blaser, 2012; Davenport et
al., 2017; Jovel et al., 2018; Althani et al., 2016).

A classificacdo de cada individuo de acordo com a sua impressao digital microbiana,
poderd contribuir para a definicdo de novos alvos terapéuticos e de novas formas de
diagnostico e de tratamento, premiando assim uma abordagem mais personalizada a
determinadas patologias (Langdon, Crook e Dantas, 2016; Zmora et al., 2016; Kashyap
etal., 2017; Maruvada et al., 2017; Abenavoli et al., 2019).

Embora nos ultimos anos esta area tenha sofrido um enorme impulso, ha ainda um longo
percurso a percorrer. A investigacdo levantou apenas a ponta do véu e o futuro parece

promissor.
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