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Resumo

O microbiota intestinal é o conjunto dos microrganismos que existem no
intestino humano. O microbioma intestinal diz respeito ao genoma desses
microrganismos. Estes microrganismos estabelecem com o hospedeiro uma relacao de

mutualismo, em que ambos contribuem e beneficiam.

O microbiota intestinal é bastante diversificado e numeroso. Com o progresso de
técnicas de genética, o avanco no estudo do microbioma foi conseguido, permitindo a
classificacgho do microbiota. Estudos de metagendmica, metatranscriptomica,
metaprotedOmica e metametabolomica, permitiram descrever a diversidade de espécies
microbianas existentes no intestino. O microbiota intestinal caracteriza-se pelo seu
constante dinamismo, sendo que este pode ser afetado por inimeros fatores ambientais

como dieta, estilo de vida, consumo de antibioticos e idade.

O desenvolvimento do microbiota ocorre logo apds o nascimento e vai ter
influéncia na fisiologia do hospedeiro, nomeadamente no desenvolvimento e
morfogénese de 6rgdos e na manutencao do equilibrio de tecidos e 6rgdos. Ira também
contribuir para o desempenho de fungbes metabdlicas, principalmente na obtencdo de
energia a partir da dieta e no desenvolvimento do sistema imunoldgico. O
desenvolvimento adequado tanto do GALT (isto €, do tecido linféide associado a
mucosa intestinal, que constitui o sistema imunoldgico do trato gastrointestinal), como
da tolerancia imunoldgica, sdo de extrema importancia para o hospedeiro pois permitem

que este seja menos suscetivel a desenvolver patologias.

Alteragcdes no microbiota estdo associadas a diversas doencas como diabetes tipo
1, obesidade, do foro cardiovascular, entre outras. Por sua vez, estas patologias podem
causar uma modificacdo consideravel do microbiota e suas funcdes, afetando a relagédo
de simbiose com o hospedeiro. Se ocorrer uma alteracdo extensa do microbiota, podera
ser necessario recorrer ao uso de probidticos, prebidticos e, em ultimo recurso,
transplante fecal para se poder restabelecer ou modificar a microbiota intestinal,

minimizando os danos causados.

O estudo do microbiota humano e, em particular, do microbiota intestinal esta
em franco desenvolvimento, tendo vindo a surgir novas evidéncias relativamente a sua

associacdo a diferentes patologias e ao seu papel na fisiologia humana.
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Abstract

The gut microbiota is composed by the microorganisms that exist in the human
intestine. The gut microbiome refers to the genome of these organisms. The gut
microorganisms live in mutualism with the host, both contributing to and benefiting of

each other.

The gut microbiota is quite diverse and numerous. With the progress of genetic
techniques, advances in the study of the microbiome has been achieved, allowing
classification of the microbiota. Metagenomic studies, metatranscriptomics,
metaproteomics and metametabolomics allowed to describe the diversity of microbial
species in the intestine. The intestinal microbiota is characterized by its constant
dynamics, and can be affected by many environmental factors such as diet, lifestyle, age

and antibiotic consumption.

The development of the microbiota occurs soon after birth and will influence the
physiology of the host, including the development and organ morphogenesis and in
maintaining the homeostasis of tissues and organs. It will also contribute to the
performance of the metabolic functions, particularly in the production of energy from
the diet and development of the immune system. The proper development of both
GALT (i.e. the lymphoid tissue associated with the intestinal mucosa, which is the
immune system of the gastrointestinal tract), and of immune tolerance, are extremely
important to the host because they contribute to a lower susceptibility to disease

development.

Changes in the microbiota are associated with various diseases such as type 1
diabetes, obesity, cardiovascular diseases, among others. On the other hand, these
diseases may also cause considerable modification of the microbiota and its functions,
affecting the symbiotic relationship with the host. If an extensive alteration of the
microbiota occurs, the use of probiotics, prebiotics or even fecal transplantation may be

necessary to restore or modify the intestinal microbiota, minimizing damage.

The study of the human microbiota and, in particular, of the intestinal microbiota
is rapidly developing, with new evidences regarding their association with different

pathologies and their role in human physiology.
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I. Introducéo

O interesse em estudar o microbioma humano, a sua diversidade e as interagdes
humano — microrganismo tem vindo a desenvolver-se nos ultimos anos, embora todo o
conhecimento que se possui nas diversas aéreas da ciéncia é resultado de séculos de

questdes, de observacdes e de pesquisas (Fiocchi e Pereira de Sousa, 2012).

Antonie Van Leeuwenhoek foi quem primeiro estudou a diversidade do
microbiota humano, comparando o microbiota oral e fecal (Bakhtiar et al., 2013).

O microbiota humano, de uma forma simplificada, € o conjunto de
microrganismos que habita no organismo humano. Existe uma relacdo de simbiose entre
0 organismo humano e os microrganismos que ai residem, tirando ambos beneficios

desta associacdo (Lozupone et al., 2012).

O organismo humano adulto sustenta, de forma saudavel, uma comunidade de
microrganismos incluindo bactérias, archaea, eucarya, virus e seus elementos genéticos
que constituem o microbiota humana (Fiocchi e Pereira de Sousa, 2012). Alguns autores
consideram microbiota e microbioma termos sindnimos (Ursell et al., 2012). Contudo,
outros autores consideram como microbiota o grupo de microrganismos que vivem num
determinado local do organismo, enquanto o microbioma diz respeito aos genes que
constituem o genoma desse mesmo grupo de microrganismos (Ley et al., 2008). Esta
ultima visdo seré a adotada ao longo deste trabalho.

Os organismos que constituem o microbiota humano estdo distribuidos por
diversos locais do organismo (como pele, vagina, boca, vias respiratorias e intestinos),
colonizando assim zonas superficiais ou profundas. A sua distribuicdo depende de um
conjunto de fatores como a humidade, acidez, temperatura e disponibilidade de
nutrientes. Os microrganismos estdo em grande ndmero no organismo humano,
chegando a existir sensivelmente dez vezes mais células microbianas que células

humanas (Fiocchi e Pereira de Sousa, 2012).

O trato gastrointestinal, mais precisamente o intestino, € o local do organismo
humano que alberga maior nimero e diversidade de microrganismos, podendo o
microbiota intestinal exercer a maior influéncia sobre 0os mecanismos homeostaticos

humanos. Podem referir-se como exemplos a sua acdo na digestdo de alimentos e
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producdo de vitaminas B, e K, que tém impacto sobre a fungéo e conservacao da saude
do sistema digestivo e na saide humana como um todo (Willey et al., 2009). Além
disso, o microbiota impede a proliferacdo de microrganismos patogénicos por
competicdo, impedindo, desta forma, infecdo por estes agentes (Fiocchi e Pereira de
Sousa, 2012).

O desenvolvimento de técnicas de genética permitiram um estudo
metagendmico, importante para descrever a diversidade de espécies microbianas
existentes no intestino, que ndo seriam possiveis de detetar através de culturas
bacterianas pois um grande nimero ndo é ainda cultivavel (Madigan et al., 2006; Preidis
e Versalovic, 2009). O estudo detalhado da composicdo do microbiota intestinal e suas
fungBes metabolicas permite determinar quais 0s microrganismos que tornam possivel
manter o intestino saudavel e que alteracBes podem conduzir ao desenvolvimento de

patologias (Preidis e Versalovic, 2009).

Nos ultimos anos foi iniciado um programa de pesquisa internacional designado
Projeto Microbioma Humano (HMP). O objetivo do HMP é caracterizar a diversidade
do microbiota em humanos saudaveis e, desta forma, adquirir conhecimento sobre a
composicdo do microbioma comensal que habita o organismo humano saudavel e de

que forma ele se encontra alterado em situagdes de patologia (Turnbaug et al., 2007).

1.1. Objetivos

Esta dissertacdo tem como principal objectivo descrever o microbiota intestinal
humano e de que forma este influencia o sistema imunitario e o metabolismo. A
investigacdo destes fendmenos de inter-relacdo pode abrir portas a compreensdo de
certas patologias, como por exemplo a doenca de Crohn ou a diabetes. Com estas
descobertas pode-se ainda conseguir desenvolver farmacos mais eficientes com vista a

uma melhor recuperagéo e melhoria da qualidade de vida do doente.
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1.2. Metodologia

Para a concretizagdo desta dissertacdo utilizaram-se varios motores de busca
para a pesquisa de artigos como o Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), o
Science Direct (http://www.sciencedirect.com/), o b-on (http://www.b-on.pt/) e também,

0 Google Académico (http://scholar.google.pt/).

As palavras-chaves como “Gut Microbiome”, ‘“Metagenomic”, “Immunity
System”, “Metabolism”, “Prebiotics”, “Probiotics” e “Fecal Transplant” foram
utilizadas para procura de informagdo nos motores de busca. Também foram incluidas
informacdes contidas em livros médicos. Este trabalho de revisdo contém bibliografia

que abrange datas entre 1998 a 2014.
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I1. Microbiota Intestinal
2.1. Composicao e diversidade do microbiota intestinal

O microbiota intestinal é uma realidade complexa, ndo sé pela diversidade de
espécies de microrganismos que habitam o intestino, como também pela forma como

eles interagem entre si e o hospedeiro (Lozupone et al.,2012).

A composicdo do microbiota do intestino delgado, particularmente do duodeno,
é semelhante a do estdbmago. Esta semelhanca deve-se ao facto do duodeno ser a porgéao
inicial do intestino onde chega o quimo, proveniente do estdmago, e que tem
caracteristicas acidas. Além disso, também é neste local que existem secrecdes biliares e
pancredticas, favorecendo a acidez. Contudo, observa-se uma diminuicdo gradual da
acidez do duodeno até ao ileo (Madigan et al., 2006). E na transicdo ileo — cego que se
verifica um grande nimero de microrganismos devido ao aumento da alcalinidade. O
intestino delgado é colonizado com uma diversidade de microrganismos, incluindo
bactérias, fungos e parasitas, sendo 0s géneros bacterianos Lactobacillus e
Enterococcus os mais predominantes neste local (Brooks et al., 2004; Murray, 2005).

E no intestino grosso, mais propriamente no célon, que estdo presentes a maioria
dos microrganismos existentes no intestino. Isto deve-se ao facto de ser o local
privilegiado para ocorrer a fermentagdo usando, 0s microrganismos, nutrientes

provenientes da digestdo dos alimentos (Madigan et al., 2006).

Na flora intestinal dos adultos predominam os filos Firmicutes (64%) e
Bacteroidetes (23%). Os filos presentes em menor percentagem sdo Proteobacteria e
Actinobacteria (Madigan et al., 2006). Embora estes organismos estejam presentes na
maioria dos individuos, ha sempre variagdes nas proporcdes existentes e nas espécies

presentes (Madigan et al., 2006).

Anaerobios facultativos (por exemplo Escherichiacoli, Proteus spp.) e aerobios
estritos (por exemplo Pseudomonas spp.) estdo presentes no intestino grosso mas em
menor nimero do que 0s anaerobios estritos, representando cerca de 1 — 4% da flora
intestinal. Os anaerdbios facultativos consomem todo o oxigénio, levando ao
aparecimento de anaerobios. Géneros como Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium,

Fusobacterium e Peptostreptococcus sdo exemplos de anaer6bios e representam entre
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96% a 99% da flora intestinal humana normal, mais precisamente do célon (Brooks et

al., 2004; Madigan et al., 2006; Murray, 2005).

Em minoria, estdo também presentes organismos do dominio Archaea,
representado pela espécie Methanobrevibacter smithii, leveduras e alguns protistas

(Figura 1) (Madigan et al., 2006).

Hd Numeros de células
. Jile il 0 bacterianas / grama =
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(apartir das glandu- i
Estomago 1-2 las salivares ) <10° it
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delgado Enzimas pancreaticas, Tncibacilli
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Colon Descendente
| Organismos anaerobios

Figura 1. Composicdo e concentragBes de espécies microbianas dominantes em

diferentes regides do trato gastrointestinal (adaptado de Prakash, 2011b).

2.2. Desenvolvimento do microbiota intestinal

O desenvolvimento inicial do microbioma humano comega ap0s 0 nascimento

de um bebé, sendo este estéril durante a gestacéo (Talaro, 2008).

Algumas horas ap0s o parto inicia-se a colonizagdo. O tipo de parto influencia a
colonizagdo microbiana dos recém-nascidos. Em caso de parto normal, o recém-nascido

passa pela vagina, ficando em contacto com os microrganismos que fazem parte da flora
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vaginal da mae, ocorrendo a colonizacdo por Estreptococcus, Lactobacillus e

Staphylococcus (Biasucci et al., 2008; Penders et al., 2006).

A colonizagdo do trato gastrointestinal ocorre de forma continua e progressiva
ao longo do tempo. Isto acontece devido ao contacto do recém-nascido com o0s

familiares e profissionais de salde e a alimentacao (Talaro, 2008).

A amamentacdo é outro fator que influencia o tipo de colonizacéo intestinal. H4
recém-nascidos cuja alimentacdo ndo é o leite materno mas sim férmula infantil para
lactentes. Neste caso, o tipo de populacdo intestinal que se observa é composta por
géneros de Lactobacillus, Streptococcus e Staphylococcus. Na alimentacdo a base de
leite materno, o principal género é Bifidobacterium e permite a metabolizagdo de
acucares em &cidos, conferindo assim protecdo contra patogénios intestinais. Os fatores
referidos anteriormente tém um impacto preponderante na evolucdo do microbioma
intestinal (Talaro, 2008).

Durante a infancia, a diversidade tende a aumentar e a composi¢do a modificar
de forma extremamente rapida, pois ocorre 0 desmame e sucede-se a introducdo de
alimentos sélidos. Os microrganismos a que a crianga vai estar exposta sdo importantes
para a maturacdo da flora. Apesar da constante mudanca da composi¢do do microbiota
intestinal durante a infancia, verifica-se uma estabilizacdo na idade adulta (Figura 2)
(Fiocchi e Pereira de Sousa, 2012).

A variacdo na composicao e funcdo do microbiota durante a infancia, podera
trazer consequéncias na idade adulta, nomeadamente no estado de satde (Mariat et al.,
2009).
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Figura 2. Representacdo da alteracdo do microbiota intestinal ao longo do tempo
(adaptado de Serikov, 2010).

2.3. Métodos de sequenciacéo e andlise para pesquisa do microbioma e microbiota
intestinal

Os estudos que envolvem o microbioma e o microbiota tém vindo a suscitar
grande interesse na comunidade cientifica. Apesar da identificacdo de microrganismos
ainda ser feita recorrendo a métodos dependentes de cultura e isolamento das colénias
dos microrganismos presentes (Morgan e Huttenhower, 2012), o desenvolvimento de
técnicas inovadoras de biologia molecular foi fundamental para este estudo (Madigan et
al., 2006). De facto, o principal problema das técnicas tradicionais de cultura
microbioldgica é o facto de ndo permitem detetar determinados microrganismos devido
ao facto de serem nutricionalmente muito exigentes, 0 que torna o0 Seu crescimento

dificil por estes meios (Morgan e Huttenhower, 2012).

Novas técnicas como, por exemplo, a hibridizacdo por FISH (fluorescent in sity
hybridization), em que se utiliza oligonucledtidos complementares a determinada
sequéncia de DNA da populagdo microbiana e PCR (utilizando sequéncias de genes 16S
rRNA), foram usadas durante muitos anos para identificagdo de bactérias e ainda hoje

funcionam como referéncia para essa identificacdo (Morgan e Huttenhower, 2012).

Com o progresso cientifico e de tecnologias de sequenciacdo, surgiu o Next-

Generation Sequencing (NGS). Este tem por base a sequenciacdo total de um genoma

7
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de forma mais acelerada, obtendo os resultados em menos de um dia e de forma mais
econdmica quando comparada com métodos convencionais, como a sequenciacao de
Sanger. A Roche/454 GS, Illumina/Solexa, Helicos BioSciences séo exemplos de
tecnologias de Next-Generation Sequencing (Nayarisseri et al., 2013; Padmanabhan et
al., 2013; Scholz et al., 2012). Assim, surgiu a metagendmica, a qual tem como
principio a andlise de genomas de comunidades microbianas de um determinado
ambiente (microbioma intestinal, por exemplo), por técnicas independentes de cultura (a
técnica exercida é o isolamento e sequenciacdo do DNA diretamente desse ambiente
(Padmanabhan et al., 2013; Scholz et al., 2012; Turnbaugh e Gordon, 2009). Estas
tecnologias tornaram possivel 0 avan¢o no estudo do microbioma e, consequentemente,

da classificacéo e caracterizagdo do microbiota (Singh et al., 2008).

Para complementar a metagendmica, existem outros estudos como a
metatranscriptomica, a metaprotedmica e a metametabolémica. A metatranscriptomica
reconhece quais Sdo 0S genes que estdo ou ndo a ser expressos num ambiente e
consegue monitorizar as alteracdes que ocorrem na sua transcricao (Lim et al., 2013). A
metaprotedOmica possibilita uma caracterizacdo melhorada do funcionamento de
proteinas ou péptidos para melhor compreensdao da comunidade microbiana. Por fim, a
metametaboldémica permite analisar os metabolitos que sdo produtos finais de processos
quimicos ou celulares e, assim, proporcionar uma explicacdo proxima da fisiologia do

organismo (Morgan e Huttenhower, 2012).

A analise metagendmica é considerada uma alavanca no que diz respeito ao
conhecimento de novos microrganismos e levou a construcdo de bibliotecas
metagendmicas. Estas bibliotecas exibem o material genético de cada um dos
microrganismos presentes na amostra, que sdo determinados por técnicas de
sequenciacdo de DNA. Estas bibliotecas metagenémicas sdo sujeitas a uma triagem que
tem como objetivos a dete¢do de novos genes funcionais, compreender a dindmica da
comunidade de microrganismos com o hospedeiro (Homem) e identificar a diversidade
da microbiota (CanadianMetaMicroBiomeLibrary, 2014; Daniel, 2004).

Paralelamente as técnicas referidas, a bioinformatica é também muito utilizada
pois permite organizar e relacionar a informagdo bioldgica recolhida (Singh et al.,
2008). O conhecimento e compreensdo do genoma humano e também do genoma dos

microrganismos que nele habitam, principalmente no intestino, através dos métodos
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referidos e dos futuros métodos desenvolvidos, levam e/ou podem levar a processos
mais eficazes de diagndstico, terapéutica e prevencdo de patologias, com base em
comparacao entre microbiota de individuos saudaveis e doentes (Zarowiecki, 2012).
Assim, a analise do microbiota pode vir a fazer parte do quotidiano na pratica clinica
(Weinstock, 2012).

2.4. Fatores que afetam a composi¢do do microbiota intestinal

Os diversos locais do organismo constituidos por flora comensal tendem a sofrer
alteracdes na composi¢cdo dos microrganismos e 0 microbiota intestinal ndo sera
excecdo (Sommer e Béackhed, 2013). Estas alteragcbes devem-se tanto a fatores
ambientais, como variagdes na idade, dieta, estilo de vida do hospedeiro, higiene e

terapéutica com antibioticos (Sommer e Backhed, 2013).

Nos jovens adultos verifica-se um predominio do filo Firmicutes
comparativamente aos filos Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria. Com o
avancar da idade, tende a observar-se uma prevaléncia superior de Bacteroidetes, porém
0 namero de espécies e diversidade, dentro deste filo, diminui (Mariat et al., 2009). Esta
alteracdo na microbiota pode ser devida ao aumento da necessidade de digerir a
alimentacdo, com o0 objectivo de compensar a diminuigdo da funcionalidade do sistema
digestivo (Mariat et al., 2009).

Embora se verifique a prevaléncia do filo Bacteroidetes nos individuos idosos
deve ter-se em conta a existéncia de uma variabilidade inter-individual, mesmo quando,

em estudos, se dispbe os idosos de acordo com o seu estado de satde (Brissow, 2013).

O microbiota intestinal é importante para a fermentacdo de polissacarideos
provenientes da dieta. Por sua vez a dieta pode afetar a composi¢cdo do microbiota bem
como a sua atividade. Um exemplo desta situacdo, ocorre quando o individuo tem uma
dieta rica em fibras que, posteriormente, leva ao aumento de substratos fermentaveis no
intestino e da velocidade de transito intestinal. Assim, o transito intestinal acelerado
leva a que microrganismos de crescimento rapido se sobreponham aos de crescimento

lento. O aumento de &cidos gordos de cadeia curta, resultantes da fermentacdo, leva a



Microbiota — implicagdes na imunidade e no metabolismo

diminuicdo do pH no lumen intestinal resultando no aumento de microrganismos

pertencente sdo filo Firmicutes (Salonen e VVos, 2014).

Dietas com alto teor em gorduras estimulam a produc¢éo da bilis, a qual vai afetar
a composicao do microbiota tanto na diversidade como na quantidade uma vez que a

bilis tem efeito bactericida (Salonen e Vos, 2014).

O impacto da dieta no microbiota intestinal pode ser estimado pela forma como
alteracOes alimentares a curto prazo influenciam a composi¢édo do microbiota. Segundo
um estudo, verificou-se que individuos sujeitos, por um curto periodo de tempo, a uma
dieta diferente da habitual, apresentavam ja alteracdes na composicao e actividade do

microbiota intestinal ao fim de trés dias (David et al., 2014).

O microbiota intestinal € influenciado por diversas particularidades do estilo de
vida moderno. Estas particularidades passam pela melhoria do saneamento basico,
urbanizacdo, uso excessivo de antibidticos, menor exposicdo a infecdes na infancia,

vacinacao, sedentarismo, entre outros (Bernstein e Shanahan, 2008).

A higiene, que esta também relacionada com a melhoria do saneamento basico,
¢ um fator ambiental que pode contribuir para a alteracdo do microbiota intestinal.
Pensa-se que a exposi¢cdo escassa a microrganismos, sejam eles benéficos (simbiontes)
ou prejudiciais (patogénicos) para o organismo, numa fase inicial da vida e durante esta,
possa influenciar o desenvolvimento normal e adequado do sistema imunitario. Isto
sustenta a “Hipotese da Higiene”, a qual sugere a ocorréncia de uma perda de tolerancia
imunoldgica por parte do hospedeiro. O sistema imunitario deste pode reconhecer o
microbiota comensal como anormal, desenvolvendo respostas imunitéarias agressivas e

induzindo a ativacdo de mecanismos de autoimunidade (Boerner e Sarvetnick, 2011).

O tratamento com antibioticos, embora essencial aquando de uma infecdo, pode
ter efeitos drasticos no microbiota intestinal, como a eliminacdo da diversidade e a
desregulacdo do sistema imunitario do hospedeiro, levando a uma maior
susceptibilidade a doenga. O espetro de agcdo do antibiotico, a dosagem e o tempo de
duracdo do tratamento, a via pela qual é administrado e também as caracteristicas
relativas ao farmaco e ao organismo (farmacocinéticas e farmacodinamicas),
influenciam a forma como os antibioticos alteram o microbiota intestinal (Jernberg et
al., 2010).

10
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Os antibioticos usados no tratamento de doencas sdo normalmente de espetro
alargado, atingindo ndo s0 as bactérias responsaveis pela infeccdo, como também outros
microrganismos. Os microrganismos que resistem podem depender de produtos
resultantes do metabolismo secundario efetuado pelas bactérias depletadas, 0 que pode
levar a perda de nutrientes e ou acumulacdo de produtos toxicos, interferindo com o
normal equilibrio destes microrganismos, podendo também conduzir & sua eliminagéo
(Willing et al., 2011).

Embora na sua maioria as bactérias tenham um poder de resiliéncia elevado
(capacidade que os microrganismos tém em tolerar alteragdes bruscas no seu estado de
equilibrio), por vezes ndo se verifica a restauracdo da totalidade do microbiota, o qual
pode ocorrer por um tempo indeterminado (Figura 3) (Lozupone et al., 2012).

Estilode vida

N\

Alteracéo do microbiota
intestinal

Antibioticos

Figura 3. Representacdo de fatores ambientais que afetam a composicdo do microbiota
intestinal (adaptado de Sommer e Béckhed, 2013).

2.5. Impacto do microbiota na fisiologia do hospedeiro

O microbioma humano tem cerca de 3 milhdes de genes no trato gastrointestinal,
0 que corresponde a 150 vezes mais do que o genoma humano. A combinacdo de
células e genes bacterianos com células e genes do hospedeiro levam a concegao de um
“superorganismo”. Este depende das interacdes apropriadas entre o microbiota intestinal

e 0 hospedeiro para alcancar e manter a saude (Sommer e Backhed, 2013).

11
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A interacdo do microbiota intestinal com o hospedeiro permite, além de um
conjunto de atividades metabdlicas diversificadas, complementar a fisiologia do
hospedeiro. A fisiologia passa pelo desenvolvimento e morfogénese de 6rgaos e tecidos.

Alguns estudos demonstraram que a maturacdo do trato gastrointestinal esta
estritamente relacionada com o microbiota. Ap6s o0 nascimento, o trato gastrointestinal
encontra-se estrutural e funcionalmente imaturo. Com a colonizagdo e posterior
alteracdo da dieta (desmame), verifica-se uma alteracdo na composi¢do do microbiota e,

consequentemente, da maturacgéo intestinal (Sommer e Backhed, 2013).

Um estudo comparativo entre ratinhos colonizados e ratinhos germfree (isentos
de bactérias) demonstrou que os Ultimos apresentavam bordaduras em escova menos
desenvolvidas e uma reduzida espessura das vilosidades intestinais, quando comparado

com os ratinhos colonizados (Reinhardt et al., 2012).

A colonizacdo de ratinhos germfree permitiu remodelar as vilosidades
intestinais, tornando-as mais curtas e espessas e, desta forma, impedir a passagem dos
microrganismos. Esta remodelagdo, posterior a colonizacao, foi associada a glicosilagdo
do fator tecidular (TF) que é uma mistura de lipoproteinas libertadas pelos tecidos
(Seeley et al., 2003a), que tem por consequéncia a ativacdo de uma cascata de reacoes

com a finalidade de promover a angiogénese (Reinhardt et al., 2012).

Segundo outros estudos, ratinhos germfree apresentavam reduzida reestruturagdo
celular ao nivel do epitélio, bem como uma reduzida inducdo da apoptose (Crawford e
Gordon, 2005). Este facto leva a crer que o microbiota intestinal tem a capacidade de
regular a homeostasia de 6rgdos e tecidos. Sendo assim, o equilibrio sera essencial, caso
contrario podera induzir patologias como cancro. Quando o individuo tem cancro,
verifica-se que ha um numero elevado de bactérias no intestino, aquando da realizacéo
da biopsia (Mueller et al., 2012; Swidsinsk et al., 1998).

O microbiota intestinal é também importante na homeostasia de outros tecidos,
nomeadamente 0 0sso. Nos ratinhos germfree verificou-se uma maior densidade mineral
6ssea quando comparados com os ratinhos colonizados, devido ao nimero reduzido de
recetores de serotonina nas células dsseas, e as citocinas pro-inflamatorias diminuidas.

Agquando a colonizacdo de ratinhos germfree com o microbiota intestinal, verificou-se a
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normalizacdo da massa 6ssea demonstrando que o microbiota intestinal regula a massa

Ossea (Sjogrenet al., 2012; Sommer e Béckhed, 2013).

A serotonina tem como efeito inibir a formacdo do 0sso, enquanto as citocinas
(Tumor Necrosis Factor -TNF e Interleucina-1p - IL-1P) levam a osteoclastogénese. Isto
reforca a ideia de que a modulacédo das células T pela acdo do microbiota, os niveis de
serotonina e o perfil de citocinas podem contribuir para a modulacdo da homeostasia
Ossea (Sommer e Backhed, 2013).

2.6. Microbiota e sistema imunoldgico intestinal

O constante dinamismo do intestino humano inclui interacfes ativas e variaveis
entre 0 microbiota e o hospedeiro. No entanto, as constantes oscila¢cbes na composi¢do
do microbiota, em conjunto com o grande numero de células bacterianas e a sua elevada
proximidade com o tecido epitelial, constituem um enorme desafio a imunidade do
hospedeiro (Sommer e Béckhed, 2013).

O sistema imunoldgico (S1) é composto por 6rgaos linfoides, estruturas onde as
células envolvidas na imunidade se desenvolvem, proliferam e sdo capazes de realizar
as suas fungbes. O conjunto destas estruturas designa-se Sistema Linfdide. Os 6rgaos
linfoides sdo classificados em primarios, onde estdo incluidos o timo e medula 6ssea, e
secundarios, como 0 baco, nddulos linfaticos, os MALT e 0os GALT. O MALT e o
GALT séo tecidos linfoides associados a mucosa e a muscosa do intestino,

respectivamente (Seeley et al., 2003b; Willey et al., 2009).

Apesar de representar um desafio a imunidade, o microbiota intestinal
desempenha um papel importante no desenvolvimento e na expansdo dos tecidos
linféides e na manutencdo e regulacdo da imunidade intestinal (Sommer e Béckhed,
2013).

Durante a vida fetal, as células indutoras do tecido linfoide (LTi-células) sdo
responsaveis pelo desenvolvimento do GALT, onde se incluem as Placas de Peyer (PP)
e os nodulos linfaticos mesentéricos (NLM). ApGs 0 nascimento, ocorre a maturagao do
GALT, uma vez que o recém-nascido comega a ser colonizado, sendo que a maturagdo

depende da colonizacdo microbiana. Esta acdo é sugerida por estudos realizados em
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ratinhos germfree. Nestes estudos, verificou-se que a mucosa intestinal dos ratinhos
germfree apresentava um menor nimero de células B, T e células dendriticas e uma
imaturidade nos NLM, sendo as PP pequenas e imaturas. Relativamente as vilosidades,
estas apresentavam-se alongadas e estreitas, a rede vascular menos desenvolvida e a
profundidade das criptas intestinais era menor. Aquando da colonizacdo destes animais
por microrganismos comensais, verificou-se o desenvolvimento de todas as estruturas
associadas ao sistema imunologico, fundamental para protecdo do hospedeiro (Figura 4)
(Sommer e Backhed, 2013).
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Figura 4. Representacdo do desenvolvimento imunoldgico induzido pelo microbiota
intestinal (adaptado de Sommer e Béckhed, 2013).

Os componentes celulares imunitarios estdo distribuidos ao longo do intestino
nas PP, NLM, lamina prépria e epitélio. O sistema imunitario é composto pela relacdo
complexa e coesa entre a imunidade inata e a adaptativa. A imunidade inata tem como
caracteristica uma resposta rapida a uma grande variedade de estimulos, através da acédo
de macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas (CD) e células Natural Killer (NK),
(Cruvinel et al., 2010).

A superficie dos microrganismos é comum encontrar COmMpOStos COMo
lipopolissacarideos (LPS), residuos de manose e acidos teicoicos. Estes consistem em

PadrbGes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPS) que vao ativar a resposta imune
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inata. Recetores como os Toll-like (TLRs) sdo conhecidos por serem Recetores de
Reconhecimento de Padrdes (PRR) da microbiota comensal e permitem o
reconhecimento de antigénios PAMP. Estes recetores estdo presentes em macrofagos,
neutrofilos e CD (Cruvinel et al., 2010; Thais et al., 2014).

As PP sdo agregados linfoides, com células B, T, células dendriticas e
macrofagos. As células M (microfold cells, isto €, células com micropregas) encontram-
se no epitélio intestinal e permitem a passagem de alguns microrganismos, realizando
uma funcao de amostragem. Logo abaixo das células M, encontra-se uma regido rica em
células B, T e CD. As CDs migram até as células M, adquirem o antigénio e
apresentam-no as células T naive. Estas podem posteriormente migrar para outros
locais, como NLM ou lamina propria, produzindo mediadores e iniciando a resposta

imune adaptativa (Magrone e Jirillo, 2013).

As células apresentadoras de antigénios sdo importantes na inducdo da resposta
imune adaptativa por intermédio dos linfécitos. Numa situacdo normal, as CDs e os
macréfagos tém a funcdo de capturar e apresentar os antigénios as células T reguladoras
(Treg), que sdo responsaveis pelo desenvolvimento de mecanismos de tolerdncia
(Cruvinel et al., 2010). Estas sdo responsaveis pela ativacdo de linfocitos B, levando a
producdo de imunoglobulina A (IgA). A PP é o principal local de producdo de IgA. A
IgA é secretada para o lumen intestinal e, através de ligacbes aos antigénios
microbianos, previne a entrada destes através do epitélio intestinal evitando, assim, a

ocorréncia de infe¢bes (Bernardo, 2013; Sommer e Backhed, 2013).

A inducdo de tolerdncia imunoldgica no intestino é fundamental para evitar
respostas inflamatdrias indesejaveis contra proteinas alimentares, ou contra o préprio
microbiota intestinal. As células T podem gerar subpopulagbes cuja resposta
imunolodgica é pro-inflamatéria ou anti-inflamatéria. As células Thl, Th2 e Thl7 —
células Thelper, sdo de carater pré-inflamatorio enquanto as células Treg (de fendtipo
CD4" CD25") sdo anti-inflamatdrias. A bactéria gram-negativa Bacteroides fragilis,
presente num intestino normal, induz a diferenciacdo de células T CD4" em células
Treg, levando a produgéo de citocinas anti-inflamatérias como interleucina-10 (IL-10) e
fator de transformacdo do crescimento beta (TGFpB), anulando a resposta pro-
inflamatdria da Th17 (Sommer e Béckhed, 2013). A capsula desta bactéria é constituida
por polissacarideo A (PSA) (Cerf-Bensussan e Gaboriau-Routhiau, 2010). A
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diferenciacio de células Treg depende do reconhecimento pelas células T CD4", do
PSA apresentado pelas CDs (Sommer e Bé&ckhed, 2013). Por sua vez, bactérias
segmentadas filamentosas (BSF), ap6s contacto com células apresentadoras de

antigénio, demonstraram induzir celulas pré-inflamatorias, como as células Th17.

Contudo, apesar de se considerar que a inducdo da inflamacdo é um
inconveniente, também pode ser benéfica, se controlada. As respostas imunoldgicas
desencadeadas pelo microbiota parecem contribuir para reforcar a barreira intestinal.

Esta hipotese € sustentada por um estudo em ratinhos cujo microbiota nao inclui
BSF, os quais apresentam respostas imunologicas mais frageis. Também se observou
que estes ratinhos ndo conseguiram evitar a infecdo por agentes invasores, como por
exemplo Citrobacter rodentium, em consequéncia da fungdo de barreira intestinal
debilitada (Cerf-Bensussan e Gaboriau-Routhiau, 2010).

2.7. Microbiota e metabolismo

O microbiota intestinal contribui para a metabolizagdo de nutrientes e vitaminas
essenciais para a viabilidade do hospedeiro, contribuindo para a obtencdo de energia a

partir dos alimentos (Tremaroli e Backhed, 2012).

A obtencdo de energia a partir da dieta € uma fungdo metabdlica importante,
uma vez que as células e, consequentemente, também todo o organismo humano,
precisam de energia para se manterem vivas. Embora o intestino produz a enzimas que
degradam os hidratos de carbono, estas enzimas ndo conseguem degradar os hidratos de
carbono complexos. Assim, estes compostos sofrem fermentacéo pelos microrganismos
comensais do intestino obtendo-se oligossacaridos e monossacaridos €, a partir destes,
acidos gordos de cadeia curta (AGCC) (Tremaroli e Backhed, 2012). Um estudo que
comparou ratos germfree e ratos colonizados com microbiota comensal, alimentados
com a mesma quantidade demonstrou que 0s ratos germfree apresentavam uma maior
excrecdo de calorias por via renal e fecal e uma reducdo dos niveis de AGCC e de
gordura, comparativamente aos ratos colonizados com microbiota comensal. Contudo,
verificou-se que, quando colonizados com microbiota comensal, os ratos germfree

apresentavam parametros normais (Meireles, 2012; Rodrigues, 2011).
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Os AGCC sdao fonte de energia sendo o acetato, o propionato e o butirato
produzidos em maior quantidade. Estes sdo absorvidos no colon, onde cada um destes
tem uma funcdo especifica. O butirato funciona como substrato energético do
metabolismo celular do epitélio do co6lon, enquanto os restantes vao para o figado e
servem de substratos na gliconeogenese e lipogénese, fundamentais para a formacéo de
glucose e &cidos gordos, respetivamente (Scott et al., 2013). Os AGCC possuem
também capacidade de se ligarem aos recetores acoplados a proteina G (GPCRs). Este
processo € importante na expressao do péptido yy (Pyy) e na producdo de Glucagon-
Like peptide-1 (GLP-1). O Pyy é responsavel pela reducdo do apetite enquanto o GLP-1
estimula a secrecdo de insulina, apresentando assim um efeito antidiabético (Lim e
Brubaker, 2006).

E também importante realcar o metabolismo dos &cidos bilares proveniente do
colesterol da dieta. O figado sintetiza acidos biliares primarios a partir de colesterol, os
quais sofrem alteracdo por parte do microbiota intestinal convertendo-se em &cidos
biliares secundarios. No intestino, os &cidos biliares promovem a absor¢do das gorduras
da dieta e das vitaminas lipo-soltveis. Os acidos biliares primarios ligam-se a recetores
celulares como o FXR (Farnesoid X receptor), um recetor nuclear que funciona como
fator de transcri¢do induzindo a conjugacdo, transporte e excrecdo de &cidos biliares
(Claudel et al., 2005). Os acidos biliares secundarios ligam-se a recetores celulares
como TGR5 (G protein-coupled receptor). Estes, apds serem ativados, desencadeiam
diversos efeitos metabdlicos protetores, nomeadamente resisténcia tanto ao aumento de
peso, como ao desenvolvimento de esteatose hepética. Tais efeitos podem dever-se a
potenciacdo da funcdo mitocondrial a nivel muscular, no tecido adiposo castanho e nas
células enteroenddcrinas, levando a um aumento do consumo energético e secrecao, por
exemplo, de GLP-1. Deste modo verifica-se uma melhoria da funcdo pancreatica, por
estimulagdo das células , € um aumento da tolerancia a glucose (Doyle e Egan, 2007;
Thomas et al., 2009).

A relacdo entre microbiota e metabolismo tem vindo a revelar bastante interesse

clinico devido a possivel relacdo com diversas patologias (Tremaroli e Backhed, 2012).
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I11. Patologias associadas a composi¢do do microbiota intestinal
3.1. Obesidade e Resisténcia a Insulina

A obesidade, cuja prevaléncia tem vindo aumentar nos Ultimos anos, esta
associada ao desenvolvimento de certas patologias, como a diabetes. A obesidade €
definida como uma acumulacdo anormal ou excessiva de gordura. A resisténcia a
insulina ou reduzida sensibilidade a insulina é caracterizada pelo facto de ela ndo entrar
nas células e ficar na corrente sanguinea e apresenta uma forte relacdo com a obesidade
(Direcdo-Geral da Saude, 2005; World Health Organization, 2014c).

O microbiota intestinal do hospedeiro contribui diretamente para a obtencéo de
energia, podendo assim estar relacionado com a obesidade e resisténcia a insulina
(Musso et al., 2010).

A leptina € uma hormona produzida pelos adipocitos, cuja sintese é controlada
pelo cérebro e cuja funcdo € a reducdo do apetite e peso corporal. Verificou-se que em
ratinhos ob/ob (com mutacgéo no gene que codifica para a leptina), havia um aumento do
apetite e uma alteracdo na composi¢do do microbiota intestinal. A percentagem de
organismos do filo Firmicutes era maior em comparacdo com o filo Bacteroidetes. Em
casos de obesidade verifica-se que 0s niveis plasmaticos de leptina se encontram
aumentados, sugerindo uma situacao de resisténcia a leptina (Lee et al., 2001; Myers Jr
etal., 2010).

A resisténcia a insulina esta relacionada com a inflamacdo. As bactérias que
compdem o microbiota intestinal possuem LPS e peptidoglicanos na sua parede. Ambas
as moléculas podem induzir inflamacdo, ligando-se a PRR na membrana de células. A
ligacdo de LPS a receptores como o CD14 e TLR4, conduz a libertagdo de citocinas
pré-inflamatorias, por parte dos macrofagos, adipdcitos e figado, tendo sido observado
um aumento dessa producdo em casos de resisténcia a insulina. De facto, em individuos
com diabetes tipo 2, observou-se uma elevagdo dos niveis plasmaticos de LPS, o que
propde que o microbiota intestinal possa afetar o metabolismo do hospedeiro através da
promocéo de inflamag&o cronica do tecido adiposo. Num estudo, foi demonstrado que
ratinhos germfree ob/ob ou ratinhos ob/ob tratados com antibioticos contra bactérias de
gram-negativo ndao manifestam resisténcia a insulina, ou outras desordens metabdlicas.

Ratinhos ob/ob tratados com inibidor de LPS regrediram a inflamacéo e as desordens
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Sears, 2010; Membrez et al., 2008).

Os peptidoglicanos podem induzir a inflamac&o através da ligagdo a recetores do
tipo NOD-1 (Nucleotide-binding oligomerization domain - 1), presentes em fagdcitos e
outras células do sistema imunitario. Esta ligacdo da inicio a ativacdo de cascatas de
sinalizacdo intracelular, que levam & produgdode citocinas pré-inflamatdrias. Isto

conduz a diminuigdo da sensibilidade a insulina (Zhou et al., 2012).

Relativamente a obesidade, um estudo teve como objetivo avaliar de que forma a
introducdo do microbiota de ratinhos de linhagem ob/ob e ratos lean (sem mutacdo no
gene ob/ob) em ratinhos germfree influenciava a obtengéo de energia a partir da dieta.
Assim, verificaram que os germfree, que receberam o microbiota dos ratinhos de
linhagem ob/ob, tiveram um aumento da deposicao de gordura e, consequentemente, de
peso corporal. Observou-se entdo que o microbiota intestinal tem influéncia na obtencao

de energia e na massa corporal. (Turnbaugh et al., 2006).

3.2. Doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DC) sdo caracterizadas por problemas ao nivel do
coragdo e vasos sanguineos. As DC podem ser provocadas por varias patologias entre as
quais esta a aterosclerose. Esta é caracterizada pela acumulagdo de placas de gordura
que podem bloquear a passagem total ou parcial do sangue (World Health Organization,
2014a).

O microbiota intestinal pode estar relacionada com DC e isto, devido a
interferéncia com o metabolismo da colina. A colina é um constituinte das membranas
celulares e pode ser obtida através da dieta, ou sintetizada pelo hospedeiro. No intestino
a colina é metabolizada pelo microbiota em trimetilamina (TMA) que, por sua vez é
metabolizada pelo figado em trimetilamina-N-0xido (TMAQ). Este composto é
considerado prejudicial, contribuindo para o aparecimento de doencas cardiovasculares,
nomeadamente a aterosclerose, tal como esquematizada na figura 5. Este facto é
suportado por estudos em animais propensos a desenvolver aterosclerose e demonstram

que o tratamento com antibidticos conduz a reducédo da flora intestinal, responsavel pela
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metabolizacdo da colina e, consequentemente, a diminuicdo da aterosclerose (Howitt e
Garrett, 2012; Wang et al., 2011).
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Figura 5. Representacdo do metabolismo da colina (Wang et al., 2011).

3.3. Diabetes tipo 1

A diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é um exemplo de uma doenca auto-imune onde
ocorre a destruicdo das células beta pancredticas. Os individuos que sofrem esta
patologia sdo insulina-dependentes. Normalmente, esta doenca é diagnosticada logo na
infancia, mas pode desenvolver-se em qualquer idade (World Health Organization,
2014b).

Esta patologia pode advir de causas como a alteracdo da diversidade microbiana
no intestino, 0 aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, a inflamagéo intestinal
e respostas imunes inadequadas por parte da mucosa intestinal (Vaarala et al., 2008).
Para além destas causas, a “Hipotese da Higiene” também pode estar relacionada com
DM1, uma vez que esta sugere que a ndo exposi¢cdo ao sistema imunitéario de antigénios
microbianos na infancia, pode levar a uma resposta exagerada por parte do sistema

imune e consequente destruicdo de células pancreéaticas (Rook, 2010).

Aos recetores TLR ligam-se proteinas como MyD88 (myeloid differentiation
primary response gene 8), um adaptador que se liga a varios recetores da imunidade

inata e que reconhecem estimulos de microrganismos. Um estudo demonstrou que ratos
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specific pathogen-free NOD (non-obese diabetic), que ndo possuem a proteina MyD88,
ndo desenvolvem DM1, um fenémeno dependente do microbiota intestinal, dado que
ratos germfree NOD também ndo possuidores de proteina MyD88 desenvolvem
diabetes. A colonizacéo destes ratos germfree NOD leva a um grau de diabetes atenuado
(Prakash et al., 2011a).

Outro estudo evidenciou que os ratos biobreeding (BB) (modelo de ratos mais
usado para estudar a DM1), propensos a diabetes (BB-DP, tém mutacdo no gene lan4
que leva a uma deficiéncia de células T) e resistentes a diabetes (BB-DR, possuem
fenotipo imunologico normal) (Adamczak et al., 1014) diferiam no tipo de microbiota
intestinal, dado que estes dltimos tinham maior nimero de microrganismos de caréater
probidtico, tais como Lactobacillus e Bifidobacterium. Isto leva a pensar que o

microbiota intestinal esta relacionado com doenca (Roesch et al., 2009).

3.4. Doenca inflamatoria intestinal

A doenca inflamatoria intestinal (DII) como o préprio nome indica é
caracterizada por um estado inflamatorio no intestino. A colite ulcerosa e a doenca de
Crohn sdo exemplos de DII, cada com um desenvolvimento e tratamento diferente
(Abraham e Cho, 2009).

A doenca de Crohn é descrita por um processo inflamatorio crénico, que afeta
mais frequentemente a porcdo final do intestino delgado, o ileo e ou o intestino grosso,
como o colon e reto. Por outro lado, a colite ulcerosa estd associada a inflamacgéo
cronica da mucosa que reveste o intestino grosso. As causas que levam a doenca de
Crohn e a colite ulcerosa ndo sdo ainda bem conhecidas, embora as investigaces
apontem como possiveis causas uma disfuncdo do sistema imunitario, algumas bactérias
do microbiota intestinal, a dieta alimentar e também a genética (Abraham e Cho, 2009;

Baumgart e Carding, 2007; Baumgart e Sandborn, 2012).

A doenca de Crohn parece estar relacionada com espécies do microbiota
especificamente a Escherichia coli aderente-invasiva, segundo estudos realizados. Em
pacientes com esta doenca verificou-se um aumento desta bactéria nas fezes,

nomeadamente quando a doenca esta ativa. O estudo do microbiota intestinal nestes
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doentes, demonstrou um numero exacerbado de Escherichia coli aderente-invasiva tanto
nas lesdes iniciais como em estado cronico em comparagdo com o0s controles
assintomaticos (Darfeuille-Michaud et al., 2004; Willing et al., 2009).

Por outro lado verifica-se uma reducdo do nimero de microrganismos dos filos
Bacteroidetes e Firmicutes. A alteracdo na diversidade por si s6 ndo é a causa da doenca
de Crohn, é necessario um genotiposusceptivel, o que acontece, por exemplo, quando ha
a presenca de determinadas mutagdes (Baumgart e Sandborn, 2012; Boerner e
Sarvetnick, 2011).

Uma mutacdo no gene que codifica para a proteina NOD2 (Nucleotide-binding
oligomerization domain - 2) em pacientes portadores da doenca de Crohn, evidenciou
uma relacdo entre deficiéncias na resposta imunoldgica inata a bactérias invasivas e o
desenvolvimento da doenca em questdo (Darfeuille-Michaudet al., 2004). Quanto a
colite ulcerosa, como é uma inflamacdo que ocorre mais a nivel da mucosa, pensa-se

que alteragcBes no muco do intestino podera ser a sua causa (Fiocchi, 1998).

O muco intestinal é maioritariamente constituido por mucinas e tem uma fungéo
protetora do epitélio intestinal, formando uma barreira e seletivamente impedindo a
colonizacdo por bactérias do Iimen. A seletividade da ac¢do do muco intestinal deve-se
as suas propriedades, que permitem a adesdo bacteriana através de determinados
componentes (lectinas e glicosidases), 0s quais apenas estdo presentes em bactérias
especificas. Um estudo demonstrou que ratinhos deficientes em mucinas ou com
auséncia de glicosiltransferases especificas apresentavam um crescimento bacteriano
excessivo e se mostraram passiveis de desenvolver colites (Fiocchi, 1998; Sommer e
Backhed, 2013).

3.5. Doencas neurolégicas

O mutualismo que se estabelece entre 0 microbiota e o hospedeiro pode afetar o
desenvolvimento do sistema neurologico e este pode, por sua vez, influenciar a fungéo
intestinal. Surge assim um termo designado de eixo cérebro-intestino-microbiota,
mostrando uma conexdo complexa entre os demais sistemas, com a finalidade de manter

0 equilibrio do organismo (Moloney et al., 2014).
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A infancia e a adolescéncia sdo consideradas fases criticas, dado coincidirem
tanto com o desenvolvimento do microbiota intestinal, como com o desenvolvimento
neuroldgico. A relagdo conjunta entre o microbiota e 0 SNC pode interferir com a
resposta ao stress, a percecdo da dor, a neuroguimica e no eixo intestino-cérebro
levando a disfuncGes variadas. Transtornos verificados durante estes periodos podem
prejudicaro desenvolvimento neurol6gico, e consequentemente induzir desordens

mentais, podendo manifestar-se apenas mais tardiamente na vida (Borre et al., 2014).

Pensa-se que a separagdo materna precoce, considerada um fator ambiental,
pode levar a distarbios neuroldgicos, tais como ansiedade e depressdo (Borre et al.,
2014). De facto, um estudo em ratinhos adultos submetidos precocemente a separagdo
materna apontou uma menor intensidade dos sintomas depressivos, quando submetidos
a uma terapéutica com um probiético, neste caso Bifidobacterium infantism (Foster e
Neufeld, 2013).

Pensa-se também, que o microbiota intestinal esteja relacionado com o0s niveis
plasmaticos de serotonina. Este neurotransmissor, derivado do triptofano, é importante
na regulacdo de estados de humor e por acdo no sistema nervoso entérico, interfere na
motilidade gastrointestinal (relaxamento e contragdo do musculo liso), estimulacdo ou
inibicdo das secrecBes intestinais, e também responde a dor visceral (McLean et al.,
2007). Um estudo em ratinhos germfree demonstrou que nestes animais havia niveis
elevados de serotonina, tanto plasmaticos como no hipocampo, insinuando que existe
uma conexdo entre o sistema humoral e a comunicacdo do microbiota intestinal com o
sistema nervoso central. Variagbes no sistema serotoninérgico acompanham as
variagbes na composicdo do microbiota intestinalque sdo frequentes na inféancia.
Contudo, na velhice também se verificam mudancas ao nivel do microbiota intestinal o
que se pode refletir em alteracdes na neurotransmissdo serotoninérgica. O microbiota
intestinal pode ser alvo de manipulacdo através do uso de pré/prébioticos, na idade
adulta, e desta forma mostrar interesse terapéutico para regular o sistema

serotoninérgico (O’Mahony et al., 2014).

Esta descrito que ratinhos germfree podem apresentar défices sociais fortes e
aumento de comportamentos repetitivos, semelhantes aos ocorridos emanimais autistas.
Assim, o microbiota pode ser um fator preponderante para que o individuo desenvolva

comportamentos sociais corretos, podendo também ser uma causa associada a
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perturbacdes de autismo. Para avaliar se existe uma relagcdo entre microbiota intestinal e
outras patologias associadas ao desenvolvimento neuroldgico como esquizofrenia,
défice de atencdo e hiperactividade, outros estudos seriam necessarios (Borre et al.,
2014).

Por forma a entender a origem de determinadas patologias do foro neurolégico e
psiquico, bem como prevenir a sua ocorréncia, sera necessaria a realizacdo de mais
estudos que impliquem a interacdo eixo cérebro-intestino-microbiota, nomeadamente

em fases da vida mais vulneraveis a instabilidade (Foster e Neufeld, 2013).
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IV. Terapia medicamentosa para possivel tratamento de patologias associadas a

alteracdo do microbiota intestinal
4.1. Probidticos

O conceito de probidtico foi introduzido pela primeira vez por Elie Metchnikoff
em 1907. Mas foi em 2001 que a Organizacao das Na¢des Unidas para Alimentacao e
Agricultura juntamente com a Organiza¢do Mundial de Saude chegaram a definicdo de
probioticos. Estes foram entdo definidos por “microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios 4 saide do hospedeiro”

(Pineiro e Stanton, 2007).

E importante realcar que os probi6ticos tém diversos mecanismos de ag&o, como
protecdo contra bactérias patogénicas através de competicdo, producdo de compostos
antimicrobianos, reducdo do pH, competicdo por nutrientes, capacidade
imunoestimuladora. Devem ter também determinadas caracteristicas que lhes permitam
sobreviver a passagem pelo sistema digestivo (resisténcia as enzimas proteoliticas e nao
conjugacdo com os sais biliares) e ter capacidade de aderir ao epitélio para posterior
colonizacdo (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2006; Kechagia
et al., 2012; Pineiro e Stanton, 2007).

Cada vez mais o uso de probidticos é aceite pela comunidade cientifica. Estes
sdo usados para restabelecer ou aumentar a populacdo bacteriana levando a uma
melhoria da saude nomeadamente, da salde intestinal (Kechagia et al., 2012).
Probioticos como Lactobacillus e Bifidobacterium sdo mais utilizados, uma vez que se
observa um balanco positivo fecal quando hd um aumento adequado dos niveis fecais
destes microrganismos. Estes podem obter-se através da alimentacdo ou farmacos
(Pineiro e Stanton, 2007; Sanders, 2008).

O uso de probioticos tem demonstrado evidéncias de eficacia na profilaxia e
como adjuvantes de tratamento em determinadas situagdes clinicas, como obesidade,
doenca inflamatdria intestinal, doencas cardiovasculares, entre outras (Food and

Agriculture Organization of the United Nations, 2006).

O contributo dos probioticos para o efeito antiobesidade estdo ainda estdo um

pouco por perceber. Porém, este contributo é sugerido devido a suposi¢do dos efeitos
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benéficos do microbiota intestinal na regulacdo do equilibrio energético e do controlo
do peso (Arora et al., 2013).

Estudos em ratinhos obesos demonstraram que a acdo antiobesidade podera
dever-se a producdo de &cido linoléico conjugado cis-12, trans-10. Esta producéo
ocorreu quando foram administrados probioticos como Lactobacillus rhamnosuse
Lactobacillus plantarum. Aquando da administragdo de L. rhamnosus observou-se a
uma perda de peso corporal, com a diminuicdo de tecido adiposo, e 0s niveis
plasmaticos de leptina no tecido adiposo encontravam-se diminuidos, assim como a
sintese de acidos gordos de cadeia curta. Quando se administrou a bactéria
Lactobacillus plantarum verificou-se uma diminuicdo do peso corporal. Contudo, 0s
niveis plasméticos leptina ndo se alteraram de forma significativa. Outro estudo que
envolvia a administracdo da espécie Lactobacillus casei Shirota, em ratos obesos,
demonstrou que intolerancia a insulina foi melhorada enquanto que a intolerancia a

glucose diminuia (Arora et al., 2013).

Estudos em humanos com excesso de peso demonstraram que com
administracdo de leite fermentado com Lactobacillus gasseri ocorreu uma diminuigédo
gordura visceral e subcutanea, o que se pensa que podera estar ligada a baixa absor¢édo
de gordura. O peso corporal e o indice de massa corporal apresentaram uma reducao
quando equiparados com o grupo controle (Arora et al., 2013).

Os probiodticos podem também ser utilizados no tratamento da inflamacao
cronica observada na DIl. Como adjuvantes no tratamentos desta doenca estdo incluidos
probidticos como VSL#3, Escherichia coli Nissle 1917 e Saccharomyces boulardii. O
VSL#3 é uma mistura de oito estirpes de probioticos e parece moderar a inflamacéao
intestinal (Petrof, 2009). Estudos em pacientes com colite ulcerosa leve a moderada
apontaram que a administracdo de quantidades elevadas de VSL#3 ajudaram no
tratamento e contribuiram para a remissdo da doenca, sem grandes efeitos adversos,
quando comparado com o grupo placebo (Bibiloni et al., 2005). Quando comparados
diferentes tratamentos da doenca de Crohn, ou seja, tratamento com Saccharomyces
boulardii como probidtico ou tratamento com Mesalazina, um anti-inflamatério (grupo
controlo), demonstraram que o grupo ao qual foi administrado o probidtico exibiu um
tempo de remissdo aumentado em comparagdo ao grupo controlo (Meijer e Dieleman,
2011).
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Outro estudo que implicou a toma de Escherichia coli Nissle 1917 evidenciou
um tempo de remissao ligeiramente maior em relagdo ao grupo controlo (Marteau et al.,
2002).

Foi também descrito que o uso de probidticos como Lactobacillus gasseri
SBT2055, resultou na diminuicdo de tecido adiposo e dos niveis plasmaticos de
colesterol, tanto em ratos Zucker magros como em ratos Zucker obesos (estes ratos séo
portadores de uma mutacdo que codifica para o gene da leptina e apresentam hiperfagia,
hiperinsulinémia e hiperlipidémia (Beck, 2006; Oana et al., 2005)). Desta forma, pensa-
se que este probidtico podera contribuir para a diminuicdo de doencas cardiovasculares
(Aroraetal., 2013).

Embora alguns estudos tenham demonstraram que os probiéticos podem
ter efeitos benéficos em determinadas patologias, é necessario que se desenvolvam mais
estudos, nomeadamente em humanos, para que desta forma se possa abrir horizontes a

novas terapias atraves da aplicacdo de probioticos (Arora et al., 2013).

4.2. Prebioticos

Gibson e Roberfroid, em 1995, apresentaram o termo prebidticos, tendo sido
definidos como “ingredientes nao digeriveis que beneficiam o hospedeiro estimulando
seletivamente o crescimento ou actividade de um certo nimero de bactérias”. Os
prebidticos tem como caracteristicas o facto de ndo serem vivos, serem ingredientes
alimentares que ndo sofrem hidrélise nem sdo absorvidos pelo intestino, resistirem a
acidez gastrica e funcionarem como substratos para os probiéticos, obtendo-se assim,
uma relacdo simbidtica, melhorando a continuidade de bactérias no intestino. Exemplos
mais comuns sdo oligofrutose, inulina, lactulose e galacto-oligossacarideos (Candela et
al., 2010; Kechagia et al., 2012).

Determinados estudos indicam que a lactulose é resistente as [-galactosidases
em humanos e, quando administrada, contribui para um consideravel aumento de
probidticos intestinais como Bifidobacterium, Lactobacillus e Streptococcus (Candela et
al., 2010).
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Estudos em humanos obesos que tomavam o prebiotico oligofrutose
demonstraram que havia redugdo do seu peso corporal, tendo também sido observado o

TR

respetivamente (Parnell e Reimer, 2009).

Um estudo realizado em leitdes demonstrou que a nutriose (um hidrato de
carbono ndo digerivel, com atividade prebiética) pode levar ao aumento de
Peptostreptococcus, Fusobacterium e Bifidobacterium. Verificou-se que, com o
aumento destes géneros bacterianos, os animais beneficiaram de uma melhor regulagéo
das respostas pro-inflamatorias, assim como a inducdo de citocinas, como IL-10,
capazes de modular respostas imunolégicas e de controlar a secrecdo de IgA. Este
estudo indicou que a nutriose leva a estimulagdo da imunidade intestinal, impedindo o
aparecimento de DIl induzida pelo acido trinitrobenzenossulfonico nos leitdes
(Pouillart et al., 2010).

Claramente que sdo necessarios mais estudos e mais investigacdo relativamente
aos prebidticos para melhor entender como podem contribuir de forma a promover a

salde do hospedeiro (Candela et al., 2010).

4.3. Intervencéo na dieta

A dieta é um fator importante para o desenvolvimento do microbiota intestinal.
Contudo, quando ha uma dieta desequilibrada pode ocorrer alteracdes no microbiota

intestinal e consequentemente levar a patologias (Anhe et al., 2013).

Estudos indicaram que um consumo elevado de fibras por parte dos individuos
parece beneficiar a sade do cdlon e também diminuir a incidéncia de patologias como
DIl e cancro colon-retal (MclIntosh et al., 2003). Esta acdo deve-se ao facto das fibras
serem fermentadas pelas bactérias do intestino, formando posteriormente butirato, que é
um AGCC. Pensa-se que o butirato tem a capacidade de inibir o crescimento celular e
de também a diferenciagdo em células do cancro do colon-retal (Blouin et al., 2011).
Segundo alguns estudos, tem ainda a capacidade de reduzir a expressao de citocinas

pré-inflamatorias responsaveis pelas DIl (Segain et al., 2000).
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Um estudo teve por base verificar de que forma a biotransformacao de polifenois
por microrganismos do microbiota intestinal em cultura in vitro, influenciava a
composicdo das bactérias do intestino humano. Verificou-se que a fermentacdo de
polifendis levou a formacdo de AGCC, importantes na diminuicdo do pH do lumen, na
inibicdo da proliferacdo de patogénicos e no crescimento de Bifidobacterium (que
confere protecdo na invasdo por patogénios) e ainda, a redugdo na proporcdo de
Firmicutes em comparagdo com os controlos (Parkaret al., 2003; Queipo-Ortund et al.,
2012).

4.4. Transplante fecal

O transplante fecal implica substituicdo ou reposi¢do da microbiota intestinal de
um individuo que tenha alguma patologia do foro intestinal (Walker e Lawley, 2013). O
transplante tem como base fezes processadas de um individuo saudavel, para posterior
transferéncia para o intestino de um individuo doente, por meio do enema (Smith et al.,
2014). Esta acdo é de facto violenta, no sentido que vai alterar de forma abrupta a

microbiota intestinal do individuo doente, sendo no entanto bastante eficaz.

Um estudo feito em pacientes com recorrente infecdo pela bactéria Clostridium
difficile demonstrou que o transplante fecal foi bem sucedido, sendo mais eficaz para o
tratamento desta infecdo, quando comparado com o tratamento com antibiéticos como a

vancomicina (Nood et al., 2013).

Este tipo de tratamento sera recomendado a individuos que tém DII, mas ainda
ndo se efetuam transplantes uma vez que ha receio de passagem de microrganismos
patdgenicos e também porque ainda se estdo a identificar e a fazer triagem de doadores
compativeis (Walker e Lawley, 2013).
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V. Perspetivas Futuras

O microbiota intestinal € considerado um “superorganismo”, sendo
extremamente complexo. Alguns estudos realizados sobretudo em modelos animais
permitiram ja obter informac&o relevante quanto ao contributo do microbiota intestinal
para a homeostasia do hospedeiro. Porém, novos estudos, novas investigacdes, novas
técnicas serdo indispensaveis e essenciais para compreender melhor o mundo do
microbiota intestinal. Isto passa entdo pela melhor compreensédo das intera¢cbes com o
hospedeiro, e de que forma determinados microrganismos podem contribuir para a
salde e ou para a doenca. Alteracdes benéficas na composicdo e organizacdodo
microbiota intestinal podem ter efeitos na melhoria da satde do hospedeiro (Walker e
Lawley, 2013.)

Presentemente, o elevado investimento cientifico nos campos do microbiota e
microbioma humanos, particularmente a nivel intestinal, devera resultar no

desenvolvimento e melhoriade estratégias terapéuticas futuras (Walker e Lawley, 2013.)
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V1. Conclusao

O microbiota intestinal define-se pelo conjunto de microrganismos existentes no
intestino humano, enquanto o microbioma intestinal se define pelo genoma desses
microrganismos. O agregado destas entidades € essencial para promover a saude do

hospedeiro, nomeadamente relaces de simbiose.

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular permitiram investigar, de
forma mais completa, a composicdo e elevada diversidade do microbiota intestinal. O
desenvolvimento do microbiota intestinal da-se logo apds o nascimento e a sua
estabilizacdo ocorre quando se atinge a fase adulta. Porém, esta sempre em constante
dinamismo. O microbiota intestinal pode ser afetado por variadissimos fatores
ambientais como dieta, estilo de vida, consumo de antibidticos e idade, levando por

vezes a alteracOes drasticas na composicao e diversidade do mesmo.

Alguns estudos descritos ao longo desta dissertagdo mostraram que o microbiota
intestinal parece ter influéncia em func¢des do organismo como fisiologia, metabolismo
e desenvolvimento dos sistemasneuroldgico e imunolégico, nomeadamente do GALT.
O microbiota intestinal parece entdo contribuir para o desenvolvimento e morfogénese
de 6rgdos e para a manutencdo do equilibrio de tecidos e 6rgaos, assim como permitir a
obtengdo de energia partir da dieta. Situagcfes como 0 contacto direto do microbiota
intestinal com o epitélio intestinal leva a um constante desafio do sistema imunoldgico.
Sendo assim, as interacdes adequadas entre microbiota intestinal e hospedeiro levam a

criacdo de mecanismos de tolerancia imunoldgica.

Perturbagcbes no microbiota intestinal fazem com que a homeostasia do

hospedeiro esteja comprometida, podendo levar a situagdes de patologia.

O conhecimento aprofundado da composicéo e atividade do microbiota intestinal
devera conduzir a novas intervencdes terapéuticas com base na possivel modulagdo

desse microbioma, resultando numa melhoria da qualidade de vida dos pacientes.
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