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RESUMO

A Colite Ulcerosa ¢ uma doenca da era “moderna” que afeta cerca de 10.4 pessoas por
cada 100 000 habitantes a nivel Europeu. Atualmente a Colite Ulcerosa ¢ considerada
incuravel e, como muitas outras, ndo se sabe se ¢ um agente individual que leva a esta
exacerbagdo de resposta imunitaria, ou se existirdo mais fatores envolvidos no processo.
Como se tem vindo a verificar para variadas patologias, a terapéutica existente atingiu
um certo limite, a partir do qual ndo ¢ eficaz para todos os doentes ou nalguns casos a
doenga ¢ tdo severa que se tornam refratarios ou intolerantes as mesmas.

Nestes casos, € necessario explorar outras abordagens possiveis, na busca de algo que
melhore a qualidade de vida e sintomatologia da doenga.

A utilizacdo de probioticos e prebidticos, possuem alguns estudos noutras patologias
também do foro gastrointestinal e até alguns no ambito da propria doenca, que levam a
crer que pode ser uma dire¢do vidvel no auxilio da manuten¢do da remissdo da doenga
ou até na indu¢do da mesma. Os simbidticos, ndo possuem tanta informacao disponivel,
como os anteriores, mas sao um passo logico, tal como se observa em muitos farmacos,
o sinergismo potencia a acgdo terapéutica. Transplantes de matéria fecal, ¢ um
procedimento bastante antigo que tenta corrigir a disbiose diretamente, sendo de uso
quotidiano em infe¢des como por Clostridium difficile.

E importante procurar novas opgdes, ou explorar as que resultam em patologias
semelhantes. Estas poderdo ser uma vertente que no minimo melhorard a qualidade de

vida dos doentes.

Palavras Chave: Tratamento; Colite Ulcerosa; Microbiota; Microbioma; Probioticos;

Prebioticos; Simbioticos; Transplante de Matéria Fecal.






ABSTRACT

Ulcerative Colitis is a modern era disease, which affects about 10.4 people per 100 000
inhabitants in Europe. Nowadays Ulcerative Colitis is still incurable and like many
other diseases, we don’t even know if it is a single agent that leads to this exacerbated
immune response.

As it has been noticed for various pathologies, the existing therapy options are
becoming limited, and in some cases the patient becomes refractory or intolerant to the
treatment.

Due to this aspect there is a necessity to explore other options, in search for something
that will ameliorate the disease symptoms and improve the patients’ quality of life.

The use o probiotics and prebiotics is referred in studies related to other gastrointestinal
pathologies, and there are some which refer to this particular disease. For this reason we
can believe that this is a viable direction that can help in maintaining disease remission
or even induce remission itself.

There isn’t much available information about symbiotics, but they are a logical step that
has been taken in pharmacology when we associate two drugs, which will act
synergistically.

Faecal matter transplant is a quite old procedure that attempts to correct the dysbiosis
directly. This procedure is frequently done in Clostridium difficile infections.

It’s important to search for new options or explore the ones that produce outcomes in
similar pathologies.

Overall, these therapeutic options at least can improve the patients’ quality of life.

Keywords: Treatment; Ulcerative Colitis; Microbiota; Microbioma; Probiotics;
Prebiotics, Symbiotics; Faecal matter transplant
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Introdugédo

Introduciao

Vivemos num mundo cheio de microrganismos, alguns deles benéficos, outros
causadores de doencas graves. Surtos de doengas como maldria, febre amarela, sdo
muito pouco frequentes e nalguns locais estdo erradicados, aparecendo novas formas
diferentes. A esperanca de vida do ser humano vai aumentando com o desenvolvimento
dos cuidados médicos. No entanto, cada vez mais se torna visivel, o aparecimento de
novas patologias que tém apresentacdes diferentes, muitas dessas tornam-se cronicas e
de dia para dia vao roubando qualidade de vida as pessoas que afetam. Quanto mais se

torna o mundo estéril e assético mais vulneraveis ficamos a outras doengas.

A Colite Ulcerosa (CU) ¢ uma Doenga Inflamatéria Intestinal (DII) que vem
aumentando a sua incidéncia, desde o inicio do século XX, nos paises com maior
desenvolvimento industrial e urbanizagdo constante. Dados literarios indicam que a CU
possui uma susceptibilidade superior a Doenca de Crohn (DC), no que diz respeito aos

fatores de risco que advém da urbanizagdo (Fuss & Strober, 2015).

Estatisticamente, mais de dois ter¢os dos doentes, com esta patologia, apresentam pelo
menos uma recidiva num periodo de 10 anos. Dai a necessidade de opgdes terapéuticas
menos agressivas para manutencdo durante o periodo de remissdo clinica. A terapéutica
convencional habitual utiliza aminosalicilatos, corticosteroides, imunomodeladores e
agentes biologicos, consoante o estado da doenca. Convencionalmente utiliza-se o
seguinte algoritmo (Hanauer, 2008):

* Ligeiro: Aminosalicilatos;

* Moderado/Severo: Corticoesteroides orais, Esteroides IV, Agentes Biologicos,

Imunomodeladores;

* Fulminante: Ciclosporina e, em ltimo caso, cirurgia.

Como todas as terapias, esta também se baseia numa escada(ou escala?) terapéutica que
¢ alterada consoante o estadio em que o paciente se encontra e a resposta que este
apresenta face a medicacdo. Os corticosteroides sdo a segunda opg¢do apds falha dos
aminosalicilatos, estes sdo maioritariamente usados para induzir remissdo nos doentes
apos falha terapéutica ou mesmo promover alivio rapido dos sintomas. A aziotropina ¢é

utilizada para doentes refratarios ou dependentes de corticosteroides. Terapia com
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Tratamento da Colite Ulcerosa através da manipulacdo da Microbiota Humana:
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agentes bioldgicos (Infliximab), estd protocolado para uso nos casos moderados/severos
que ndo apresentam resposta aos anteriores. Em ultima instancia, existe a ciclosporina
que ¢ a terapéutica de resgate para doentes refratirios a esteroides e com CU severa

(Hanauer, 2008).

Embora a terapéutica convencional, seja eficaz, na indug@o da remissdo, na manutengao
da mesma e decréscimo dos periodos de agudizagdo, em alguns dos casos, os
tratamentos ndo estdo ausentes de efeitos secundarios, podendo mesmo os pacientes
tornarem-se refratarios a alguns farmacos de maior poténcia (Head, Jurenka, & Ascp,

2003).

Quanto maiores forem os periodos de agudizacdo e o nlimero em que estes ocorrem
aumenta os riscos de desenvolvimento de outras patologias como: osteoporose, doencas
relacionadas com figado e vesicula biliar, pedras nos rins e cancro do célon (Head et al.,

2003).

Dai surgir a necessidade de procurar alternativas para o tratamento desta patologia, que
possa ser igualmente eficaz a terapéutica farmacologica, mas com menos efeitos

adversos e sem criar resisténcias.

O termo microbiota ou microbioma ¢ um termo complexo, engloba todos os
microrganismos existentes mais os seus elementos genéticos e respetivas interacdes
com o hospedeiro (Cammarota, Ianiro, Bibbo, & Gasbarrini, 2014; E. M. Quigley,
2011). Esta sinergia, entre hospedeiro e espécies colonizadores, estd associada a um
estado de homeostasia (Scaldaferri et al., 2013; Vieira, Teixeira, & Martins, 2013;
Warinner, Speller, Collins, & Lewis, 2015). Alteracdes na composi¢do desta podem
levar a perda da homeostasia, a um estado de disbiose, induzindo assim patologias

(Kostic et al., 2014; Scaldaferri et al., 2013; Xu et al., 2013).

Os probidticos sao formulagdes com microrganismos vidveis, que quando sao ingeridos
em quantidades adequadas conferem beneficio na saide do hospedeiro. Pertencem na
sua maioria aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo estas bactérias 4cido

lacticas (LAB) (Hill et al., 2014; Marteu & Camus, 2011).
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Introdugédo

Os prebidticos, ao contrario dos probiodticos, ndo sdo microrganismos vidveis, siao
ingredientes seletivamente fermentados. Estes ingredientes tém como fun¢do promover
alteracdes especificas na composicdo e/ou atividade da microbiota (Crittenden &
Playne, 2009; Patel & DuPont, 2015). Os prebidticos encontram-se distribuidos
amplamente, pelas leguminosas, tendo como exemplos: alho, cebolas, trigo, aveia.
Mesmo em pequenas quantidades, quase todos os seres humanos ingerem prebidticos na

sua alimentacdo regular (E. M- M- Quigley, 2010; Slavin, 2013).

O uso de simbidticos ¢ uma novidade. O objetivo desta abordagem ¢ através do uso
conjunto de probidticos e prebidticos atingir-se uma agdo sinérgica. Com isto espera-se
potenciar ainda mais o efeito probidtico. Sobre este topico ndo existem muitos estudos,
sendo no entanto os realizados favordveis. Os géneros bacterianos alvo, nesta
abordagem, sdo: Lactobacillus e Bifidobacterium (Haskey & Dahl, 2006; Hui, 2006;
Patel & DuPont, 2015; E. M. Quigley, 2011; Tuohy et al., 2003).

O Transplante de Microbiota Fecal (TMF) ¢ um ato médico praticado desde a
antiguidade. Existem relatos do uso deste na China antiga para tratar estados diarreicos
severos. E uma técnica simples, é recolhida uma amostra (fezes) de um dador saudével
que posteriormente ¢ transplantada para o recetor (doente) (Cammarota et al., 2014;
Kelly et al., 2015; Matsuoka et al., 2014). Ao efetuar o transplante, espera-se restaurar a
diversidade filogénica e a microbiota, revertendo as alteragdes que induziram a doenga.
O primeiro relato desta técnica aplicada a CU ocoreu em 1989, em que o préprio autor
foi o sujeito em estudo. A maioria dos estudos realizados acerca desta técnica sdo no
ambito do tratamento da ICD. Verifica-se, no entanto, uma tendéncia para um aumento
dos estudos realizados em relacdo a CU, sendo até a data poucos em numero (Brandt &

Aroniadis, 2013; Kelly et al., 2015; Vrieze et., 2013).
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Desenvolvimento
Desenvolvimento

Capitulo 1 — Colite Ulcerosa

1. Colite Ulcerosa

A Doenga Inflamatoéria Intestinal (DII), ¢ uma doenga cronica intestinal atualmente
incuravel, ndo infecciosa, mediada pela resposta imunoldgica do hospedeiro. Existem
duas patologias inseridas neste ramo, a DC e a CU (Bunnett & Lingappa, 2006;
Friedman & Blumberg S., 2015; Matsuoka, Mizuno, Hayashi, & Hisamatsu, 2014).

A etiologia da CU ¢ ainda desconhecida, mas a corrente de pensamento dominante,
especula que a inflamagao advém de microbiota alterada ou patogénica, num hospedeiro

geneticamente suscetivel (Damman et al., 2012).

1.1 Epidemiologia

A incidéncia averiguou-se ser superior, no norte da Europa, e norte do Continente
Americano, sendo que na Asia ocorre com menor incidéncia. O desenvolvimento, de
quase todos os paises, tem progredido no sentido da industrializacdo, gerando mudancas
importantes. Regides que anteriormente tinham indices minimos de CU, comecam
recentemente a aumentar, como ¢ o caso do Sul da Europa e Asia, que continuam
mesmo assim com a menor incidéncia de entre todos. Na populacdo infantil, esta ndo ¢é
uma patologia com tanta prevaléncia, sendo esta faixa etaria mais afetada pela DC
(Friedman & Blumberg S., 2015; Fuss & Strober, 2015).

O seu pico de incidéncia encontra-se entre os 15-25 anos de idade, sendo a média da
idade em que ¢ feito o diagndstico, mais tardia, aos 37,5 anos. Acresce que a incidéncia
segundo os seguintes autores Fuss & Strober, 2015; Kasper, Fauci, Hauser, Longo, &
Jameson, 2015, a nivel europeu, situa-se em 10,4/100 000 habitantes em comparagdo
com os EUA (Estados Unidos da América) 8,8/100 000 habitantes.

Segundo Friedman & Blumberg S., 2015, existe uma maior amplitude para os dados,
defendendo estes autores que a incidéncia na Europa tem um intervalo que pode ir de
0.6 até 24.3 doentes por cada 100,000 habitantes, enquanto que nos EUA considera-se
que parte dos 0 até 19.2 por cada 1000,000 habitantes. Embora a segunda opinido
apresente um intervalo e, ndo um valor unico, ¢ de sublinhar que os primeiros valores
mencionados encontram-se inclusos no intervalo definido pelos segundos autores. A

nivel nacional, os valores tém sofrido um aumento consideravel, isto &, em 2003,
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encontrava-se em 42 doentes por cada 100 000 habitantes, e em 2007, os dados eram de
71 doentes por cada 100 000 habitantes (Magro et al., 2011).

Os fatores que se sdo consequéncias da urbanizagdo incluem: o fumo de tabaco, as
dietas ricas em gorduras e agucares. Prevaléncia de certos tipos de medicagdo e auséncia
de apéndice, aparentam ser uma tendéncia em paises desenvolvidos.

Dos fatores anteriormente mencionados apenas apendicectomia e habitos tabégicos,
foram com reprodutibilidade associados a DII (Fuss & Strober, 2015; Kasper et al.,

2015). A epidemiologia desta patologia, esta resumida na tabela 1.

Tabela 1- Epidemiologia da Colite Ulcerosa. Adaptado de (Friedman & Blumberg S., 2015; Head et
al., 2003).

Epidemiologia da Colite Ulcerosa

Idade de inicio 20-40 anos
70-90 anos

Etnia Judeus > caucasianos ndo judeus
>Hispanicos > Asiaticos

Ratio F/M 0.51-1.58

Habitos Tabagicos Poderd atuar como protetor 0.58

Contracetivos Orais Nao aumenta o risco

Apendicectomia Fator protetor redug¢do do risco em 13-
26%

Uso de Antibidticos no 1° ano de vida Risco aumenta 2,9 x de desenvolver na
infancia IBD

Amamentacio Fator protetor nos primeiros anos de vida

Uma teoria que explora a importancia de fatores ambientais ¢ a Teoria da Higiene, que
explora a possibilidade de existéncia de diminui¢do da tolerdncia imunitaria. Esta
diminui¢do pensa-se que ocorra, devido a uma diminui¢do na produgdo das células-T,
por auséncia de eventos que levem a estimulos para a produ¢do destas. Isto leva a um
numero inferior de células-T reguladoras, sem as quais existem uma menor tolerancia a
microrganismos comensais € uma maior prevaléncia de estados inflamatdrios (Fuss &

Strober, 2015).

1.2 Etiologia

A etiologia desta patologia ¢ ainda desconhecida, mas existe evidéncia que as bactérias
sdo fundamentais para a iniciagdo e manutencdo da doenca. Diversas espécies
bacterianas sdo consideradas importantes, como ¢ o caso de: Bacteroides,
Streptococcus, Shigella, Fusobacteria e Desulfovibrios. Varios organismos ja se
encontram com associacdo positiva a doenca, mas ndo existe evidéncia de que a

transmissdo ocorra por parte de alguma destas bactérias. Alguns estudos indicam um
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nimero elevado de anaerdbios nas fezes de doentes com DII, outros referem que
antibidticos cujo alvo sdo os anaerobios estritos previnem ulceragdo em modelos
animais.

Nesta patologia verifica-se um aumento da producdo de anticorpos contra os
microrganismos anaerobios, mas, no entanto, sem possuir evidéncia de ser vetor
especifico.

E sempre provavel que as bactérias comensais estejam envolvidas, pois encontram-se
em proximidade com os tecidos, podendo a sua interagdo com o sistema imunitario ser
mais extensa que a das espécies luminais (Bernstein, 2014; Macfarlane, Furrie, &

Macfarlane, 2004).

1.3 Caracteristicas Clinicas

Em termos de caracteristicas clinicas, esta patologia manifesta uma inflamagao
superficial da mucosa do intestino grosso, ao contrario da DC, na qual a inflamacao ndo
¢ apenas superficial mas sim transmural. A inflamacdo invariavelmente afeta a mucosa
retal e a medida que a doenga progride afeta com maior extensdo zonas proximais do
colon (Fuss & Strober, 2015).

Sendo esta uma patologia inflamatodria ¢ de notar ser normal uma alteracao nos niveis de
citoquinas.

A tabela 2 sistematiza as alteracdes que existem qualitativamente nestas citoquinas na

mucosa ¢ a nivel sérico (Head et al., 2003).

Tabela 2- Alteracio nas citoquinas a nivel sérico e da mucosa na CU. Adaptado (Head et al., 2003).

Citoquina Alteracoes

IL-1 Nivel sérico normal, aumentado na mucosa.
IL-6 Nivel sérico normal, aumentado na mucosa.
IL-8 Nivel sérico indetectavel, elevado na mucosa.
IFN-y Nivel sérico ndo conhecido, normal na mucosa.
TNF-a Nivel sérico elevado, elevado na mucosa.

A classificagdo estadios, ¢ feita com base na extensdo anatomica da inflamagao.
Podendo ser classificada da seguinte forma, segundo o esquematizado na tabela 3

(Satsangi, Silverberg, Vermeire, & Colombel, 2006).
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Tabela 3- Classificacio de Montreal da CU de acordo com a extensio anatémica. Adaptado de

(Satsangi et al., 2006).

Extensao Anatomia

1° Estadio: Proctite Ulcerosa Envolvimento limitado ao reto (limite
proximal da inflamagdo ¢ distal a jungdo
retosigmaide).

2° Estadio: CU distal Envolvimento limitado a uma propor¢do do
colon e do reto distal a flexura esplénica.

3° Estadio: CU extensa (pancolite) Envolvimento estende-se proximal a flexura
esplénica.

As manifestacdes clinicas desta patologia dependem da zona e extensdo com a qual esta
se encontra afetada. Os sintomas major sdo diarreia e hematoquezias, com urgéncia e/ou
sangramento retal devido a natureza ulcerativa da patologia. Em associacio
normalmente ocorre a presenca de muco ou pus nas fezes, dores abdominais e perda de
peso. Sistemicamente ocorre mal-estar generalizado, febre caquexia, estando estes
associados a estados de exacerbagdo da inflamagdo. Os sintomas, tém progressao
gradual, alternando periodos de remissao com periodos de exacerbagdo da doenga.

Pode ocorrer progressdo para um estado, conhecido como colite fulminante, que se
caracteriza por sangramento extenso, associado a anemia que muitas vezes para ser
corrigida exige transfusdes sanguineas para ser controlada. Em casos de extrema
severidade ocorre aumento da temperatura corporal, abdomen duro, dilatacdo do cédlon
com auséncia de sons intestinais (megacolon toxico). Nesta fase existe auséncia de
controlo neurologico da func¢do do célon, podendo ser uma condigdo fatal para o doente.
Alguns estudos indicam que mais de metade dos doentes no estadio 1° progridem para o
2° estadio. Dos doentes que progridem do 1° estadio para o 2° estadio, em 75% dos
casos, observa-se regressdo da inflamac¢do. Normalmente a forma mais agressiva
apresenta-se nos primeiros 3 anos apo6s o diagnostico. Para os doentes que nesses
primeiros 3 anos, ndo exista estados de grande severidade ,0 progndstico por norma ¢
bom e indicativo de periodos longos de remissdo (Fuss & Strober, 2015).

A remissdo ¢ definida por diminui¢do da sintomatologia, diminuicdo do niimero de
dejeg¢des ( < 3 por dia). A mucosa retal, neste periodo, deve encontrar-se ausente de
eritema, granulosidade e friabilidade. Dai ser necessario confirmagdo com exame
histoloégico (Mallon, McKay, Kirk, & Gardiner, 2007).

A ocorréncia de displasia ou carcinoma ¢ uma complicacdo de estados severos, em que
a inflamacdo ¢ elevada e constante e que ao longo do tempo ird levando a alteracdo da

estrutura epitelial. O diagnéstico ¢ feito com base num historial clinico bem
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documentado, aliado do observado macroscopicamente através de uma colonoscopia e

histologia das biopsias (Fuss & Strober, 2015).

1.3.1 Fatores Genéticos

Existe a possibilidade de fatores genéticos contribuirem para uma predisposi¢do,

aumentando assim a probabilidade da doenga se manifestar.

Dos diversos estudos realizados, podemos selecionar os mais significativos (Damman et

al., 2012; Friedman & Blumberg S., 2015; Fuss & Strober, 2015):

Sabe-se que 5-10% (ou 5 a 10%?) dos doentes possuem um parente direto que €
afetado pela mesma patologia. Familias em que varios membros sdo afetados em
75% dos casos, todos encontram-se no mesmo estadio da doenga.(Fuss &
Strober, 2015);

Foi divulgado um estudo genético de familias com mais de um membro afetado,
revelando que parentes diretos dos membros afetados possuem uma
probabilidade estatistica de 10-15% de risco de desenvolver DII. Se ambos os
progenitores manifestarem DII, entdo existe uma probabilidade de 36% de cada
filho do casal manifestar também DII;

Num outro estudo, onde foram usados gémeos, revela que a concordancia entre
gémeos monozigéticos ¢ de 6-18% enquanto que em heterozigdticos ¢ de 0-5%,
o que indica que existe baixa influéncia genética, no maximo cerca de 20%, a
componente hereditaria envolvida na propensdo para o desenvolvimento da
doenga. Se os dois valores de concordancia fossem iguais, isso indicaria que o

fator de predisposicdo seria de cardcter ambiental.

Existem locus genéticos identificados alguns sdo somente especificos de CU e outros

encontram-se em comum DC. Os que sdo especificos para CU encontram-se na tabela 4

(Fuss & Strober, 2015).

Tabela 4- Regidoes genomicas associadas a CU. Adaptado de (Fuss & Strober, 2015).

Area Cromossomal Genes Associados

6p21 MHC) Complexo major de histocompatibilidade
1923 Fc fragmento recetor

12q14 IL-22, IL-26

7q22 LAMBI1

20q13 HNF4a (fator nuclear hepatocitario 4)
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Capitulo 2 — Microbiota e a sua relacio com a Colite Ulcerosa

2. Microbiota

A microbiota engloba na totalidade os microrganismos existentes, fungos e outros
eucariotas (Blastocystis e Amoebozoa), virus (maioritariamente bacteriofagos),
bactérias e seus respetivos elementos genéticos e interacdes com o ambiente
circundante, sendo portanto um termo muito mais completo (Cammarota, laniro, Bibbo,
& Gasbarrini, 2014; E. M. Quigley, 2011).

Os microrganismos presentes na microbiota coexistem em sinergia com o seu
hospedeiro, possuem a capacidade de colonizar a pele, aparelho genito-urinario,
respiratorio e o gastrointestinal. E de ser reconhecido que os microrganismos que
constituem a microbiota se encontram intimamente ligados a manutencdo da
homeostasia nos respetivos locais que colonizam (Scaldaferri et al., 2013; Vieira,
Teixeira, & Martins, 2013; Warinner, Speller, Collins, & Lewis, 2015).

O intestino humano ¢ um ambiente anaerébio de elevada complexidade, dai ser passivel
de ser comparado a um “6rgao”. Até ha poucos anos ndo era conhecida grande parte da
sua extensdo como ¢ atualmente. Este “6rgdo” integra cerca de 150x mais genes que o
proprio genoma humano completo (Garcia-Garcia-de-Paredes, Rodriguez-de-Santiago,
Aguilera-Castro, Ferre-Aracil, & Lopez-Sanroman, 2014).

Na sua maioria, as relagdes existentes no universo sdo de cariz simbiotico, ndo sendo a
microbiota humana uma exce¢do (Chen, 2014; E. M. Quigley, 2011; Vrieze et al.,
2013).

Estima-se que na microbiota exista uma imensidade de microrganismos e que este
nimero seja 10x o nimero de células de um organismo humano. O grupo bacteriano € o
que, sem duvida, se encontra em maior dimensdo na microbiota, podendo representar
mais de lkg do peso corporal de um adulto normal (Cammarota et al., 2014; Garcia-
Garcia-de-Paredes et al., 2014; Ho, Chan, & Li, 2015; Scaldaferri et al., 2013; Warinner
etal., 2015).

Uns autores indicam que existem 7 filos predominantes: Firmicutes, Bacterioidetes,
Proteobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria e Actinobacteria;
estando em maioria estatistica, de mais de 90%, os pertencentes a filo Firmicutes e
Bacteroides (Chen, 2014; E. M. Quigley, 2011; Vrieze et al., 2013). Outros autores ha
que afirmam que no maximo existam 10 filos no trato gastrointestinal, o que se traduz

numa variedade de espécies de 500 a 2,000 (Damman, Miller, Surawicz, & Zisman,
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2012). Consideram-se, associadas a uma microbiota saudavel as filos Bacterioidetes,
Bifidobacterium e Clostridium (Garcia-Garcia-de-Paredes et al., 2014).

No duodeno a densidade microbiana aproximada ¢ de 10° células por mL,
predominando Streptococcus, Lactobacillus, Escherichia e Corynobacterium, no jejuno
a densidade aumenta para 10° células por mL, aumentando ainda mais no cdlon
ascendente para uma densidade populacional de 10'* células por mL, nestas duas
ultimas, predominam as filos Bacteroidetes e Firmicutes (Garcia-Garcia-de-Paredes et
al., 2014; Xu, Xu, Ma, Tang, & Zhang, 2013).

Varios fatores afetam as microbiotas de cada individuo, inclusive a escolha caldrica.
Dietas ricas em proteinas e gorduras animais favorecem o género Bacteroides e
Ruminococcus, enquanto que dietas ricas em hidratos de carbono favorecem o género
Prevotella (Damman et al., 2012; Xu et al., 2013).

Arumugam et al., 2011, propde que os trés géneros predominantes sdo Bacteroides,
Prevotella e Ruminococcus, no entanto estes géneros estdo relacionados com a idade, a
geografia e o sexo, embora universalmente todas as microbiotas sejam semelhantes em
termos de filo. Um estudo refere que o consumo elevado de hidratos de carbono em
conjunto com uma dieta pobre em proteina animal, em sujeitos residentes em Faso,
Africa, levaram estes sujeitos a possuir uma propor¢do de Bacteroidetes grande e uma
menor abundancia de Firmicutes, em comparacdo com uma populagdo de criangas
europeias cuja alimentagdo ¢ elevada em proteina animal. Explicacdo para esta
diferenca serd o elevado teor de glicerol presente na dieta, que afeta as comunidades de
Lactobacillus e Enterococcus (Scott, Gratz, Sheridan, Flint, & Duncan, 2013; Xu et al.,
2013).

O intestino humano quando nasce encontra-se estéril, apenas adquire as suas primeiras
colonizagdes na altura do parto pela microbiota da mae. Essa aquisi¢do ira depender da
via pela qual o parto se realiza e também da primeira ingestdo de alimentos (O’Toole &
Claesson, 2010). Esta coloniza¢do fica estavel perto dos 2 anos de idade sendo
praticamente constante durante a vida adulta (E. M. Quigley, 2011; Vrieze et al., 2013).
Alteragdes, na microbiota, podem ser induzidas por alteragdes drasticas, como na dieta
ou uso de antibidticos. A microbiota de uma familia ¢ muito semelhante entre os
membros que as constituem (Damman et al., 2012).

O ser humano, como hospedeiro, para os microrganismos que dentro dele coabitam,
oferece um meio rico em nutrientes para os seus “hospedes”. Em contrapartida, estes

auxiliam com fung¢des metabolicas e genes presentes neles. Fungdes estas, como
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fermentagdo (maioritariamente no colon) de substratos ndo digeriveis ou ndo acessiveis
a enzimas, producdo de acidos gordos de cadeia curta (AGCC), facilitar a absorcao de
10es, aminodcidos e vitaminas. Os acidos gordos produzidos podem ser, acetato, butirato
e propionato (Fujimori et al., 2009; Kaiko & Stappenbeck, 2014; Scott et al., 2013).

O butirato ¢ considerado a maior fonte de energia para as células epiteliais intestinais.
Afetando a proliferacdo, diferenciacdo celular, secrecdo de muco e fungdo barreira
(mucosa). Também possui um potencial anti-inflamatdério e anti-oxidante. Existem
indicios que indicam que os efeitos anteriormente referidos, neste acido, podem manter
a remissdo em doentes com CU. Também se encontra associado a um aumento do
nimero de células T-reguladoras(Tregs) (Chen, 2014; Kostic, Xavier, & Gevers, 2014;
Patel & DuPont, 2015; Tuohy, Probert, Smejkal, & Gibson, 2003; Vieira et al., 2013;
Xuetal., 2013).

Estes microrganismos aumentam também, para além, dos anteriores, a capacidade do
hospedeiro para metabolizar xenobidicos e toxinas endogenas, produzindo
micronutrientes, vitaminas, renovagdo celular do epitélio intestinal tendo um papel
fulcral no desenvolvimento do sistema imunitario. Existe também uma contribuicao
para a defesa contra patogénios, na medida em que ao se encontrarem presentes, 0s
patogénios tém de competir com os ja residentes para poderem colonizar o ambiente
intestinal(Atreya & Neurath, 2010; Damman et al., 2012; Patel & DuPont, 2015).

A defini¢cdo de microbiota saudavel refere-se a capacidade de uma comunidade resistir a
alteracdes que advém de stress ecologico, ou de retomar o equilibrio apos ter sofrido
perturbagdes. A falta de diversidade ou igualdade na estrutura da comunidade
bacteriana, aparenta causar uma diminuicdo da capacidade de suportar perturbagdes

(Bickhed et al., 2012).

A disbiose ¢ caracterizada por uma diminui¢do da diversidade ao nivel das espécies
existentes (Kelly et al., 2015). Mesmo dentro da variacdo induzida nas DII, existem
ainda subvariacdes, desta, que dificultam a obtencdo de associagdes (Ruff & Kriegel,
2015). Estas alteragdes quantitativas ou qualitativas da microbiota humana causam uma
perda de homeostasia no organismo, levando a facilidade de desenvolver estados
patologicos. Varias patologias ja se encontram com ligacdo cientificamente provada,
como a DII, a sindroma do intestino irritdvel (SII) e outras doengas funcionais do trato
gastrointestinal como infe¢cdes entéricas e cancro coloretal. Também se encontram

presentes em patologias que ndo sdo do forro gastrointestinal como obesidade, sindroma
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metabolico, autismo e doengas alérgicas (Cammarota et al., 2014; Vieira et al., 2013;
Xu et al., 2013).

A caracteristica de maior proeminéncia na disbiose, apresentada na CU, ¢ um aumento
da abundancia de Proteobacteria (Kump et al., 2013). Doentes com DII, possuem uma
diversidade reduzida, em média apresentam menos 25% de genes microbianos em
compara¢cdo com sujeitos saudaveis utilizados como grupo de controlo (Borody &
Khoruts, 2011).

Recentemente verificou-se um aumento da preocupacdo no que diz respeito a
microbiota. Tem vindo a chamar a aten¢do, que o uso continuo de antibidticos e
alteracdes na dieta, podem causar danos profundos & microbiota, podendo ser estes
fatores que ativamente contribuam para a emergéncia de doencas e possivel aumento da

incidéncia de outras (Khoruts & Weingarden, 2014; Vieira et al., 2013).

2.1 Alteracoes da microbiota na Colite Ulcerosa

Virios estudos, ja publicados, demonstraram que a microbiota intestinal ¢ de extrema
importancia na imunidade e no metabolismo de obten¢do de energia. A desregulagdo da
populacdo comensal, perda de espécies existentes com capacidade protetora cria
predisposicdo para o desenvolvimento de doencgas. (Aroniadis & Brandt, 2012)

Existe um padrao visivel de alteracdo na composi¢do do microbioma e perda de funcdes
desempenhadas, por estes microrganismos, que se encontra associado a padroes de DII.
Como ¢ possivel constatar através da tabela 5, é percetivel que a diminui¢do de algumas
bactérias e o aparecimento de outras se relaciona com alteragdo de fungdes metabolicas,
diminui¢do da sintese e aumento do transporte de outras substancias ou aumento de

secregoes toxicas (Kostic et al., 2014; Scaldaferri et al., 2013; Xu et al., 2013).
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Tabela 5- Alteracdes no microbioma relacionadas com DII. Adaptado de(Kostic et al., 2014;

Scaldaferri et al., 2013; Xu et al., 2013).

Composicio ¢ Diminuicdo da diversidade;
microbiana * Diminuig¢do no género Bacteroides e filo Firmicutes;
* Diminuicdo da familia Ruminococcaceae, do género
Clostridium (cluster IX e IV), Bifidobacterium, Lactobacillus;
*  Diminui¢do F. prausnitzii;
* Diminui¢do das bactérias redutoras de sulfato;
* Presenca, ou aumento de E. coli invasiva;
* Presenca de Fusobacterium, aumento da espécie Fusobacterium
varium,
* Aumento de Gammaproteobacteria;
e Aumento de Clostridium difficile;
* Aumento de Enterobacteriaceae;
e Aumento de Proteobacteria;,
*  Aumento de Actinobacteria.
Funcao * Diminui¢do de acidos gordos de cadeia curta e produgdo de
Microbiana butirato;
* Diminui¢do do metabolismo de propionato e butirato;
* Diminui¢do na biossintese de aminoacidos(AA);
* Aumento da auxotropia;
* Aumento no transporte de AA;
* Aumento no transporte de sulfatos;
* Aumento do stress oxidativo;
* Aumento do sistema de secregdo tipo II, secrecdo de toxinas;

Como ja foi anteriormente referido a diminui¢do de certas estirpes leva a uma disbiose e
ao desenvolvimento de patologias. Existe também evidéncia que as microbiotas dos
doentes que se encontram em remissdo sdo instaveis. Estudos demostram que nos
primeiros meses de remissdo a microbiota mantém-se razoavelmente estavel, apds 3
meses, nota-se um declinio na sua composi¢do outrora estdvel, podendo assim
contribuir para a reativagdo da doenga (Cammarota et al., 2015).

A microbiota apresenta associacdo com a severidade da patologia.

Estudos demonstraram que existe um decréscimo exponencial da proporcdo de
Firmicutes e um aumento acentuado de Proteobactéria, especialmente,
Gammaproteobactéria. Firmicutes ¢ encontrada em maiores quantidades em doentes
que se encontram no estadio moderado versus menor quantidade populacional
encontrada nos que manifestam doenca severa. A alteracdo de organismos anaerobios
estritos para anaerobios facultativos e o aumento simultdneo de bactérias aerdbias nao
usuais, evidencia estadios inflamatdrios distintos (Walujkar et al., 2014).

A presenca do género Fusobacterium ¢ um fator alarmante. Este microrganismo ¢

anaerobio, o principal autoctone da cavidade oral, podendo também subsistir no
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ambiente intestinal humano. Espécies deste sdo encontradas em elevado niimero na
mucosa do colon e fezes de doentes com CU.

Em modelo animal, verificou-se através da administracdo de enemas, contendo isolados
humanos da variante Fusobacterium varium (bacilo anaerdébio ndo formador de esporos)
demonstrou capacidade de induzir erosdo da mucosa do colon nos animais em estudo
(Cammarota et al., 2015; Kostic et al., 2014; Scaldaferri et al., 2013). A capacidade
invasiva deste agente ja se encontra identificada, como contendo corelacdo positiva para
desenvolvimento de DII, podendo assim especular que este podera estar envolvido na
patogénese (Kostic et al., 2014).

Acrescendo ao anterior, DII ¢ o maior fator de risco para o desenvolvimento de cancro
coloretal e, por sua vez, isolados de Fusobacterium humano demonstrou capacidade de
génese tumoral, em modelo animal, dai podendo pensar-se que estes dois pontos podem
encontrar-se interligados (Kostic et al., 2014).

Analise metagendmica de doentes com DII, revelou que 12% das vias metabodlicas
encontram-se significativamente alteradas em relacdo a grupos de controlo saudaveis.
Uma tendéncia metagendmica no microbioma ¢ um aumento de func¢des de auxotropia e
bactérias residentes, bactérias estas, que t€ém pouca capacidade intrinseca de produ¢do
de nutrientes. Em vez disso, retiram do meio onde estdo inseridas, que normalmente ¢é
um meio inflamatério e de destruigdo tecidual. Derivados de taurina, ricos em gordura,
conjugados com 4cidos biliares, aumentam a disponibilidade de enxoftre livre, que causa
uma expansdo de Bilophila wadsworthia, bactéria residente, redutora de enxofre que em
ratos geneticamente suscetiveis IL10-/-, possui a capacidade de amplificar a colite.

O metagendma DII exibe uma propensdao de gestdo do stress oxidativo, que ¢
caracteristico de um ambiente inflamatério, que na CU ¢ indicado pelo aumento do
transporte de glutationa e metabolismo de riboflavina ( Cammarota et al.,Kostic et al.,
2014).

A dieta possui um papel importante. Gorduras e hidratos de carbono ndo digeriveis
mostram capacidade de influenciar a microbiota e a saude gastrointestinal (Major &
Spiller, 2014). Um estudo controlado de larga escala verificou que padrdes alimentares
a curto prazo poderdo ndo ser a influéncia com maior proeminéncia no desenvolvimento
da patologia, no entanto a manutencdo destes padrdes a longo prazo podem alterar o
ratio de Bacteroides, Prevotella e Firmicutes. Para colmatar este, foi ainda verificado
por outro autor que, o impacto de uma dieta estritamente vegetariana ou vegan, afeta

negativamente a variedade microbiana, decrescendo a espécie Bacteroides e
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Bifidobacterium e Enterobacteriaceae, enquanto a carga total microbiana é mantida. E
de particular interesse a diminui¢do no que diz respeito a Enterobacteriaceae, pois, &
uma das familias que se encontra consistentemente aumentada em doentes que sofrem
de DII. Esta familia de bactérias esta associada a inflamagdo intestinal e stress
oxidativo. (Kostic et al., 2014)

A idade na qual se manifesta a doenca, como ja também foi referido, exibe trés
fenotipos, consoante a idade, salienta-se que ocorrem todas em fases nas quais a
microbiota sofre altera¢des na sua estabilidade e diversidade.

Pela figura 1, observa-se uma linha a verde a qual diz respeito ao desenvolvimento
normal temporal da microbiota com as suas respetivas funcdes (protecdo contra
patogénios, estimulagdo da fun¢do imunitaria e fornecimento de nutrientes entre outros).
Ambas as linhas partem do nascimento, de um ponto onde a complexidade e
estabilidade do microbioma ainda ¢ pouco diversificado sendo mais facil de tender para
patologia, por influéncias como alteragdes dietéticas, doengas e puberdade.

No adulto, como este ja adquiriu uma complexidade superior, a quebra na estabilidade
ocorre quase no apogeu a tender para fase estacionaria observando-se que decai com o
avancar da idade. Quanto mais tarde ocorre o aparecimento da doenca mais dificil ¢ de
ocorrer um decréscimo tdo profundo, como o que ¢ visivel, se a patologia se manifestar

em idade precoce (Kostic et al., 2014).
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Figura 1- Variabilidade da complexidade da microbiota relacionada com o desenvolvimento de DII

versus idade e factores subjacentes. Adaptado de (Kostic et al., 2014)

Em certos géneros bacterianos pensa-se que possuam algum efeito protetor, mas ainda

ndo existem grandes evidéncias que levem a certezas. Algumas destas espécies podem
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exercer algum poder anti-inflamatério local na mucosa, sendo estas Bifidobacterium,
Lactobacillus e Faecalibacterium. A espécie Faecalibacterium prausnitzii, encontra-se
em pequeno nimero em doentes com DII, em doentes com DC encontra-se este
decréscimo aliado a um aumento de E. coli e com risco acrescido de recorréncia da
patologia, apos cirurgia, em relacdo a CU apds agudizag@o se os nimeros desta espécie
se elevarem este evento relaciona-se com a manutencdo da remissdo clinica (Kostic et
al., 2014).

Kump et al, 2013,especula com base nos estudos acerca de TMF, que pelo facto de
haver reversao de alguns dos aspetos da disbiose ndo levarem a remissao clinica da CU.
Nos pacientes inseridos neste estudo, podera querer dizer que algumas das alteracdes da
microbiota intestinal serdo induzidas por inflamagdo ou pela terapia farmacolédgica
instituida e o aumento do transito intestinal.

E também referido, pelo mesmo autor, que podem existir fatores subjacentes a
componente inflamatoria ou referentes a patogénese da disbiose que ainda ndo se
encontram compreendidos. Isto podera levar a que para diferentes graus de inflamagdo e
duragdo, embora alguns doentes consigam aproximar a composi¢ao da microbiota a do
dador, através de TMF, composi¢do da microbiota em propriedades anti-inflamatorias
ndo ¢ suficiente para induzir remissao nestes.

Um ensaio clinico recente relatou nos seus resultados que, os doentes CU que
participaram no estudo em comparacdo com os dadores saudaveis, possuiam uma
diminui¢do nos membros dos cluters IV, XIVa e XVIII do género Clostridium e um
aumento na abundancia de Bacteroidetes, Bacillus, Proteobacteria e género Clostridium
clusters IX e XI do (Rossen et al., 2015).

Para se compreender o papel exato da microbiota, suas perturbagdes e relacdo com o
sucesso terapéutico, foram realizados estudos que conciliem uma avaliagdo temporal em
paralelo com andlise da comunidade microbiana existente e respetivas fungdes sdo
pardmetros necessarios para melhor compreensdo e avaliagdo e futura evolugdo

terapéutica (Kostic et Pal., 2014).

30



Desenvolvimento

Capitulo 3 — Probidticos e o seu papel na Colite Ulcerosa

3. Probioticos

Sdo considerados suplementos alimentares (Garg, Ahuja, Sankar, Kumar, & Moss,
2013; Marteau & Camus, 2011). O seu nome deriva do grego e significa “para a vida”
(E. M. M. Quigley, 2010). A sua definicdo ndo ¢ consensual, mas todas tém por base
definir estes suplementos como microrganismos vidveis, ingeridos por adi¢do a
alimentos, geralmente laticinios, embora também possam apresentar-se em forma
congelada ou até seca (considerados os dois ltimos dubios) (De Vrese & Schrezenmeir,
2008). Atualmente, a defini¢do veiculada, na Associacdo Cientifica Internacional para
Probidticos e Prebioticos ¢ a seguinte: “ microrganismo vivo, que quando administrado
em quantidades adequadas, confere beneficios a saude do hospedeiro”(Hill et al., 2014;
Marteau & Camus, 2011).
Os estudos efectuados, nas ultimas décadas, demonstram a capacidade de moldar as
populacdes e funcgdes destas, com o objetivo de promover saude ou auxiliar contra as
(acrescento?) desordens do foro gastrico (Béackhed et al., 2012).
Estes microrganismos devem obedecer aos seguintes critérios (Haskey & Dahl, 2006;
Hojsak & Shamir, 2013) :

* Devem ser capazes de resistir as secre¢des gastricas, biliares e pancreéticas para

chegarem na forma ativa ao intestino grosso e delgado;

* Nao serem patogénicas ou toxicas;

* Manterem-se viaveis durante o seu transporte € armazenamento;

* Exercer efeito benéfico no hospedeiro;

* Ter capacidade de estabilizar a microbiota;

* Ser capaz de aderir ao revestimento celular do epitélio intestinal;

* Produzir substancias com efeito antimicrobiano contra os patogenes.
A tabela 6 faz referéncia aos géneros de Lactobacillus, Bifidobacteria e outros géneros

que se consideram, os mais utlizados e disseminados pelo quotidiano (De Vrese &

Schrezenmeir, 2008).
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Tabela 6- Microrganismos usados como probidticos. Adaptada de (De Vrese & Schrezenmeir, 2008;

Williams, 2010).

Microrganismos usados como prébioticos

Lactobacillus Bifidobacteria Outros

L.acidophilus B. longum (BB53 e SP 07/3)  Enterococcus faecalis
L.crispatus B. bifidum Enterococccus faecium

L. johnsonii B. animalis Lactococcus lactis

L. gasseri B. adolescentis Streptococcus thermophilus
L. casei B. breve Propionibacteria

L. (para)casei E. coli (E. Coli Nissle 1917)
L. rhamnosus Esporos de Bacillus cereus
L. reuteri Saccharomyces boulardii

L. plantarum

A eficicia, desta abordagem terapéutica, depende em muito das interagdes especificas
com os microrganismos comensais do hospedeiro ou integridade do sistema imunitario
das células da mucosa intestinal (De Vrese & Schrezenmeir, 2008).

Os prébioticos usados habitualmente sdo as bactérias produtoras de acido latico (LAB),
membros usuais da microbiota, ndo patogénicas, Gram-positivas, catadlase-negativa, ndo
formadoras de esporos, anaerdbias facultativos e fermentadores obrigatorios. Podem
pertencer a diversos géneros: Bifidobacterium, Lactococcus, Leuconostoc e
Lactobacillus (Dongarra et al., 2013; Parassol et al., 2005). As LAB, através da
producdo de acido latico, acido acético e acido propidnico, levam a uma diminui¢do no
pH intestinal, suprimindo o crescimento de variados patogenos, tentando assim
restabelecer o equilibrio na microbiota (Tuohy et al., 2003; Williams, 2010).

Os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, serdo provavelmente os probidticos com
maior numero de estudos realizados. S3o considerados bastante seguros, devido ao seu
extenso uso na industria alimentar (Tuohy et al., 2003). Atualmente na Europa
Escherichia coli (Nissle, 1917), para além, de ser a estirpe melhor caracterizada ¢ um
dos poucos probidticos existentes na Europa, que se encontra inserido na classe de
medicamento, onde ¢ utilizado como op¢do de tratamento para prevenc¢do da recorréncia
de episddios agudos de CU (Guandalini, 2014; Marteau & Camus, 2011; Matthes,
Krummenerl, Giensch, Wolff, & Schulze, 2010).

Estdo entre os efeitos benéficos destes microrganismos: a supressdo de estados
diarreicos, alivio da intolerancia a lactose, complica¢des pos-operatorias, atividade
antimicrobiana e anticancerigena, reducdo e prevencao de DII (Bermudez-Brito, Plaza-

Diaz, Munoz-Quezada, Gomez-Llorente, & Gil, 2012).
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3.1Mecanismos de acao

Embora os mecanismos de a¢do que levam a este efeito benéfico, na sua integra, ndo
estejam compreendidos, os mecanismos tomados atualmente como major. A sua agdo
estd potencialmente dependente de um ou mais dos eventos descritos com maior detalhe
nos proximos paragrafos. A figura 1 ilustra os eventos que se pensa que sejam o0sS

possiveis mecanismos de acdo (Ryan, Sibartie, O’Mahony, & Shanahan, 2007).

Procariota <*+— Procariota Efeito no ambiente luminal Procariola «—— Eucariota
« Competigdo pelos receptores « Alteragio do pH » Competigio por locais de ligagio
. A x Alteragio da produgiio epitelial de
« Competigio pelos substratos « Produgiio de dcido lictico . ¥ I 0 o
mucinas
« Metabolitos antimicrobianos « Produgio de AGCC » Melhoria da fungdo da barreira epitelial
l /‘
l O )
o O - -
e o o

e

« Indugdo de tolerdncia via oral o ) Comensal
« Secreciio de Anticorpos . ) Patogene

* Células T reguladoras

. 30 da casca : NF 3CC
Inibigdo da cascada de NFkB *p\(x( C: acidos gordos de cadeia curta

Figura 2 — Exemplos de mecanismos de aciao de probidticos Adaptada de (Ryan et al., 2007).

Fortalecimento da barreira epitelial

A barreira epitelial ¢ o principal meio de protegdo contra a extravasdo bacteriana para o
limen. Ao ocorrer a sua rutura ocorre a passagem para a submucosa do conteudo
intestinal e bacteriano, originando inflamagdo. As defesas basicas desta barreira
consistem, numa barreira de muco, secre¢do de péptidos com capacidade
antimicrobiana, IgA e o complexo de juncao epitelial (Bermudez-Brito et al., 2012).
Estudos indicam que a promocao da expressdo dos genes envolvidos na sinalizagdo das
jungdes apertadas (tight junctions), ¢ considerado um mecanismo possivel (Bermudez-
Brito et al., 2012). A combinagdo de bactérias com efeito probidtico, VSL#3 (mistura de
estirpes bacterianas) tem demonstrado capacidade de estabilizar o citoesqueleto e
jungdes apertadas promovendo a fung¢do barreira (Persborn et al., 2013).

Determinadas espécies de Lactobacillus, em linhagens celulares, in vitro, revelaram
capacidade de modular a expressdo de genes envolvidos na codificagdo de proteinas
para jungdes de aderéncia, como a E-caderina, B-catenina. Foi observado, também, que
a incubacdo de células intestinais com Lactobacillus, influencia a fosforilagdo de
proteinas referentes a jun¢des de aderéncia e aumento de isoformas da proteina cinase

(PKC) como a PKC (Hummel, Veltman, Cichon, Sonnenborn, & Schmidt, 2012).

33



Tratamento da Colite Ulcerosa através da manipulacdo da Microbiota Humana:
Probidticos, Prebioticos, Simbioticos e Transplante Fecal

Existe evidéncia que pode também auxiliar na reparagdo da barreira epitelial, apos esta
ter sofrido agressdo. A estirpe Escherichia Coli Nissle 1917 estd descrita que possui
atividade que contraria as agressdes, mantendo intacta a barreira epitelial, contra E.coli
enteropatogénica. O efeito reparador observado, in vitro, em linhas celulares, ¢ mediado
pelo aumento da expressdo e redistribuicio de proteinas de jungdo da ‘“zonula
occludens” (Z0O-2) e PKC, originando desta forma a reconstru¢do do complexo da
jung¢do apertada (Bermudez-Brito et al., 2012).

Ha evidéncia de que, a mistura VLS#3 e Lactobacillus casei, possuem a mesma
capacidade que a anterior e por mecanismos semelhantes (Parassol et al., 2005). Outras
publicagdes referem, que a mistura VLS#3 exerce um aumento da expressdo in vitro
através da ativagdo do p38 e regulagdo de vias de sinalizacdo extracelulares reguladas
por cinases (Dai, Zhao, & Jiang, 2012).

Outra abordagem de fortalecimento da barreira e a diminui¢do dos danos induzidos
pelas citoquinas inflamatorias, que sdo caracteristicas da DII. Lactobacillus rhamnosus
GG, possui dois péptidos que ja foram purificados em laboratorio p40 e p75, que
levaram a conclusdo que estes evitam a apoptose induzida por citoquinas, através da
ativacdo da cinase B anti-apoptose. Verificado in vitro, em modelo de murina e células
epiteliais humanas, a adicdo de anticorpos especificos para p40 e p75, que cessam a
atividade anti-apoptose. Secrecdo de muco, por parte dos probidticos, pode ser outro
mecanismo que auxilie na protecdo da barreira epitelial.

Viérias espécies de Lactobacillus t€m a capacidade de aumentar a produ¢do de mucinas
por parte das células intestinais humanas. No entanto, este efeito estd dependente, da
capacidade de adesdo destas bactérias 8 monocamada de células intestinais, o que pode
ndo ser necessariamente verificado in vivo. Extrato celular de Lactobacillus
acidophilus, provou-se ser suficiente para aumentar a expressao de MUC2, MUCS3 e
MUCSAC em linhas celulares (Bermudez-Brito et al., 2012; loannidis, Varnalidis,
Paraskevas, & Botsios, 2011; Servin & Coconnier, 2003).

Aumento da adesdo a mucosa intestinal

A adesdo de bactérias a qualquer que seja a superficie ¢ um pré-requisito essencial para
ocorrer a colonizacdo de uma dita area. Nao sendo os probioticos, excegdo a regra, estes
necessitam também de ligagdo a mucosa, para exercer efeitos antagonistas aos

patdgenos e atividade modulatoria do sistema imunitario.
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As bactérias LAB possuem varios pontos de ligagdo na sua superficie, que estdo
intimamente relacionados com a sua interagdo com as células epiteliais e com a
producdo de muco. As células epiteliais intestinais, secretam uma glicoproteina,
denominada de mucina, que ¢ o componente major do muco. O exemplo mais estudado
¢ o do Lactobacillus reuteri que produz uma adesina bacteriana denominada de MUB
(proteina ligante do muco) cujo alvo é o muco. No género Lactobacillus, estas proteinas
sd0 maioritariamente secretadas e associadas a uma superficie, ou seja, existem numa
forma ancorada a membrana através de porgdes lipidicas ou inseridas na préopria parede
celular (Bermudez-Brito et al., 2012; Xu et al., 2013).

As mucinas sdo caracterizadas pela sua grande dimensdo e nimero abundante de
ligagdes carbono. Existe um grande numero de genes humanos que codificam para
mucinas, MUC2 e MUC3 sdo predominantemente ileocoélicas.

MUC?2 ¢ um polipéptido, constituido por repeti¢des de uma cadeia de 23 aminoacidos,
com elevada glicosilagdo e dominios terminais ricos em cisteina. Alguns autores dizem
ser a mucina de secre¢do predominante no colon. A expressdo genética desta, da-se
maioritariamente nas células caliciformes, do intestino grosso e delgado. MUC3 ¢
constituido por 17 aminoacidos em sequéncias repetidas — tandem -, o seu dominio
terminal carboxil possui homologia com o fator de crescimento epidérmico. Ao
contrario do MUC2, a sua expressdo ndo ¢ muito proeminente no colon, sendo esta
expressa tanto nas células caliciformes como nos enterocitos do intestino delgado.
Probioticos, como L. plantarum ao induzirem as mucinas MUC2 e MUCS3, inibem a
adesdo de E. coli enteropatogénica. Devido ao espessamento das camadas de muco e
glicocalice e a ligacdo dos Lactobacillus sp. aos locais de ligacdo, inibe invasdo
(Bermudez-Brito et al., 2012; Elson & Weaver, 2010; Mack, Michail, Wei, McDougall,
& Hollingsworth, 1999; Ryan et al., 2007).

Existe também um mecanismo de defesa, que através destes microrganismos, leva a um
estimulo das células intestinais para a produgdo de defensinas. Estes pequenos péptidos
tém atividade contra bactérias, fungos e até virus, através da estabilizagdo da fun¢do da
barreira epitelial intestinal, podendo assim ser fundamentais para a prevencdo de
agudizacdo da patologia. A resposta primaria a uma agressao, por parte de agentes
patogénicos, ¢ um aumento na produ¢do de proteinas antimicrobianas (AMP’s), como a
a- e B-defensinas, catelecidinas, lectinas do tipo C e ribonucleases. O objetivo de grande
parte destas substancias ¢ a destabiliza¢do da estrutura membranar do patdégeno (Atreya

& Neurath, 2010; Bermudez-Brito et al., 2012; Matthes et al., 2010).

35



Tratamento da Colite Ulcerosa através da manipulacdo da Microbiota Humana:
Probidticos, Prebioticos, Simbioticos e Transplante Fecal

Exclusdo de microrganismos patogénicos por competicao

Esta abordagem como o seu titulo indica ¢ essencialmente a competi¢do de uma
determinada estirpe bacteriana, versus outra, em que uma delas devido a vantagens que
possa possuir, liga-se aos recetores bacterianos existentes nas células intestinais, ficando
a outra estirpe sem recetores aos quais se ligar (Mallon et al., 2007).

Esta competicdo leva a uma diminui¢do do crescimento ou “extingdo” da estirpe menos
apta a ligacdo. Os mecanismos descritos, para este evento, sdo os seguintes: alteracao do
microambiente para que este se torne hostil para sobrevivéncia da outra estirpe,
eliminagdo dos recetores bacterianos disponiveis para liga¢do, produgdo e secre¢do de
substancias antimicrobianas e metabolitos seletivos e, por ultimo, competicdo por
nutrientes essenciais. Existem propriedades de adesdo, que sdo possiveis devido a
interagdo que existe entre mucinas e proteinas de superficie, o que poderd ser
responsavel pela inibicdo da colonizagdo por parte de bactérias patogénicas do trato
gastrointestinal.

Lactobacillus e Bifidobactérias, ja demonstraram capacidade de inibir um variado
niumero de patdgenos, encontram-se nesta lista os géneros E. coli, Salmonella,
Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes ¢ Rotavirus (Ryan et al., 2007; Bermudez-
Brito et al., 2012).

Quando se fala apenas em exclusdo, esta resulta através de mais do que um mecanismo
ou propriedade, ou seja, um conjunto como, por exemplo, produ¢do de substincias
antimicrobianas e interacdes com as células epiteliais da regido em causa. A exclusdo
competitiva, baseia-se em interagdes, bactéria-bactéria, numa competicdo direta por
locais de ligagdo as células epiteliais e/ou nutrientes disponiveis no ambiente.

Existem, ainda, vantagens competitivas, uma delas, j4 mencionada, consiste na
transformag¢do de um ambiente normal para um indspito, promovendo desvantagem para
a outra estirpe em competi¢cdo. Producdo de substancias como acido latico e acético, sdo
exemplos de substancias produzidas para esse fim. Um exemplo pratico disto, ¢ dado
pelo Lactobacillus que reduz o pH do limen, para diminuir a capacidade de crescimento
de patogenos, através da producdo de 4cidos gordos de cadeia curta e 4cido latico.
Existe também a hipotese de que a producdo de sulfito de hidrogénio e potenciais de
oxidagdo-redugdo, possiveis em algumas espécies comensais, pode constituir um
possivel mecanismo viavel (Ryan et al., 2007).

Outra forma existente de competicdo entre bactérias comensais e as patogénicas, ¢ a

competicao por locais de ligacdo. Esta competicao e exclusdo da estirpe que ndo se liga

36



Desenvolvimento

s0 ¢ possivel devido a semelhangas existentes, nomeadamente em ligagdes carbono,
partilhadas por alguns Lactobacillus e bifidobactérias com bactérias enteropatogénicas.
Na sua maioria, os probidticos conseguem inibir a ligagdo dos patogénios, por
impedimento estérico (forcas repulsivas), nos recetores dos enterdcitos para os
patogenes. Esta ligacdo pode ser uma forma de controlar a colonizagdo do ambiente
gastrointestinal ou diminuir as popula¢des. A Lb. paracasei evidenciou um efeito
inibitério na adesdo, consequentemente também na formacdo de biofilme pela L.
monocytogenes. Esta hipdtese indica que podera impedir o acesso do patdgenio através
de hidrancia estérica, o que leva, a diminuicdo da adesdo deste as células. (Bendali,
Hebraud, & Sadoun, 2014; Bermudez-Brito et al., 2012)

L. rhamnosus ¢ uma estirpe cuja aderéncia a camada epitelial ¢ elevada, sendo capaz de
inibir a internalizagdo da E. coli enterohemorragica (EHEC) em linhagens celulares.
EHEC induz alteragcdes na barreira em diferentes niveis, um deles ¢ a alteracdo das
jungdes apertadas. Estudos indicam que L. rhamnosus estabiliza as jungdes apertadas,
impedindo assim por parte da E. coli e a redistribuicdo de proteina das juncdes
apertadas claudin-1. (Hirano et al., 2003; Johnson-Henry, Donato, Shen-Tu,
Gordanpour, & Sherman, 2008)

Producdo de substincias com ac¢do antimicrobiana

Uma habilidade bastante importante dos probidticos, para a defesa do hospedeiro ¢ a
secre¢do de substdncias com efeitos antimicrobianos, que inibem ou diminuem o
crescimento microbiano de outros organismos, como por exemplo, E. coli, C. difficile e
Salmonella. Os produtos sdo acidos organicos produzidos. Sdo compostos de baixo peso
molecular (<1 000 DA), e bacteriocininas de alto peso molecular (>1 000 DA).
Bactérias acido laticas produzem bacteriocininas e acido latico. Bacteriocininas estas
que sdo proteinas sintetizadas a nivel ribossomal. A producdo destas confere as estirpes
produtoras vantagem competitiva no ambiente microbiano. Esta substincia pode
facilitar a colonizacdo e talvez aumentar a prevaléncia das estirpes produtoras e inibir
diretamente o crescimento de patogenos. Existem trés classes agrupadas segundo as
caracteristicas bioquimicas e genéticas: lantibioticas, ndo-lantibioticas, ambas de
pequeno tamanho, termoestdveis e em proteinas de grande tamanho termoldbeis
(Bermudez-Brito et al., 2012; Patel & DuPont, 2015).

L. acidophilus produz lactacina B, L. plantarum produz plantaricina e lactococcus lactis
produz nisina. O seu espetro de atividade ¢ estreito e estd dependente das semelhangas

existentes entre o organismo alvo e a bactéria produtora da substancia, ou patogenos de
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origem alimentar. A maioria inibe outros Lactobacillus ou outras bactérias Gram-
positivas semelhantes.

Em contraste, outras sdo contra uma variedade de Gram-positivos ou Gram-negativos e
ainda ativos contra leveduras e bolores. O seu modo de atuagdo ¢ variavel, pode dar-se
por formacdo de poros e/ou inibicdo da sintese de parede celular. (Bermudez-Brito et
al., 2012; E. M. Quigley, 2011; Ryan et al., 2007)

Algumas estirpes de bifidobacterium produzem uma bacteriocinina. B. bifidum
NCF1454 produz a bifidocinina que ¢ ativa contra Gram-positivos, contra Salmonella
enterica ser, thyphimurium SL1344 e E. coli C1845. Em contraste contra Gram-
negativos, o Unico composto caracterizado, ¢ uma molécula de baixo peso molecular
denominada de BIF, produzida por B. longum BL1928, que embora ndo tenha atividade
supressora ou causadora de morte direta, esta inibe a ligagdo da E. coli as linhas
celulares de células epiteliais humanas.

A proteina antimicrobiana nisina forma complexos com o percursor da parede celular,
lipido II, inibindo assim a biossintese da parede celular, subsequentemente o complexo
agregado incorpora péptidos para formar poros na membrana de muitos bacilos
formadores de esporos. O acido latico ¢ considerado, por muitos autores, 0 composto
major na inibi¢ao do crescimento de outros organismos. A sua forma de atuar, baseia-se
num 4cido organico, na forma ndo dissociada, entra e penetra a célula patogénica.
Dentro do citoplasma desta dissocia-se ocorrendo entdo eventualmente um abaixamento
no pH intracelular ou uma acumulag¢ao intracelular da forma ionizada, levando ambas as
hipoteses a morte do patogeno (Bermudez-Brito et al., 2012; Patel & DuPont, 2015).
Exemplo pratico deste evento, ocorre no caso de H. pylori, que ¢ inibido o seu
crescimento in vitro e em modelos humanos de murina por probidticos. Este efeito esta
associado a producdes de acido latico elevadas, comprovado pela incubagdo de H.
pylori com o &cido. A bactéria torna-se incapaz de se ligar a mucosa géstrica, a sua
membrana menos espessa, caracteristica de Gram-negativas, torna-se permeavel e
suscetivel a outras substancias bactericidas que possam encontrar-s€ no meio
(Bermudez-Brito et al., 2012; Patel & DuPont, 2015; E. M. Quigley, 2011; Ryan et al.,
2007).

Probidticos e interacdes com o sistema imunitario

Imunomodulagdo ¢ a principal forma que se considera que os probiodticos utilizam na

tentativa de regular ou normalizar a resposta imunitdria. A resposta imunitaria do
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intestino a microrganismos depende tanto da imunidade inata como da adquirida. A
imunidade inata, ¢ um “instinto primario”, ¢ um modo de defesa basico. Existem
padroes moleculares (PAMPs) que, sdo transversalmente comuns a maioria dos
patdgenos, que sdo reconhecidos por recetores que reconhecem o padrdo (PPR) e € este
que distingue se o microrganismo ¢ comensal ou considerado patogénico, usando
recetores do tipo toll-like (TLR), que pertencem aos PPR e sdo atualmente os recetores
acerca dos quais se possui maior conhecimento.

Estes recetores permitem reconhecimento imediato, por parte do hospedeiro obtendo a
resposta adequada com auxilio das células da componente inata (Cammarota et al.,
2015; Dongarra et al., 2013; Vieira et al., 2013).

Atualmente, a familia TLR inclui onze proteinas (TLR1-TLRI11). A ativagdo destas
proteinas ocorre apos ligagdo do ligando a um conjunto extracelular de repetigdes ricas
em leucinas. Na espécie humana, os TLR1/2/4/5/6/10 encontram-se associados
externamente a membrana, respondendo primariamente a PAMPs associados a
superficie bacteriana. O TLR3/7/8/9 encontram-se na superficie de endossomas e
respondem ao contrario dos anteriores a PAMPs provenientes de acidos nucleicos de
virus e bactérias. A sinalizacdo mediada por TLR encontra-se também envolvida na
maturacdo de células dendriticas (CD), sendo o TLR-9 dito como essencial para mediar
o efeito anti-inflamatério dos probioticos. Bifidobacterium breve C50, possui a
capacidade de induzir a maturacdo, aumento da producdo de IL-10 e aumento da
sobrevida de CD’s através da via dos TLR2, ou seja, torna-se evidente que o efeito
imuno-inibitério da bifidobactéria estd dependente da existéncia desta via (Patel &
DuPont, 2015; Ryan et al., 2007).

A componente adquirida, ¢ a que atua com maior especificidade, pois ¢ criada para
servir apenas um fim. Estas células reconhecem e recordam os antigénios especificos
através de recetores especificos das células T e imunoglobulinas. A associacdo, destas
duas defesas, tenta manter a homeostase do hospedeiro e preservar a funcdo da mucosa
intestinal. Existem mecanismos, que aprimoram a resposta imunitaria, para que esta nao
sofra picos de resposta inflamatoria exacerbada contra a microbiota que deveria ser
considerada comensal e por motivo de desregulacdo ¢ nesse momento considerada
como patogénica (Bermudez-Brito et al., 2012).

Tem sido sugerido, por varios autores, que os probidticos possuem a capacidade de

mimetizar os microrganismos comensais através da modulagdo da resposta imunitéria,
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educando e aprimorando a resposta do hospedeiro (Bermudez-Brito et al., 2012; Patel &
DuPont, 2015; Ryan et al., 2007).

Estudos revelam que devido a estes, existe um aumento de produgdo de anticorpos
contra patogénios, especialmente a classe IgA. Existe a possibilidade de certos
probidticos, conseguirem modular resposta imunitaria especifica ou induzir
hiporeatividade aos microrganismos comensais (Williams, 2010). A criagdo de
tolerancia leva a uma maturagdo do tecido linfoéide associado ao trato gastrointestinal,
assim quando ocorre estimulo por parte de antigénios especificos encontra-se pronto
para a producdo de IgA adequada. A validagdo da afirmacdo anterior, foi atingida
através de modelos animais estéreis, os quais mostraram baixa tolerancia a antigénios
ingeridos e também aos comensais (Bermudez-Brito et al., 2012; Ryan et al., 2007).
Tém sido usados modelos animais, para procurar a existéncia efetiva de efeitos
reguladores no que toca as células T e o balango entre esse efeito regulador e o processo
inflamatorio intestinal. J& foi demonstrado, por alguns investigadores, que as células-T ¢
que controlam a imunidade relacionada com a microbiota entérica. Em modelos de
murina ja foi demonstrado que a resposta a antigénios entérica, encontra-se ligada a um
predominio de T-auxiliares (Th), do género Th2 e Th3 (Bermudez-Brito et al., 2012;
Ryan et al., 2007; Vermeire, McGovern, Van Assche, & Rutgeerts, 2010).

A resposta dada por Th2, leva a uma producdo de citoquinas anti-inflamatdrias do tipo
IL-4 e IL-10, que promovem a secrecao de IgA, enquanto Th3 produz apenas TGF-f.
Estas duas respostas sdo extremamente importantes para o desenvolvimento de
tolerancia. Este efeito pode estar ligado as melhorias que se observam em doengas que
envolvam Thl como ¢ o caso das doengas inflamatorias intestinais. O mecanismo pelo
qual o sistema imunitdrio distingue patogénios de comensais ainda ndo estd bem
definido (Vermeire, McGovern, Van Assche, & Rutgeerts, 2010).

Estas bactérias possuem a capacidade de interagir com as células CD e com mondcitos,
macrofagos e linfécitos. As CD encontram-se envolvidas na apresentagdo de antigénios
ao sistema imunitario da mucosa, especula-se que seja neste ponto que se da a
diferenciag¢@o entre comensal ou patogénica. Bactérias, dadas como comensais, que sao
apresentadas pelas CD aos nddulos linfaticos mesentéricos, espera-se ndo obter resposta
inflamatoria. Estas células podem aprisionar bactérias comensais, por longos periodos,
impedindo-as de entrar em contacto com a mucosa. A interagdo entre CD dé-se através

dos PPRs dos microrganismos.
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Dados obtidos através de um modelo de murina em ratos, indica que talvez ndo seja
necessario a bactéria viva na sua integra, apenas uma fracdo do seu DNA, que ja foi
aplicado com sucesso no atenuar de colite, devido ao seu forte efeito imunoestimulador.
As sequéncias imunoestimuladoras ou motivos CpG estdo ainda numa fase de estudo
(Bermudez-Brito et al., 2012; Ryan et al., 2007; Vermeire, McGovern, Van Assche, &
Rutgeerts, 2010).

A transcri¢do do fator nuclear NFKB ¢ essencial para a resposta imunitaria que advém
da inflamagdo gerada pelo patogénio. Esta descrito que os probidticos podem exercer,
uma certa atividade anti-inflamatoria através da inibi¢do desta via de sinalizagdo. Ja foi
demonstrado que o DNA de certos probidticos pode diminuir a secre¢do de citoquinas

pro-inflamatoérias, através da atenuacdo da via de sinalizacdo do NFKB nas células do

epitélio intestinal. O fator contra regulador do NFKB ¢ o IkB. Algumas bactérias nao
patogénicas poderdo atenuar a resposta pro-inflamatoria, retardando a degradacdo desta
(Hegazy & El-Bedewy, 2010).

Estudos, com Bacteroides thetaiotaomicron, comensal ndo patogénico, atua no NFkB,
transcricionalmente ativo, aumentando a sua exportacdo nuclear, prevenindo assim
resposta inflamatdria em linhas celulares de células epiteliais do célon. Este grupo de
bactérias, também, demonstrou ser ativo na via PPAR-y dependente. Os recetores de
proliferacdo de peroxissomas, sdo ativados pelos seus ligandos, que originam
transcri¢do de genes anti-inflamatérios e também uma inibi¢do direta do NFKB. Este

evento leva a preservagdo do IKB, ou seja, o KB de acdo inibitdria, mantendo-se assim a

via NFKB inativa (Bermudez-Brito et al., 2012; Elson & Weaver, 2010; Patel &
DuPont, 2015; Ryan et al., 2007; Xu et al., 2013).

Modelos de murina sugerem o forte poder modelador da IL-10 para a regulacdo das
células-T. A supressdo da resposta inflamatéria da mucosa gastrica, através da
promog¢do de uma correta regulacdo exercida pelas células-T sobre as células efetoras
Thl. Existe, ainda, indicagdo de que a administracdo de IL-10 possui efeito terapéutico
em doencas inflamatorias gastrointestinais, restituindo a tolerancia perdida das células-
T as bactérias comensais. Outro estudo demonstrou que estirpes especificas de
Lactobacillus e Bifidobacterium atenuam, significativamente, a colite em modelos de
murina em ratos “knockout”. O efeito atenuante estd associado com a diminuta
producdo de citoquinas pro-inflamatérias (TNF-o e IL-12), a nivel local e sistémico,

enquanto os niveis de TGF-B sdo mantidos (Bermudez-Brito et al., 2012; Elson &
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Weaver, 2010; Patel & DuPont, 2015; Ryan et al., 2007; Vermeire et al., 2010; Xu et
al., 2013).

Algumas LAB possuem a capacidade de inibir a libertagdo de IL-12 como ¢ o caso de L.
reuteri € B. bifidum (Dongarra et al., 2013). Outras bactérias, como B. longum, possuem
a capacidade de diminuir a expressdo de TNF-a, producdo de IL-8, inibi¢cdo da ativacao

de NFKB nas células mononucleares da 1amina propria (Hegazy & El-Bedewy, 2010).

3.2 Probioticos e o seu uso na Colite Ulcerosa

Consideram-se duas abordagens base para o uso de probidticos, a primeira ¢ a inducao
da remissdo da doenga e a segunda ¢ a manutencao da remissdao. A no¢do anterior ndo ¢
uma area cinzenta, pois podem haver outras variantes para além dessa base. Embora
alguns estudos ndo indiquem dados para uma nem outra das opgdes prévias, contribuem
apenas para a melhoria da qualidade de vida, sintomatologia e estado da inflamagao.
Outros autores falam da inducdo e manutenc¢do da respetiva remissao.

Intolerancia a terapéutica base (farmacoldgica) ¢ uma das razdes por detrds do
investimento nesta area em particular (Matthes et al., 2010).

E de elevada importancia compartimentalizar onde vai atuar e qual o probidtico e

respetiva dose a ser aplicada.

3.2.1 Estudos na induciao da remissao da Colite Ulcerosa

Em 2008, a World Gastroenterology Organization (WGO) declarou existéncia de
evidéncia terapéutica na inducdo de remissdo da CU, com E. coli Nisle 1917, nas
quantidades de 5x10'° de bactérias vidveis em cada uma das duas tomas diarias,
demonstrou possuir efeito terapéutico. Em 2011, a mesma entidade, atualizou a
guideline, alterando esta para tratamento da colite ulcerosa levemente ativa, através da
mistura VSL#3, nas quantidades de 4 a 9x 10" UFC, duas vezes ao dia. Nesta
atualizagdo, referiu que o nivel de evidéncia ¢ de 1b, o que significa que foi um ensaio
clinico individual randomizado controlado, cujo intervalo de confianga ¢ estreito
(WGO, 2008, 2011).

Os maiores estudos realizados centram-se na utilizagdo da mistura VSL#3.

Esta ¢ uma cultura composta por varias estirpes, para administra¢do oral. Fazem parte as

seguintes espécies (Ghouri et al., 2014; Vieira et al., 2013): 4 estirpes de Lactobacillus,
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Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. paracasei, L. bulgaricus, 3 estirpes de
Bifidobacterium, B. breve, B. longum, B. infantis, e Streptococcus thermophilus.

Em 2004, um autor avaliou 30 doentes, aos quais foi administrado VSL#3 numa s6 dose
diaria de 9x10'* bactérias (3g/dia), concomitantemente, com balsalazina em dose baixa
(2.25 g/dia), por um periodo de trés semanas. Comparou os resultados obtidos da
anterior, com uma amostra de 30 doentes, aos quais, s6 foi administrada uma dose
média de balsalazida e com outra amostra de 30 doentes a mesalazina. Obteve uma
percentagem de remissdo clinica equitativa entre balsalazida com VSL#3 e balsalazida
em dose considerada média. Estatisticamente a balsalazida com VSL#3 (22 doentes)
obteve uma percentagem de remissao clinica superior comparada com a mesalazina (16
doentes).

Observou-se que VSL#3 aparenta ser capaz de aumentar as concentragcdes de IL-10
(potente anti-inflamatdrio) nos tecidos e diminuir também a nivel dos tecidos citoquinas
pro-inflamatoérias (TNF-q, IL-1, IFN-y) e, também, a atividade de metaloproteinases da
matriz. A conclusdo deste autor foi de que em baixas concentragdes a basalazina nao
possui tantos efeitos adversos e em associacdo com VSL#3 consegue obter-se uma boa
percentagem de remissdo com alguma rapidez, em 4 dias, enquanto que com outros
doentes demorou um pouco mais de tempo (maximo 13 dias) (Tursi et al., 2004).
Matthes et al, 2010, estudou-se a hipdtese do efeito probiotico da Escherichia coli
Nissle 1917. O modelo de estudo foi duplamente-cego, randomizado, com grupo
placelo, multicéntrico e de fase 2 (para descoberta da dose ideal). A amostra abrangeu
90 doentes com CU moderada distal. Os 90 doentes foram divididos em trés grupos, aos
quais, foi administrado um enema contendo o probiotico (Escherichia coli Nissle 1917),
numa dose de 10° microrganismos viaveis por mL, a cada grupo correspondia uma
dosagem 40 mL, 20 mL, 10 mL ou placebo, o doentes a placebo foram inseridos dentro
dos 3 grupos de probiotico. O enema era administrado, todas as noites, para permanecer
o maior tempo possivel no reto. Por questdes éticas, apds 2 semanas se ndo ocorresse
melhoria os doentes eram classificados como “ndo respondedores” e o seu tratamento
descontinuado. O autor concluiu que a taxa de remissdo era dose dependente, 40mL
(52.9%), 20 mL (44.4%), 10 mL (27.3%) e grupo placebo (18.2%). Obtendo uma
remissdo de 57 em 90 individuos no final do estudo.

O tempo que decorreu, até os sujeitos entrarem em remissdo, segue a mesma tendéncia
que a taxa de remissdo. Outro dado positivo, foi uma melhoria no geral em termos de

remissdo e melhoria histologica que novamente foi superior no grupo ao qual foi
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administrado os 40 mL (47.6%), seguido do grupo, ao qual foi administrado 10 mL
(45.5%). Em todos houve diminui¢do da inflamag¢do a nivel da mucosa em comparacao
com a linha de base, da atividade da doenca e sintomatologia no geral. Da avaliagao
efetuada pelo autor, o objetivo principal foi atingido, através da diminuicdo da
sintomatologia clinica, coincidindo com a avaliacdo pessoal feita pelos sujeitos em
estudo. Apoiado em estudos anteriores e tendo prosseguido para a fase II, o autor
afirmou que se tratava de uma boa opcdo para tratamento, em particular no que
concerne o enema de 40mL.

Em contraste, com os estudos anteriores Hegazy & El-Bedewy, 2010, publicou um
estudo cujo objetivo era apenas provar o efeito terapéutico e verificar qual o efeito nos
mediadores inflamatorios.

Participaram 30 pacientes com CU no estadio ligeiro a moderado. O estudo decorreu
durante 8 semanas, um periodo relativamente curto, comparativamente com outros
estudos. Foram randomizados em dois grupos: um primeiro ao qual foi, apenas,
administrado sulfasalazina numa dose 2400 mg/dia; o segundo grupo recebeu em
concomitancia com a dose anterior de sulfasalazina com probidtico numa dose de 10
bilides de UFC. O probiotico utilizado foi uma combina¢do de Lactobacillus delbruekii
e Lactobacillus fermentun.

O autor verificou no final das 8 semanas que o segundo grupo (sulfasalazina +
probidtico ) apresentava inflamacdo com menor extensdo, houve nestes prevencao de
danos na mucosa e alivio da colite. Os niveis de IL-6 e TNF-o mostraram estar
inferiores aos encontrados na linha de base no inicio do estudo. Neste grupo houve
diminui¢do da atividade mieloperoxidase. Simeoli et al., 2015 refere que o recrutamento
de neutrofilos encontra-se intimamente ligado a concentragcao da mieloperoxidase.

As leveduras também foram alvo de estudo para o tratamento da CU. Em 2003 e 2010,
o probidtico saccharomyces boulardii demonstrou eficacia no campo de indugdo da
remissdo em doentes no estadio ligeiro e moderado, com intolerancia a esteroides e
também na manuten¢do da remissdo nos doentes com CU distal moderada intolerantes a
salicilatos. No entanto, estes dois estudos citados por Cammarota et a/, 2015, ndo foram
estudos randomizados e ndo permitem tirar conclusdes devido a auséncia de um modelo
de estudo que permita concluir acerca da veracidade da atividade desta levedura.

Ghouri et al., 2014, compara os estudos de Sood et al., 2009 e o de Tursi et al., 2004.
Na sua revisdo sistematica Ghouri et al., comparou os resultados dos dois autores,

ambos utilizaram uma dose de 3600 bilides de bactérias/dia. A amostra foi de
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respetivamente 147 e 144, com uma colite ligeira a moderada e administragdo
concomitante de aminossalicilatos ou tiopurinas. Ambos observaram um decréscimo da
atividade da doenga igual ou superior a 50%.

As 12 semanas, Stood et al., 2009, reportou no grupo a VSL#3 uma percentagem de
remissdo de 42.9% em comparacio com os 15.7% no grupo a placebo.
Comparativamente ao anterior, Tursi ef al., obteve remissdo de 47.7% no grupo tratado
versus 32.4% no grupo a placebo. Neste ultimo, os resultados ndo foram considerados
estatisticamente relevantes, devido 4 elevada resposta obtida no grupo placebo.

Foi verificado, como no estudo anterior de Tursi et al, em 2004, que houve um

aumento na produgado de IL-10.

VSL#3 tem efeitos anti-inflamatérios semelhantes a Lactobacillus e Bifidobacterium.
Demonstrado em modelos experimentais de colite, o efeito anti-inflamatorio pode-se
hipoteticamente dever unicamente ao DNA bacteriano (E. M. Quigley, 2011).

Dois estudos com o mesmo modelo ¢ a mesma quantidade administrada de VSL#3
apresentaram resultados um pouco distintos. Ambos utilizaram 3.6x10'> CFU de VSL#3
versus o uso de placebo, no grupo de controlo. No primeiro estudo, a resposta clinica
em termos de remissdo ndo foi considerada estatisticamente relevante. Ttendo sido
percetivel, apenas, no grupo em que estava a ser administrado VSL#3.

A resposta clinica foi significante, embora ndo tenha entrado em remissdo nenhum dos
individuos. No segundo grupo, obteve-se resultados favoraveis em relagdo a remissdo,
42.9% no grupo ao qual era administrado VSL#3 versus 15.9% no grupo de controlo
com placebo. Foi, também, observada uma melhoria endoscopica, estatisticamente
relevante, de respetivamente 32% no grupo a VSL#3 e de 14.7% no grupo de controlo

(Patel & DuPont, 2015).

3.2.2 Estudos acerca da manutenc¢io ap0s remissiao clinica

Ishikawa et al., 2003, publicou um estudo randomizado com grupo de controlo. Foi
dividido em dois grupos um grupode estudo ao qual foi administrado bifidobacteria de
leite fermentado (BFM) (11 doentes), concomitantemente com a sua terapéutica
farmacoldgica habitual, e o outro grupo a placebo (10 doentes). BFM ¢ um produto, de
origem japonesa, que contém estirpes de bifidobactérias vivas, que sdo as seguintes:
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus acidophillus YIT 0168,

em doses de pelo menos 10 bilides por 100 mL.
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O estudo decorreu durante um ano, sendo a dose diaria administrada de 100 mL.

No decurso do estudo, apenas 3 sujeitos (27%) sofreram exacerbag¢do dos sintomas
versus 9 (90%) no grupo placebo. No grupo de estudo, o nlimero de exacerbagdes foi de
zero a duas, enquanto que no grupo de controlo houve trés casos de duas ou mais
exacerbagoes.

Apo6s efetuarem colonoscopias, ndo houve diferengas entre os grupos. Em termos da
analise fecal, ndo foi encontrada qualquer diferenca entre grupos nas contagens de
Bacteroidaceae ou bifidobactérias. No final do ano de estudo, foi encontrado, no grupo
de estudo, estirpes de Bif. Breve. em 9 dos 10 sujeitos e em todos Bif. bifidum.
Observou-se um decréscimo nas existéncias de butirato a nivel fecal, o que levantou
questdes acerca da dinamica e importancia dos acidos gordos de cadeia curta, no
tratamento da CU. Adicionalmente existiu uma melhoria na qualidade de vida dos
doentes, com uma diminuicao das exacerbacdes, podendo concluir-se que pode ser uma
boa ajuda na manutencdo da remissao.

Num outro estudo de 2004, cujo objetivo ndo era a avaliacdo da atividade em si, mas
sim, se haveria valor terapéutico equitativo e a prevencao de recidivas entre mesalazina
e E. coli Nisle 1917. O estudo foi duplamente cego, teve a participagdo de 327 doentes.
No grupo ao qual foi administrado o probidtico ficaram 162 sujeitos, no grupo a
mesalazina foram 165 sujeitos. Estes recebiam 200mg diariamente de probidtico ou,
entdo 500mg trés vezes dia de mesalazina, por um periodo de 12 meses. Em termos de
resultados nos sujeitos aos quais foi administrado probiodtico 40 de 110 (36.4%) tiveram
recidivas, enquanto que nos sujeitos a mesalazina foram 38 de 112 (33.9%), estes
valores demonstram uma equivaléncia terapéutica entre os dois (Kruis et al., 2004).
Zocco et al, 2006, avaliou a eficacia do probidtico Lactobacillus GG, usando grupos
para obter uma comparagdo de maior amplitude. Este autor usou uma amostra de 187
doentes randomizados em 3 grupos, no primeiro grupo (65 doentes) foi administrado o
probidtico numa dose de 18x10° bactérias viaveis por dia, no segundo (60 doentes) que
recebeu mesalazina numa dose de 2400 mg/dia e no terceiro (62 doentes), aos quais, foi
administrado os dois anteriores em conjunto, durante um periodo de 12 meses.

Nos primeiros 6 meses do estudo, 6 doentes do grupo a probiodtico, 8 do grupo a
mesalazina e 4 do grupo da terapéutica combinada, apresentaram sinais de recidiva. E
pertinente referir as percentagens de doentes que mantiveram remissao aos 6 e aos 12
meses, pois a tendéncia para os trés grupos foi um decréscimo percentual. Aos 6 e 12

meses, as percentagens foram, respetivamente, as seguintes; para o grupo a probiodtico
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91% que decresceu para 85%, no grupo a mesalazina passou, de 87% para 80%, no
ultimo grupo decaiu de 94% para 84%. No entanto, tanto a percentagem de recidiva
como as avaliagdes endoscoOpicas foram consideradas como ndo tendo diferenga
estatistica entre os diferentes esquemas terapéuticos.

A conclusdo que o autor extraiu deste estudo foi de que existe eficacia equiparavel entre
elas, podendo qualquer uma ser valida e atrasar o ponto de recidiva do sujeito (Zocco et
al., 2000).

Em 2007, a entidade Cochrane langou a sua primeira revisdo sistematica acerca deste
tema. Mallon et al, 2007, apos analisar 9 ensaios, concluiu que os probidticos podem
oferecer eficacia na manutencdo da remissdo (ndo na indu¢do da dita remissdo), em
doentes em estadio ligeiro a moderado. No entanto, no caso do estadio moderado a
severo, a eficdcia limitada era o previsto. Esta revisdo diz respeito a comparagdo de
eficacia na manutencdo da remissdo em doentes com UC , entre probioticos e o farmaco
mesalazina.

Em pediatria, o Gnico estudo com VSL#3, apresentou bons resultados. O ensaio tinha
como objetivo verificar na populagdo infantil se o probidtico em estudo possuia a
capacidade de manter a remissdo atingida farmacologicamente.

Foram alvo deste ensaio 29 criangas, com doenca ativa ligeira a moderada, que se
encontravam sob terapéutica previamente instituida, prednisolona e mesalazina, no
decorrer do estudo permaneceram com esta, passando a ser introduzida a administracao
de placebo ou entdo VSL#3, para indugdo de remissdo. Os investigadores concluiram
que a taxa de remissdo atingida e a de recidiva eram bastante favoraveis, tal como, a
melhoria endoscopica e histoldgica, versus o grupo a placebo (Guandalini, 2014).

Wildt, Nordgaard, Hansen, Brockmann, & Rumessen, 2011, investigou o efeito clinico
do tratamento com Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12. No modelo de estudo duplamente cego, com grupo controlo placebo, num
total de 32 sujeitos em estudo (Wildt, Nordgaard, Hansen, Brockmann, & Rumessen,
2011).

Cada capsula do probidtico continha no total 2.5x10'® CFU das bactérias em conjunto,
por um periodo de 52 semanas.

Neste estudo, o autor definiu dois objetivos, no primeiro pretendia verificar ou ndo se
existia manuten¢do da remissdo: Apenas 5 sujeitos (25%) do grupo de estudo
mantiveram remissdo, apds 1 ano de tratamento, no grupo placebo apenas 1 sujeito

manteve a remissdo (8%). O segundo objetivo era a avaliagdo do tempo até ocorrer
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recidiva no grupo ao qual era administrado o probidtico foi de 125.5 dias versus o grupo
placebo cuja média foi de 104 dias.

Os resultados deste estudo ndo foram considerados estatisticamente relevantes (devido
ao reduzido niimero de sujeitos que ingressaram no estudo. A diferenga temporal obtida
no segundo objetivo do autor pode ndo ser muito significativa devido a auséncia de
administracdo concomitante de mesalazina como ocorre na maioria dos estudos que
seguem a vertente de manutengdo da remissao clinica.

Em pediatria, um estudo elaborado por Oliva ef al, 2012, visou avaliar a eficacia do
probidtico Lactobacillus (L) reuteri ATCC 55730 nas citoquinas inflamatorias, usando
a via retal. A amostra abrangeu 40 sujeitos, com colite ligeira a moderada distal,
randomizados, em grupo de controlo ou em grupo de estudo, aos quais, ¢ administrado
probiotico, concomitantemente com a terapéutica farmacoldgica mesalazina. O enema ,
10" CFU de L. reuteri ATCC 55730 por um periodo de 8 semanas.

No decorrer do estudo, nas primeiras semanas, foram excluidos 9 devido a baixa adesao
a administracdo do enema e outros devido ao aparecimento de infe¢des, o que pode ser
considerado natural em populagao pediatrica.

Na linha de base, ndo havia diferenga nos niveis de citoquinas entre os grupos. Na
avaliagdo, ap6és o fim do estudo, no grupo ao qual foi administrado probidtico,
observaram-se niveis aumentados de expressdo na mucosa de IL-10 (de efeito anti-
inflamatorio conhecido) e um decréscimo de IL-1B, TNFa e IL-8, que ¢ visivel na
figura 3.

Este estudo, por ter um grupo de controlo permitiu a conclusdo por parte dos autores
que tem eficacia clinica documentada. A administragdo do enema com esta estirpe
especifica em simultineo com a terapéutica farmacoldgica ou evidenciaram um
decréscimo marcado do dano a nivel da mucosa avaliado a partir de endoscopia e
histologia, porquanto verificou-se uma diminuicdo acentuada?) da expressdo de
citoquinas inflamatorias. O critério de escolha, para os sujeitos em estudo, era todos

terem colite distal, pois, a via de administracdo alvo era a retal.
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Figura 3 — Diferencas nos niveis de expressio de citoquinas na mucosa retal, na linha base e
passadas 8 semanas. Adaptado de (Oliva et al., 2012).

O estudo realizado por Yoshimatsu et al., 2015 teve como objetivo verificar a eficacia
de probidticos na prevengdo da recidiva em doentes com a patologia inativa.

Foi utilizado “Bio-three tablets”, comprimidos com trés componentes biologicamente
ativos: 2mg de lactomin (Streptococcus faecalis T-110), 10mg de Clostridium
butyricum TO-A e 10 mg de Bacillus mesentericus TO-A. E de referir que nenhuma
destas estirpes foi previamente utlizada em nenhum dos estudos anteriormente descritos.
Esta preparacdo possui eficacia cientificamente comprovada na resolu¢do de varios
sintomas causados por disbiose, apresentando melhorias em desordens relacionadas
com o peristaltismo intestinal. O tratamento foi instituido a 60 doentes externos.
Randomizados para receber 9 comprimidos de “bio-three”, por dia, ou 9 comprimidos
placebo. O estudo durou 12 meses.

Durante todo o periodo no qual decorreu o estudo, a toma de medicagdo foi interdita aos
respetivos sujeitos, cujo efeito fosse similar ao que pretendia ser avaliado. Os autores
avaliaram o numero de doentes a sofrerem de recidivas durante o processo. Verificaram,
logo, uma ligeira diferenga no primeiro trimestre entre os dois grupos, visivel na tabela
7. Comparativamente com o grupo ao qual foi administrado o probiotico, o grupo

placebo obteve um nimero superior de sujeitos que sofreram recidivas.

Tabela 7 - Nimero de pacientes que sofreram recidivas ao longo do estudo. Adaptado de
(Yoshimatsu et al., 2015).

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses
“Bio-three” 0 2 5 7
Placebo 4 6 8 10
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Ao fim dos 12 meses, a percentagem de remissdo para o grupo em estudo era de 69.5%
versus 0s 56.6% apresentados pelo grupo placebo.

Derivado de estudos anteriores realizados por este autor, surgiu a no¢ao de divisdo dos
sujeitos em grupos I, II e III consoante a andlise das amostras fecais. O grupo que
apresentou melhor resposta ao probiotico foi o II, que apresentava um ratio superior de
OTU124 (Bifidobactérias).

Estudos posteriores revelaram que a flora considerada ideal pertencia ao grupo II, o que
permitiu concluir que este grupo possuia a composi¢do mais proxima da saudavel . E
sera o grupo que possivelmente menos ira usufruir dos efeitos de probidticos. Estes sdo
provavelmente mais eficazes em microbiotas com maior desvio em relacdo &
normalidade. As ilagdes, deste autor, sdo suportadas pelas suas pesquisas anteriores.
Neste estudo, apds inducao de remissdo de 70%, os sujeitos possuiam uma microbiota
pertencente ao grupo II, resultado espectavel dentro da populagdo em remissdo. No
inicio do estudo, os 7 sujeitos pertenciam ao grupo I (grupo mais afastado do grupo II
em composic¢do), destes, apenas nos 3 que pertenciam ao grupo probidtico, mantiveram-
se em remissdo versus apenas 1 do grupo placebo.

Este aspeto indica novamente a ideia de menor eficiéncia no grupo II, em relagdo ao que
ocorre nos outros. O racio butirato/acetato, apresentava-se superior no grupo I. Nos
sujeitos em remissdo, este racio encontrava-se elevado nos 6 meses prévios. Niveis de
butirato baixos foram relacionados, pelo autor, a um estado inflamatorio. O que
permitiu concluir que quanto maior a concentragdo fecal de butirato menor seré esta no
sistema, maior sera a probabilidade de haver recidivas nos sujeitos.

A importancia deste artigo contribuiu para a nogdo da existéncia de grupos com base na
analise fecal. Sendo esta feita previamente a administracdo de probidticos pode prever

de certa forma a eficacia do probiodtico e melhor direcionar estudos futuros.

3.3 Efeitos Adversos

Uma parcela de elevada importancia de qualquer estudo acerca da eficécia terapéutica ¢
a nocdo da existéncia ou ndo de efeitos adversos que possam comprometer o seu uso
(avaliagdo risco/beneficio). Os efeitos adversos mais comuns sdo os do forro
gastrointestinal causados pela estirpe administrada (Hojsak & Shamir, 2013).

Kruis et al., 2004, reportou a descontinuagdo da medicagdo devido a efeitos adversos,
que incluiu recidiva, em 22 dos sujeitos totais, equitativamente distribuidos por dois

grupos. Os efeitos adversos na sua maioria foram gastrointestinais, fezes
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sanguinolentas, nausea, diarreia com secre¢des de natureza mucosa e dor abdominal,
sendo esta ltima com menor incidéncia no grupo a probiodtico. De notar que na sua
maioria, os efeitos adversos observados coincidem com a sintomatologia observada na
doenca no seu estado ativo.

Wildt et al., 2011, obteve um numero maior de efeitos adversos nos sujeitos aos quais
foi administrado a mistura de probidticos em 25 sujeitos em comparagdo com 12 do
grupo placebo. Estes efeitos reportados foram: flatuléncia, inchaco e dores abdominais,
alteracdes da consisténcia fecal, dores musculo-esqueléticas (apenas no grupo a
probidtico), cefaleias, tonturas, infecdes (gastroenterites, influenza, cistite € pneumonia)
€ outros como incontinéncia e xeroftalmia.

No estudo realizado por Ishikawa et al., 2003, foi relatado no decorrer do segundo més
de suplementacdo, num unico sujeito, uma doenga do género de coriza, acompanhada de
dores abdominais sem diarreia ou vomitos. Neste individuo, a suplementacdo foi
suprimida durante duas semanas, tempo que esteve sujeito a terapéutica para a doenga
que desenvolveu. Este evento ndo foi considerado como tendo ligagdo a administracao
de BFM pois nao foi reportado em mais nenhum dos sujeitos em estudo.

Matthes et al, 2010, reporta que 47 de 88 sujeitos sofreram pelo menos um evento
adverso no decorrer do estudo. Foi no entanto semelhante em todos os grupos, 43.5%,
65.2%, 54.5%, 50.0%, respetivamente 40 mL, 20 mL, 10 mL e o grupo placebo. Dos 88
sujeitos, 13.6% (destes) desenvolveram doengas concomitantes. Na sua maioria, 0s
efeitos adversos foram: flatuléncia e sintomas gastrointestinais.

Até a data, os autores que efetuaram revisdes sistematicas afirmam que, apenas a
mistura VSL#3, E. coli Nissle, apresenta uma grande evidéncia de atividade. Quanto a
outras estirpes ainda ¢ necessario mais investiga¢do (Floch, 2014; Marteau & Camus,

2011; Sanders et al., 2013).
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Capitulo 4 — Prébioticos e o seu uso na Colite Ulcerosa

4. Prebioticos

Foram definidos em 2010, pela Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos e
Prebidticos como: “Ingredientes seletivamente fermentados que resultam em mudangas
especificas, na composicdo e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo
beneficios 4 satde do hospedeiro” (Backhed et al., 2012; Gibson et al., 2010).
A maioria dos compostos identificados, nesta categoria, sdo hidratos de carbono, dentro
dos quais existe uma ampla variedade de compostos. Essa diversidade deve-se aos
diferentes arranjos moleculares possiveis. No entanto, todos partilham tragos de
atividade fisioldgica, que conferem esses beneficios (Crittenden & Playne, 2009;
Guandalini, 2014; Patel & DuPont, 2015). Tendo estes os seguintes tragos (Crittenden
& Playne, 2009):

e Serem parciais ou ndo digeriveis;

* Nao absorviveis no intestino delgado;

* Baixa fermentagdo, por parte das bactérias residentes da cavidade oral e pelas

potencialmente patogénicas inseridas no trato intestinal;
* Boa fermentacdo, por parte das bactérias do alegado beneficio, na saude
intestinal.

Neste grupo, encontram-se fruto-oligossacaridos (FOS), polifrutanos (inulina), galacto-
oligossacaridos(GOS) e B-glucanos sendo estes os que possuem evidéncia cientifica de
atividade (Crittenden & Playne, 2009; Guandalini, 2014). A fermentacdo sofrida no
intestino grosso através de microrganismos especificos, gera AGCC e lactato, o que
possibilita beneficio fisiologico para o hospedeiro, por estimulo seletivo e atividade de
espécies com interesse de entre as comensais € ndo comensais, em especial, os géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium. E de notar que ¢ mais facil a observagdo de alteragdes,
no segundo género, pois, este reside em maiores nameros no colon que o Lactobaccillus
e, também, apresenta maior tropismo para oligosacardidos (E. M. Quigley, 2011;

Scaldaferri et al., 2013).

Os efeitos benéficos destes sdo: melhoria na fun¢do da barreira mucosa, melhoria na
imunidade do hospedeiro, redu¢do de subpopulagdes bacterianas que podem ser

patogénicas e aumento da producdo e AGCC (Slavin, 2013).
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Estes podem ser manipulados para obterem um efeito especifico. Exemplo pratico ¢ a
(acrescento?) administragdo de transgalacto-oligossacarideos para aumentar o nimero

de bifidobactérias uteis (E. M. Quigley, 2011).

4.1 Tipos de Prebidticos

Na tabela 8, encontram-se alguns exemplos de componentes e respetivo efeito

prebiotico associado (Crittenden & Playne, 2009; Slavin, 2013).

Tabela 8- Fibras que demonstram poder prebiético. Adaptado de (Crittenden & Playne, 2009;
Slavin, 2013).

Prebidticos Efeito Prebiético
Dextrina de Trigo * Aumento do género bacteroides
*  Diminuicao de Clostridium perfringens
Inulina e Efeito Bifidogénico
Galacto-oligosacaridos * Prebidtico com Bifidogénico,
Goma de Acadia e Efeito Bifidogénico
Polidextrose e Efeito Bifidogénico
Psyllium * Potencial Prebiotico
Cereais Integrais e Potencial Prebiotico
Lactulose e Efeito Prebidtico
Fructanos (fruto- * Efeito Prebidtico com efeito
oligosacaridos e inulina) Bifidogénico
Banana e Efeito na microbiota fecal

O efeito prebiotico classificado, como potencial, significa que ao contrario do que ¢
afirmado possui efeito bifidogénico, os primeiros ndo revelam evidéncia cientifica
suficiente permanecendo como apenas designados como potenciais (Slavin, 2013).

Os prebidticos existem naturalmente inseridos na natureza como, por exemplo, no alho-
porro, espargos, alcachofra de Jerusalém, alho, cebolas, trigo, aveia e nos graos de soja
(E. M. M. Quigley, 2010; Slavin, 2013). Estes podem estar adicionados a alimentos
como iogurtes, cereais, pao, bolachas, gelados, bebidas e suplementos. Os prebidticos
podem encontrar-se inseridos em alimentos denominados de alimentos funcionais
(alimentos que possuem efeitos benéficos para a saude, além do valor nutritivo inerente
a sua composicao). Também podem ser considerados como uma subcategoria de
ingredientes presentes em alimentos funcionais (Brownawell et al., 2012).

Embora todos os prebidticos sejam considerados fibras, nem todas as fibras podem ser
considerados como prebidticos. Para que haja a aplicagdo desta nomenclatura,
cientificamente tem de ser provados e satisfeitos os seguintes requisitos (Gibson et al.,

2010; Slavin, 2013):

54



Desenvolvimento

* Resisténcia ao acido gastrico, hidrolise enzimatica realizada pelas células dos
mamiferos e serem absorvidas no trato gastrointestinal superior;

* Ser fermentada pela microflora intestinal;

* Estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias com

associacao a manutengdo de saiude ¢ bem-estar.

Lactulose ¢ um dissacéarido sintético, obtido da Gal-B1-4-Fru. Utilizado usualmente
devido as suas propriedades laxantes e também por nao ser hidrolisado ou absorvido no
intestino delgado. Através de estudos in vitro e, em modelos animais, foi descoberto que
em concentragdes sub-laxantes, este apresentava capacidade bifidogénica. In vitro e em
modelo animal, foi notavel o aumento do numero de lactobacillus e bifidobactérias
existentes no meio. Em ensaios humanos, com uma dose de 3g/dia, foi visivel um
aumento dos niveis de bifidobactérias e uma (cortar?) consequente diminui¢do de
Streptococcus, Bacteroides e Enterobacteriaceae (Gibson et al., 2010).

A inulina, ¢ um hidrato de carbono vegetal denominado de fructano (Ioannidis et al.,
2011). Os fructanos, independentemente do comprimento da sua cadeia, encontram-se
bem documentados, no que diz respeito ao seu efeito benéfico exercido nas
bifidobactérias. Sdo substratos prebidticos importantes, existem na natureza em
alimentos vulgarmente consumidos como, alho, alho-francés, cebola, espargos e
chicoria. Nao ¢ absorvida ou degradada, no trato gastrointestinal superior, ndo sofre
hidrdlise por parte das enzimas digestivas, chegando ao colon na sua forma intacta onde
pode ser metabolizada pela microbiota residente. Muitas bactérias sdo capazes de
metabolizar este substrato, incluindo outras como: Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, S. Epidermidis, Enterococcus faecalis, E. faecium, Bacteroides
vulgatus, B. ovatus, B. fragilis, Lactobacillus acidophilus e Clostridium spp (Gibson et
al., 2010).

Apresenta a capacidade de aumentar os niveis de butirato no co6lon, diminuir a
severidade da inflamag¢do em modelos animais de colite. Embora ndo existam doses
recomendadas, doses entre 4-20g/dia obtiveram bons resultados. Portanto ¢ sugerido
que para se dar efeito bifidogénico, quantidades superiores a 4 g/dia serdo necessarias
(Tuohy et al., 2003). Estudos indicam que o efeito bifidogénico desta ¢ mais
proeminente nos individuos que possuem numeros mais afastados do normal de
bifidobactérias, do que naqueles que tém numeros proximos da normalidade (Gibson et

al., 2010; Tuohy et al., 2003).
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Os (acrescento?) Trans Galactoligossacaridos sdo oligossacaridos que contém galactose,
sdo produzidos a partir de xarope de lactose, através de transglicosilagdo pela enzima [3-
galactosidase. Ensaios, in vitro, concluiram que ¢ um bom substrato com poder
bifidogénico (Slavin, 2013). Apresenta capacidade de diminuir o crescimento bacteriano

intestinal indiscriminado (Vieira et al., 2013).

4.2 Mecanismo de acao

O mecanismo pelo qual estes (quais?) promovem a proliferacio de bifidobactérias
residentes na microbiota humana, encontra-se ainda numa fase meramente especulativa.
Sabe-se, no entanto, que através da estrutura molecular destes pode-se determinar o
efeito fisiologico e quais as espécies presentes na microbiota capazes de utilizar estes
como fonte de carbono e energia (Gibson et al., 2010). Pensa-se que a forma como atua
estd relacionada com estes trés eventos que eles potenciam: diminui¢ao da frequéncia de
defecacdo, aumento da concentracdo de butirato dentro do intestino e aumento dos
nimeros de bifidobactéria e eubactéria (Tuohy et al., 2003; Vieira et al., 2013).

Existem algumas premissas acerca das bifidobactérias, que ajudam a criar hipdteses,
sendo estas as seguintes (Gibson et al., 2010):

* Possuem capacidade metabolica que lhes permite a utilizagdo de uma ampla
variedade de oligossacéridos e hidratos de carbono complexos, como fonte de
carbono e energia;

* Tem bom crescimento em meios de oligossacaridos ndo digeriveis em
comparagdo com bactérias putrefativas ou potencialmente patogénicas;

* Em comparagdo com géneros como lactobacillus, bacteroides e eubacteria,
crescem com maior eficiéncia na presenca de prebidticos;

e Sao tolerantes a produgdo de acidos gordos de cadeia curta e acidificagdo do
meio intestinal;

* Na maioria dos casos, ndo hidrolisam oligossacéaridos ndo digeriveis, no entanto
possuem permeases que internalizam estes substratos antes de os hidrolisar e
metabolizar. Presume-se que este ato minimize a disponibilidade de acucares

simples para as restantes bactérias intestinais existentes.

4.3 Efeito terapéutico, vantagens e desvantagens

E sugerido por alguns autores que o consumo de prebidticos pode exercer efeito

benéfico em algumas areas como (Slavin, 2013):
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* Reducdo da prevaléncia e duragdo de diarreia infecciosa ou associada a
antibidticos;

* Reducao dos sintomas e inflamacao associados a DII;

* Efeito protetor na prevengdo do cancro do célon;

* Aumentar a biodisponibilidade e absor¢do de minerais como o célcio,
magnésio e, possivelmente, ferro também;

*  Diminuir risco cardiovascular;

* Promocao da saciedade, perda de peso e prevencao da obesidade.

Como todos as terapéuticas possuem vantagens e desvantagens no seu uso. Algumas
vantagens do uso deste em relacdo a probidticos sdo: a sua estabilidade que lhes confere
uma longa vida de prateleira nos alimentos onde estdo inseridos, ndo tem a limitagao de
alguns probidticos em relagdo aos diversos ambientes acidos, quer nos alimentos, como
no organismo humano alterarem a sua atividade, estimulam a microbiota j4 existente e a
sua capacidade de fermentagdo ndo necessitando de competir com microrganismos ja
residentes. Em relagdo ao uso de antibidticos também possuem algumas vantagens
como o seu consumo poder ser profilatico e seguro a longo prazo, ndo estimular efeitos
secundarios (exemplo estados diarreicos derivados do seu uso), ndo criar resisténcias
nem alergias.

No entanto, também, possui desvantagens, que dependendo do ponto de vista podem
inutilizar o seu uso em certas situagdes. Nao sdo tdo potentes como os antibidticos na
elimina¢do de patogénios mais especificos e também podem exacerbar os efeitos de
mal-absor¢ao de acucares durante estados diarreicos ativos.(Crittenden & Playne, 2009;
Slavin, 2013)

Uma observacdo bastante particular, retirada de varios estudos, sugere que o efeito
bifidogénico observado em populacdes saudaveis versus o que ocorre em doentes com
doengas cronicas intestinais, sugere que o grau de bifidogénese ¢ de corelacdo inversa,
ou seja, este depende da populagdo inicial pré-tratamento. Quanto mais normalizada a
microbiota do individuo, menor sera a bifidogénese.( Crittenden & Playne, 2009; Tuohy

et al., 2003)

4.3.1 Efeitos Adversos

Contrariamente aos probidticos, o seu consumo excessivo para além das doses

recomendadas didrias, doses superiores a 20g/dia, pode levar a overdose.
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Os sintomas de overdose sdo intestinais podendo apresentar-se como, inchago, dor,
flatuléncia ou diarreia.

No entanto, em doses baixas, aparentam ser perfeitamente seguros, pois existem em
alimentos consumidos diariamente como bananas e cebola.(Crittenden & Playne, 2009;

Tuohy et al., 2003)

4.4 Producao

Estes compostos podem ser obtidos por extracdo a partir de plantas, mas na sua maioria
sdo sintetizados comercialmente por métodos enzimaticos e quimicos.

Existem quatro métodos major, diretamente da planta (ex: oligossacaridos de feijoes de
soja, amido do milho), hidrdlise controlada (ex: galacto-oligossacaridos da lactose),
transglicosilagdo(ex: galacto-oligossacaridos da lactose, fruto-oligossacaridos da
sacarose), processos quimicos (ex: lactulose por isomerizagdo alcalina da lactose,

lactilol por hidrogena¢ao da lactose) (Crittenden & Playne, 2009).

4.5 Prebioticos e o seu uso na Colite Ulcerosa

Possivelmente, abordagens que insiram alteragdes fisiolégicas no metabolismo
bacteriano poderdo ser mais importantes que mudangas filogenéticas na composi¢do, em
termos de efeitos benéficos na satde.

A administracdo de prebidticos resulta num aumento da populacao bacteriana de efeito
benéfico, acompanhada com um decréscimo concomitante de bactérias putrefativas
como classe Clostridia, Bacteroides spp. € Enterobacteriaceae (Crittenden & Playne,
2009).

Os prebidticos encontram-se bem distribuidos pelas leguminosas, fazendo entdo parte
da alimentagdo saudavel de um individuo.

O consumo de alimentos com cevada germinada, contendo proteinas ricas em glutamina
(substrato preferencial para os colondcitos) que favorece a integridade da mucosa
intestinal e fibras ricas em hemicelulose (eficazes em distribuir butirato pela populacao
do coldn), demonstra eficécia no alivio da sintomatologia em doentes de CU, tanto em
modelo animal como em ensaios humanos com doentes de CU. Este ndo ¢ um
prebiotico no sentido estrito da palavra, pois a sua fermentagdo a nivel do colon ¢
bastante extensa (Geier, Butler, & Howarth, 2007; Tuohy et al., 2003).

Estudos mais recentes, acerca do efeito deste, reportaram estimulo do crescimento de

Eubacterium limosum. Nos estudos que foram realizados embora tenham reportado
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efeitos benéficos, ainda é necessario para suporte cientifico que se dé um ensaio
duplamente cego, randomizado, e com grupo placebo (Geier et al., 2007).

Estudo randomizado controlado, com 18 doentes, utilizando uma combinagdo
simbiotica de fruto-oligossacéaridos com inulina. Este ensaio revelou tendéncia para uma
diminui¢do da inflamacdo e melhoria na regeneracdo do tecido epitelial. Também foi
reportado uma diminui¢do das citoquinas pro-inflamatérias em associagdo com um
aumento numérico de bifidobactérias associadas a mucosa (Crittenden & Playne, 2009).
Um ensaio randomizado, duplamente cego, com grupo de controlo, estudou 24 doentes
com pouchitis. Foi demonstrado que um consumo de 24g/dia de inulina, durante trés
semanas, apresentou reducao na doenca a nivel histologico e endoscopico.

Um ensaio posterior a este, publicado em 2005, demonstrou melhoria na sintomatologia
de doentes afetados com CU, através do efeito bifidogénico da inulina. A lactulose
também demonstrou um efeito semelhante num ensaio realizado em doentes com DC e
CU. Nestes doentes, o consumo diario, de 20g de lactulose, revelou melhoria na
sintomatologia, em rela¢do ao grupo de controlo (Gibson et al., 2010).

Num estudo de pequena magnitude, com grupo controlo a placebo e doentes com CU
ativa. A estes foi administrado uma mistura de fruto-oligossacaridos e inulina, numa
quantidade de 12g/dia ou um placebo durante duas semanas. Tanto o grupo ao qual
estava a ser administrado o prebidtico, como o grupo a placebo, diminuiu a atividade da
doenca (em relacdo a linha base, avaliada no dia 0). Esta diminuicdo nao foi
estatisticamente relevante, pois ndo diferiu em grande valor os resultados obtidos pelos
dois grupos.

Todos os participantes do estudo entraram em remissdo clinica, no entanto dois dos
pacientes no grupo placebo possuiam atividade clinica.

Foi verificado pelos autores que o consumo desta mistura prebidtica, por parte dos
doentes, levou a que houvesse uma redu¢@o nos niveis de calprotectina. Esta redugdo ¢
importante na medida em que esta substancia, que ¢ uma proteina maioritariamente
contida nos neutréfilos, e que, por consequéncia da patologia, normalmente encontra-se
em valores bastante elevados nos doentes que sofrem de DII (Brownawell et al., 2012).
Uma das abordagens clinicas aquando do diagnostico sdo alteracdes nutricionais e
suplementa¢do, tentado assim reduzir o estimulo antigénico, regular a resposta
inflamatoria e imunologica e estimular a regeneracdo da mucosa. Tendo em vista uma
reducdo da sintomatologia, indugdo e manutengdo da remissdo clinica. Nesta perspetiva,

o consumo de certos vegetais ou seus extratos, podem apresentar-se promissores.
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O inibidor Bowman-Birk (IBB), componente bioativo existente em abundancia em
legumes, como graos de soja, ervilhas, lentilhas e grao-de-bico. Este composto bioativo,
inibidor de protéase, encontrando-se na fragdo de albumina das leguminosas, ndo sofre
alteracdo pelo acido géstrico ou enzimas proteodlicas, chegando assim ao intestino
grosso em grandes quantidades e na sua forma inalterada.

Viérios estudos sugerem, que para além do seu poder anticarcinogénico, ja estudado, tem
um potencial anti-inflamatorio no trato gastrointestinal.

Este potencial deve-se a capacidade deste inibir protéases de serina. As protéases de
serina encontram-se associadas ao processo inflamatorio (catapsina G, elastase,..) e,
também, ao processo de proliferagdo celular nas células do cancro do célon.

Em modelo de colite DSS (dextrano sulfato de s6dio), IBB existentes, em graos de soja
ou extratos ricos nestes, expressou potencial. Através da inducdo de inflamacao severa
com DSS, o autor averiguou que pela introducdo de IBB ocorreu uma diminuicao desta
inflamagao induzida, ou seja, que este composto podera atuar no processo inflamatorio.
Um ensaio clinico, para avaliacdo da seguranca e eficacia de IBB, foi realizado em
doentes com CU ativa. O ensaio foi randomizado, duplamente cego, com grupo de
controlo. Apés 12 semanas, nos doentes que usufruiram da administragdo de IBB, a
terapéutica revelou exercer efeitos benéficos em contraste com o grupo placebo.

No grupo ao qual foi administrado IBB, 50% apresentaram resposta clinica ¢ 36%
atingiram remissdo, em contraste com o grupo placebo em que respetivamente 29%
atingiu resposta clinica parcial e apenas 7.1% atingiu remissao.

Nao existiram quaisquer efeitos adversos reportados pelo autor (Utrilla et al., 2015).

No seguimento do estudo anterior, acerca do potencial dos BBI (concentrado,
proveniente da soja), Utrilla et al., 2015, no seu estudo abordou em modelo DSS, como
anteriormente descrito, apresentando a ervilha como componente de estudo (Pisum
sativum L.).

Nesse ensaio, o autor dividiu os sujeitos (ratos) em, um grupo controlo ao qual nao foi
induzida colite, e quatro grupos aos quais foi induzida colite através de DSS. A trés dos
grupos foi administrado parte do sobrenadante liofilizado (PSE), numa quantidade de
15g/kg.dia, a versdo purificada de PSE a AF-PSE (dialisada por 4gua destilada), numa
quantidade de 1.5g/kg.dia, e a outro grupo BBI de soja, na forma pura, numa quantidade
de 50mg/kg.dia. Esta instituicdo iniciou-se 2 semanas antes da inducdo de colite aos

sujeitos. Ao quarto grupo foi administrado apenas o veiculo usado no ensaio, tampao de
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fosfato. O grupo de controlo foi aquele a que foi administrado BBI proveniente de soja,
devido hipotese inicial do autor.

A hipdtese inicial deste autor era que o efeito inibidor de protéase presente nas fragdes
PSE e AF-PSE. Estas duas fragdes seriam as responsaveis pelo efeito anti-inflamatorio.
A administracdo iniciou-se duas semanas antes da inducdo de colite, ndo se registou
alteracdo no peso dos animais, nem induziu sintomas ou diarreia nestes. Apods a
indugdo, os animais que se encontravam com terapéutica instituida, ndo sofreram na sua
maioria tanta perda de peso como o grupo de controlo ndo tratado. Isto revela que o
impacto sofrido, devido a indug¢do de colite por DSS, por parte dos animais que estavam
a ingerir prebidticos, foi menor.

Microscopicamente, foram avaliados os outros grupos em relacdo ao grupo controlo ao
qual foi induzida colite. Neste grupo controlo, a ulceracdo da mucosa epitelial era
substancial (mais do que 70% da superficie), ocorreu hiperplasia da cripta, deplecdo das
células caliciformes, inflamacao (infiltrados celulares) e edema da mucosa.

Nos animais, sujeitos a prebidticos, estes apresentaram melhoria substancial do
processo inflamatdrio. Nestes histologicamente a arquitetura da mucosa estava
maioritariamente preservada, associada a regenerag¢do das células caliciformes e suas
mucinas. Apenas, alguns animais apresentavam ainda infiltrados de células
mononucleares e o edema apresentado era muito menor. Observa-se, pois, na figura 4,
os efeitos benéficos na histologia, como se verifica no elevado estado de preservagao
parcial, ou quase total, dos trés grupos de controlo onde foi induzida colite, apés um

periodo experimental de 9 dias.

Controlo com IBB
colite induzida

Sem colite

Avaliacdo microscopica

AF-PSE

PSE

Figura 4- Efeitos a nivel histolégico da administracio de IBB de soja, AF-PSE e PSE, em relacio ao
grupo controlo. Adaptado de (Utrilla et al., 2015).
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Os resultados obtidos, ao nivel histolégico, reforcam de modo concludente os dados da
avaliagdo da expressdo genética de mRNA que na colite se encontra a expressiao
pronunciada.

Na tabela 9, estdo sintetizados os resultados obtidos da inibi¢do genética pelas trés
combinag¢des administradas, em que a letra “x” corresponde aos pontos em que existe
atividade benéfica de decréscimo na expressdo do respetivo mRNA. Na tabela 9 ¢
bastante saliente que a atividade de IBB ¢ bastante completa, alterando todos os
parametros. Em relacdo a diferenca de atividade de PSE para AF-PSE, poderia ser
considerado expectavel, pois AF-PSE sofreu um processo de purificagdo ao qual o

liofilizado de PSE nao sofreu (0 qué?), podendo assim justificar a perda de atividade.

Tabela 9- Registo da atividade dos compostos na diminuicio da expressiao dos fatores TNF, IL-1p,

IFN-y, IL-6, IL-12. Adaptado de (Utrilla et al., 2015).
TNFa IL-1p IFN-y 1IL-6 IL-12

IBB X X X X X
PSE X X X X
AF-PSE X X

Em termos das enzimas ciclooxigenase (COX) 2 e 6xido nitrico sintetase (iNOS) apenas
PSE foi capaz de reduzir a expressdo genética das duas enzimas simultaneamente,
enquanto que BII s6 atuou na iNOS e AF-PSE na COX2.

Foram encontrados efeitos benéficos na barreira epitelial foram encontrados. Nos
animais em que foi administrado PSE, houve um aumento da expressdo de MUC3, e das
proteinas envolvidas na integridade epitelial a ocludina e a zonula ocludens (ZO-1),
comparativamente com o grupo de controlo que também sofreu inducdo de colite. Os
efeitos de IBB foram apenas visiveis no aumento de expressdo da ocludina, enquanto
que AF-PSE nao exerceu qualquer efeito.

Um outro componente, envolvido na resposta imunitaria, também foi avaliado em
animais, nos quais foi induzida colite, possuiam estes receptores com expressao
aumentada. Os animais tratados sofreram diminui¢do nestes (TLR-2, TLR-4, TLR-6,
TLR-9), exceto TLR-2, o qual, apenas PSE foi capaz de diminuir.

A nivel da populacdo bacteriana sabe-se que devido a esta patologia, a contagem total

bacteriana encontra-se diminuida. Foi verificado pelo autor que o log;o das populagdes

62



Desenvolvimento

lactobacillus, bifidobactéria, bacteroides, grupo Blautia coccoides/Eubacterium rectale
e Clostridium leptum encontravam-se todas diminuidas, nos animais aos quais tinha
sido induzida colite, comparando com o grupo de controlo. Contrariamente, as
populacdes de Enterobactéria e o logiy das populacdes de Escherichia/Shigella
encontravam-se elevados no grupo de controlo com colite em compara¢do com o grupo
de controlo saudavel.

Numa abordagem comparativa entre PSE, AF-PSE e IBB, no que diz respeito as
populacdes bacterianas, os resultados obtidos levantam uma questdo importante. Poder-
se-ia pensar que por anteriormente ter demonstrado maior poder anti-inflamatorio seria
esse que elevaria as contagens bactérias benéficas. Esta afirmacdo ndo foi de todo
verificada pois, dos trés compostos o que apresentava maior eficiéncia na manutengao
da integridade da mucosa e efeito anti-inflamatoério foi IBB, que revelou em termos de
poder bifidogénico exercer efeito limitado, pouco relevante. Os dois compostos que se
encontravam em estudo para atividade bifidogénica, comportaram-se como tal, segundo
as palavras do autor, restaurando total ou parcialmente, em relacdo aos valores exibidos
pelo grupo de controlo saudavel.

A administracdo de AF-PSE foi a que ofereceu melhores resultados, pois, as contagens
logaritmicas, das comunidades de bifidobactéria e bacteroides, foram iguais as do
controlo saudavel. O efeito de PSE foi diferente, as contagens logaritmicas das duas
anteriores, B. coccoides/E.rectale, C. leptum e bacteroides, foram iguais a existente no
grupo de controlo saudavel. A particularidade encontrou-se na populagdo Lactobacillus
que permaneceu baixo em nimero, ndo tdo baixo como no grupo de controlo induzido
com colite, mas significativamente baixo em relagdo ao grupo de controlo saudavel.

Em relagdo a estes compostos encontrados, na ervilha comum, mostram-se promissores.
Como tudo o que ¢ considerado promissor, necessita de desenvolvimento, mais estudos
e ensaios de seguranca e eficdcia em seres humanos e ndo em modelo animal.

Embora o modelo animal consiga através da inducdo por DSS, mimetizar a histologia
da colite observada no homem, o edema massivo e subsequente ulcerag@o induzida aos
animais na fase aguda ¢ equipardvel a sofrida por DII. Todos os modelos animais
possuem limitacdes genéticas e metabdlicas em relagdo ao homem. A patologia e o
perfil de citoquinas s3o dependentes do tempo de exposicdo e percentagem de DSS

aplicada ao sujeito (Simeoli et al., 2015).
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Capitulo 5 - Simbioticos e seu papel na Colite Ulcerosa

5. Simbioticos

Por definicdo sdo uma combinagdo sinérgica, através do uso de probidticos e
prebioticos, simultaneamente, criando um efeito benéfico para o hospedeiro. O
objectivo, desta suplementacdo no trato gastrointestinal, ¢ facilitar a atividade,
implantacdo e sobrevivéncia, de probidticos que tenham atividade in vivo bem estudada
e estimular o crescimento bacteriano seletivo de géneros como Bifidobacteria e
Lactobacillus da microbiota indigena. (Haskey & Dahl, 2006; Hui, 2006; Patel &
DuPont, 2015; E. M. Quigley, 2011; Tuohy et al., 2003)

A logica, por detrds, desta abordagem, apoia-se na palavra sinergia, criar atividade
sinérgica entre dois compostos. A utilizacdo de um probiotico e prebiotico (de atividade
individual cientificamente comprovada), para o potenciamento da agdo terapéutica, que
devera ser superior a obtida individualmente. Pode-se, no entanto, dar o caso de o
prebiotico ndo ser eficaz, por si s6, sendo apenas “util” na presenca de um probiotico, o
qual ird estimular, elevando o valor terapéutico (Geier et al., 2007).

Para ser feita a escolha de qual a melhor combinagdo, necessitam-se mais estudos. Um
bom exemplo de atividade destes, ¢ a juncdo de B. longum e uma mistura de fruto-
oligossacaridos e inulina. Estes demonstraram reducao nos sintomas clinicos e, também,
na diminui¢ao da expressdo de citoquinas inflamatorias, em doentes com CU (Scott et
al., 2013). Infelizmente ndo existem muitos estudos, para se ter dados concretos acerca
da seguranca e eficacia (Ho et al., 2015).

Esta abordagem ¢ apenas um passo logico, que se encontra desde ha muito aplicado na
terapéutica farmacoldgica. E um conceito classico, em que se utiliza dois farmacos,
dado que a jun¢do dos dois supera a utilizagdo da cada um em separado. Isto é feito
quando os mecanismos dos respetivos tratamentos sdo diferentes mas complementam-
se. A ideia original para o uso de simbioticos ¢ baseado na importancia da microbiota

intestinal e o seu papel nas DII (Ocon et al., 2013).

5.1 Simbiodticos e a sua intervencao na Colite Ulcerosa

Existe um numero diminuto de estudos em comparagdo com os existentes para os

probioticos, que averiguem evidéncia cientifica robusta. Na maioria dos ensaios, 0
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modelo usado ¢ o animal ou entdo uma amostra pequena de doentes com CU, o qual
comporta algumas limitagdes.

Um pequeno estudo realizado em 2005, por Furrie ef al, 2005, com 18 doentes, utilizou
a época uma nova mistura em que associou B. longum, contendo uma capsula 2x1011
de liofilizado de bactérias vidveis em combinagdo com o prebidtico “Synergy 17, um
substrato para o probidtico a base de inulina-oligofrutose, numa saqueta contendo 6g.

O autor concluiu que o consumo do simbidtico, duas vezes por dia, por um periodo de 4
semanas, reduz os marcadores de inflamac¢ao da mucosa. Antes do tratamento a média
de doentes com PCR era de 6.0 e passou, apos as 4 semanas, a 1.8 de média.

Este estudo é, no entanto, bastante limitado devido a reduzida amostra.

Fujimori et al, 2009, realizou um estudo com ambito de averiguar a eficiéncia de
simbidticos versus probioticos e prebioticos, usados individualmente, na manutengdo da
remissao.

O mesmo autor utilizou uma amostra de 120 pacientes, que foram randomizados em 3
grupos constituidos cada um por 40 sujeitos. Todos os sujeitos ja se encontravam a
utilizar aminosalicisados e/ou prednisolona em doses estaveis, que foram mantidas
durante o decurso do ensaio.

Os grupos que foram selecionados para que seja administrado probidtico e prebiodtico
separados, passaram a grupos de controlo para o simbiotico, pois este foi um estudo sem
a introducdo de placebo como grupo de controlo.

O probidtico utilizado foi Bifidobacterium longum, numa dose de 2x10° UFC, por
capsula, uma vez por dia, o prebidtico utilizado foi psilium numa dose de 4.0 g
dissolvido em 100 mL de agua, duas vezes por dia. O simbiotico utilizou as doses
anteriores mas de toma conjunta por um periodo de 4 semanas.

Os resultados obtidos, por este autor, foram bastante favordveis. Obtiveram
significancia estatistica na melhoria da qualidade de vida dos doentes, induzida pelo
simbidtico, sendo provavelmente benéfico na manuten¢do da remissdo e diminuicao de
sintomas. Os doentes, neste grupo, mantiveram remissao na 2* e 4* semanas do estudo,
com diminui¢ao no final do estudo da PCR. A evolugdo verificada, ao longo do estudo,
quer no probidtico quer no prebiodtico, ndo permitiu registar significancia estatistica.
Embora tenha obtido resultados favoraveis, o autor refere criticamente que o periodo de
estudo pode ser curto demais para avaliar devidamente o efeito ou mesmo testar este

tratamento para a manutencdo da remissao.
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Realizou-se, ainda, um estudo randomizado, com um grupo de controlo, de 18
participantes, todos com CU ativa. Houve administragdo de uma mistura do probidtico
Bifidobacterium longum com uma mistura de prebidticos (mistura de 6 fruto-
oligossacaridos com inulina).

Os resultados obtidos foram positivos, ocorrendo redugdo na sintomatologia e um efeito
bifidogénico. No entanto, as diferencas entre os grupos foram apenas marginalmente
significantes neste ponto. Verificando-se alguma variag@o estatistica, nas concentragdes
de mRNA referentes a hBD (B-defensinas humanas), que numa fase anterior ao
tratamento, se encontravam diminuidas em relagdo ao aumento observado no final do
estudo.

Os autores verificaram neste estudo uma diminui¢ao no TNF, redu¢do na inflamacgao e
regeneragdo epitelial, em comparag¢do com o grupo placebo (Brownawell et al., 2012).
Em modelo animal, um dos autores utilizou um derivado extraido de Basidomycetes,
um composto ativo corelacionado com hexose (AHCC). Composto este cuja estrutura ¢
composta de 74% de oligossacaridos, especialmente a-glucanos. Sinergicamente usado
com uma estirpe de Bifidobacterium longum BB536 (dose 5 x 10° UFC rato™ dia”. O
autor refere, ainda, que anteriormente ja avaliou AHCC e que o mecanismo de agdo
deste era consistente com o de um prebidtico.

A experiéncia decorreu de modo a separar os animais, em pequenos grupos, por
questdes de ordem ética. Comegou-se por escolher um grupo de controlo, induzido com
colite, tendo preparado dois grupos com duas doses de prebiotico, apenas,
administrando um simbidtico a dois outros grupos, cujas doses de prebidtico foram
distribuidas respetivamente com 100 mg kg™ e 500 mg kg™

A extensdo da inflamacdo nos grupos a simbiotico foi inferior, dai poder-se afirmar que
o periodo de recuperacdo tenha sido mais rapido. Todos os grupos, excetuando o grupo
de controlo, demonstraram uma diminuic¢ao da secre¢@o de IL-2 e IFN-y, o que permitiu
ao autor inferir que a op¢do que obteve melhores resultados foi - o tratamento
simbiotico.

Na dose de 500 mg kg, houve diminui¢io em cerca de 40-50% dos pardmetros
inflamatorios (dano ao colon, extensdo do dano, area com necrose). O probidtico, ja
referenciado pelo autor, comportou-se como este esperava, inibindo a degradagdo de
glicosaminoglicans pelas bactérias intestinais, melhorando a severidade da patologia

(Ocon et al., 2013) .
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O objetivo do estudo foi verificar a possibilidade de prevenir ou reparar o dano causado,
a nivel do colon, pela colite, através do tratamento simbidtico de Lactobacillus
paracasei B21060 com os prebidticos fruto-oligossacaridos e arabinogalactano
(proveniente da madeira da arvore), tendo sido administrada uma mistura comercial,
Flortec junior (Bracco SpA), em saquetas de 6g, que continha aproximadamente 2.5 x
10° UFC de bactérias viaveis.

A dose foi ajustada pelos autores, de encontro as necessidades, devido ao modelo
animal ser de porte pequeno, 2.5 x 10’ bactéria/l0g de peso corporal, fruto-
oligossacarido 7mg/10g de peso corporal e arabinogalactano.

Randomizou-se os animais que foram separados em quatro grupos:

1° grupo — recebeu, apenas, agua;

2° grupo — recebeu DSS para indugao de colite;

3° grupo — Recebeu DSS, mais simbidtico, uma vez por dia. Ressalvando-se que neste
grupo foi avaliado o efeito preventivo do simbidtico, tendo sido administrado com uma
antecedéncia, de sete dias, em relagdao ao DSS;

4° grupo — Recebeu, por sua vez, DSS mais simbidtico, uma vez por dia. Neste ultimo
grupo, foi efetuada uma avaliacdo terapéutica em que a administragdo do simbidtico

ocorreu dois dias apos o inicio da toma de DSS.

Em termos de resultados obtidos, pelos autores, macroscopicamente observaram-se uma
diminuicdo significativa na expansao dos agregados linféides e uma menor redu¢do no
tamanho do co6lon, nos sujeitos, aos quais, foi administrado o simbiético. Tendo o grupo
4 obtido um melhor resultado que o grupo 3, mas ndo muito diferentes do grupo de
controlo 1.

Este estudo demonstrou a capacidade do simbidtico em diminuir todos os parametros
avaliados pelos autores. O simbidtico demonstrou que possui uma elevada capacidade
protetora contra a perda de peso, reducao da inflamagao e efeito protetor da integridade
e funcionalidade da barreira epitelial. Os dados apoiam o efeito imunomodulador, desta
estirpe, devido ao menor dano da mucosa e tecidos, e preven¢do do recrutamento de
neutrofilos.

A diminui¢ao do recrutamento de neutréfilos foi relacionada com uma diminuicdo das
concentragdes de mieloperoxidases. Os danos pelo stress oxidativo, causado por

espécies reativas de oxigénio e azoto, sdo considerados um dos maiores contribuintes
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para o dano no célon. Verificou-se uma melhoria no tempo de resolu¢ao da inflamacao,
pois o simbidtico diminuiu a perda de peso.

Houve, também, evidéncia da restauracdo dos niveis de IL-10 e diminui¢do das
citoquinas (IL-1, IL-6 e IL-12) e quimiocinas inflamatorias. A expressao genética de
MUC-1 que se encontrou alterada pela colite induzida, foi restaurada pelo simbidtico,
no que se refere a mistura prebidtica, que para além do efeito bifidogénico, apresenta
uma boa?) capacidade para diminuir a atividade da doenca e melhorar os niveis de

calprotectina fecal (Simeoli et al., 2015).
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Capitulo 6 — Transplante Fecal na remissao da Colite Ulcerosa
5. Transplante Fecal

O Transplante Fecal de Microbiota, também denominado de “infusdo fecal” ou de
“bacterioterapia fecal”, ¢ uma op¢do terapéutica que envolve administracdo de um
filtrado fecal liquido que contém uma composi¢do microbiana (microbiota distal do
intestino grosso), de um dador que possua uma microbiota com as caracteristicas,
consideradas normais, a um doente com uma doenca ou condi¢@o que esteja relacionada
com disbiose ou alteracdo na microbiota normal.

O objetivo, desta técnica, ¢ restaurar a diversidade filogénica e a microbiota para uma
que possua as caracteristicas encontradas numa pessoa considerada saudavel
(Cammarota et al., 2014; Kelly et al., 2015; Matsuoka et al., 2014).

Variantes, desta técnica, tem sido usadas, desde a antiguidade, através de relatos do
século IV, na China, relatam o uso de suspensdes fecais administradas, por via oral,
para o tratamento de intoxicag¢des alimentares e estados diarreicos severos. Desde o
século XVII tem sido extensamente usado em veterindria para tratar distirbios ruminais.
Durante varios anos, esta terapéutica foi pouco usada, ou mesmo quase esquecida. A
sua utilizagdo ¢ constantemente associada a terapéutica de ICD recorrente, pois foi na
terapéutica desta infe¢do em que se obtiveram resultados palpaveis e existe uma grande
amplitude de estudos realizados, acerca desta matéria, assim como, protocolos e
metodologias bem definidas (Aroniadis & Brandt, 2012; Venugopalan, Shriner, &
Wong-Beringer, 2010).

A sua primeira tentativa de uso humano documentada, deu-se em 1958, na tentativa de
tratar a colite pseudomembranosa causada por Micrococcus pyogenes, através de
enemas a quatro doentes. No caso de ICD, (principal patologia que usufrui desta
abordagem terapéutica), o seu primeiro caso documentado de sucesso terapéutico foi
numa ICD, em 1983, também, tendo como via enemas fecais (Backhed et al., 2012;
Brandt & Aroniadis, 2013; Kelly et al., 2015; Vrieze et al., 2013).

A primeira aplicagdo desta técnica, em 1989, no que diz respeito 4 CU, foi dada a
conhecer a época através de um dos autores do artigo, tendo sido ele proprio sujeito a
TMF tornando-se um caso de sucesso, segundo este, em que se declara que apos o
transplante entrou em remissdo clinica, sem auxilio de medicacdo adjacente (Matsuoka

et al., 2014). No seguimento do uso de enemas, surgiram, em 1991, infusdes fecais
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administradas por sonda nasogéstrica, gastroscopia em 1998, colonoscopia em 2000 e,
em 2010 enemas de auto-administragdo (Brandt & Aroniadis, 2013).

A partir do seu primeiro uso, esta técnica foi ganhando reconhecimento, sendo
considerada e bem aceite pela comunidade médica e civil, por ser “natural”. Hoje em
dia, os doentes encontram-se cada vez mais informados, devido ao acesso livre que a
maioria tem a Internet. Ao efetuarem pesquisa acerca da sua patologia encontram
multiplas referéncias a esta abordagem terapéutica.

Estudos baseados em doentes com ICD indicam que as mulheres sdo menos propensas a
aceitar a op¢do que os homens, enquanto que segundo a idade constou-se que os doentes
mais idosos aceitam melhor que os mais jovens. Dos doentes que ja receberam um
TMF, 97% referem que, caso seja necessario, futuramente iriam repetir esta opc¢ao
terapéutica em vez de recorrerem a antibidticos. (Brandt & Aroniadis, 2013)

Os microrganismos que compde a microbiota sdo fundamentais para a manutencdo da
satide no hospedeiro, a sua complexidade ¢ compardvel ao sistema de 6érgaos humanos.
No que concerne a disbiose, ja abordada, a alteragdo da composi¢do de microrganismos
natural, ja foi implicada em mais que uma patologia, sendo um exemplo de simples
infecdo por Clostridium difficile (ICD). Existem dados concretos que a aplicagdo desta
técnica a ICD recorrente, demonstra eficicia, o que permite afirmar que se aplicada a
outras patologias que resultam de uma alteragdo da microbiota, também poderdo
usufruir deste método (Kelly et al., 2015; Ocon et al., 2013).

Trata-se de um método que ¢ considerado simples de executar, as questdes que se
levantam, acerca dele, surgem devido a falta de dados concretos sobre a seguranca a
curto e a longo prazo. E uma técnica que precisa de ser aprimorada, e preparada para o
desenvolvimento de metodologias, procedimentos concretos e, acima de tudo, dados
robustos acerta da sua seguranca divulgacdo de resultados robustos quanto a sua

seguranca (Kelly et al., 2015).

5.1 Transplante Fecal na remissao da Ulcerosa

Casos preliminares do uso de enemas de TMF, no tratamento da CU, apresentaram
resultados promissores. Reportando que os pacientes atingiram remissdo clinica e sua
manutencdo e, nalguns casos, a longo prazo. Alguns dos sujeitos apresentaram também
remissdo histoldgica e endoscopica.

Apoés estes relatos, seguiram-se estudos de pequeno calibre na populacdo adulta e

infantil, com CU, DC e pouchitis. Nestes ndo foi possivel obter dados com robustez
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acerca da eficacia e seguranca. Isto pode ter-se verificado devido ao facto de ndo serem
estudos de grande escala, serem estudos “open label”, pouco uniformes na via de
administracdo e no protocolo usado para tal. Uma meta andlise de 18 estudos, que
incluiu 122 doentes, que sofriam de IBD, e foram alvo de TMF, a remissao clinica foi
de 45%. No entanto, ao eliminar alguns dos estudos para diminuir viés, esta
percentagem decaiu para 36,2%. Pode, no entanto, ndo ser o melhor exemplo, pois,
integra outras para patologias para além da desejada neste caso. (Kelly et al., 2015)
Relatando dois ensaios aleatérios com um grupo de controlo e outro de administragao
de placebo. O primeiro ensaio realizado, por Moayyedi et al., 2015, em 75 doentes com
CU ativa, foram aleatoriamente selecionados para TMF, com periodicidade semanal,
tendo o segundo grupo recebido, enemas compostos por dgua, semanalmente também,
durante 6 semanas.

Estatisticamente houve um efeito positivo do TMF na indugdo da remissdo, com 9 dos
38 (24%) presentes no grupo que recebia TMF, versus 2 de 37 (5%) que se encontravam
no grupo placebo. A propor¢ao de doentes que sofreu melhoria de sintomas ndo foi
considerada estatisticamente relevante. Nao foram descritos eventos adversos apos
TMEF.

O segundo estudo teve a participagdo de 50 doentes com CU ativa e classificada como
moderada a severa. A distribuicdo foi aleatéria relativamente as fezes doadas ou
transplante autdlogo, administragdo por via de um tubo nasoduodenal. TMF foi
administrado no inicio do estudo e apds um periodo de espera de 3 semanas apenas 37
doentes atingiram remissdo. Nao existiu diferenca estatistica de remissdo clinica e
endoscopica, nos dois grupos. Atribuiu-se a incapacidade de verificar diferenga
estatistica, por falta de recursos para tal.

Ha fatores determinantes que influenciam de modo transversal os resultados, deste tipo
de estudos, a saber: caracteristicas da DII de cada doente, variabilidade do dador, dose
administrada, frequéncia do TMF e o uso concomitante de outras medicagoes (Kelly et
al., 2015). Kelly et al., propdem entdo que os proximos ensaios acerca de TMF sejam
feitos, ndo com a CU no estado ativo, mas sim, apos a sua remissdo clinica ja se
encontrar presente.

Dois estudos prospetivos publicados, em 2013, com um numero pequeno de doentes,
respetivamente cinco doentes e seis doentes, realizados em adultos. Nenhum dos

estudos referidos foi um ensaio clinico controlado, no entanto ambos analisaram
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longitudinalmente a composi¢do bacteriana e mudancas nestas através de
pirosequenciamento tendo como alvo 16s rRNA.

Nenhum dos estudos obteve sucesso na indugao de remissdo, apds o transplante, apenas
observaram alteracdo significativa da composi¢do da microbiota em 8 dos 11 doentes.
Num dos estudos, verificou-se que num dos doentes foi correlaciondvel melhoria
terapéuticas com a colonizacdo bem sucedida.

Ambos os estudos concluiram que a alteracdo da microbiota foi temporaria, que seria
necessario transplantes periddicos para a manutengcdo da composi¢do. A tendéncia
verificada por Kump et al.,2013, foi de aquisicdo da composi¢do do dador passados 30
dias, que apo6s essa data entrava em decaimento, chegando aos 90 dias com a microbiota
exatamente igual a que apresentaram antes da realiza¢do do transplante. No mesmo
estudo ocorreu num dos participantes que a microbiota com a qual ficou, ndo era a sua
inicial nem a do dador (Angelberger et al., 2013; Kump et al., 2013).

No estudo realizado, por Kump et al., ¢ de notar se todos os 5 dos 6 sujeitos ja tinham
sido sujeitos a terapéutica com TNF-0, o outro a pelo menos um imunossupressor.
Aquando do ensaio 1 encontrava-se a ser tratado concomitantemente com TNF-a e os
outros 5 com &cido 5-aminosalicilico (Mesalazina). Afirmando que ainda se encontra
em aberto a possibilidade de que se houver auséncia de terapéutica prévia com TNF-a,
com a doenga na sua forma ligeira a moderada, usufruird de melhores resultados com
TMF (Matsuoka et al., 2014).

Matsuoka et al., aborda um ensaio clinico de fase I, em doentes dos 5 aos 30 anos, cuja

data de finalizacdo no site ClinicalTrials.gov (http://clinicaltrials.gov/) da como data de

fim julho de 2017, pelo que 4 data ndo possui os dados de fim para consulta apenas o
verificado até agora.

Nao foram verificados efeitos adversos severos, e a percentagem de resposta clinica foi
elevada cerca de 79% na primeira semana. Estes Gltimos dados referem-se a 10 doentes
pediatricos, o que pode levar a pensar que nem todas as faixas etdrias beneficiaram
equitativamente de melhorias terapéuticas.

Angelberger et al., por sua vez, embora ndo tenha tido resultados terapéuticos
palpaveis, contribuiu com a identificagdo de grupos bacterianos que sdo indicativos da
severidade da doenca e sucesso da TMF, como aumento de Enterobacteriaceae e
diminui¢do de Lachnospiraceae. No entanto, o tinico doente em que houve alteragdo da
microbiota foi aquele que apresentou resposta sintomatica ao TMF, no qual ocorreu um

aumento PCR durante um periodo curto.
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Em contraste com os estudos anteriores, meta-analise realizada por Anderson et al.
2012, citada por Smits et al.,2013, afirma que 63% dos sujeitos entraram em remissao,
76% cessaram a toma de medica¢do para DII e que 76% apresentaram redugdo nos
sintomas gastrointestinais. No entanto este autor ndo referenciou o numero de sujeitos
utilizados na analise de Anderson et al, 2012.

Estudo de pequeno calibre em populagdo pedidtrica com 10 sujeitos de idades entre 7-
21 anos, estado da doenga classificado de ligeiro a moderado. Receberam enemas
durante 5 dias consecutivos, 7 desses apresentaram resposta clinica, mas apenas 3
atingiram remissao no periodo de uma semana (Davidovics & Sylvester, 2013).

E de notar que este estudo embora apresente dados promissores, ndo pode ter grande
impacto, devido a pequena amostra que foi utilizada pelo investigador.

Um estudo publicado, recentemente, de modelo duplo cego randomizado, controlado de
TMF versus uso de placebo, numa populacgdo com CU ativa, cuja amostra de 70
doentes, com idades superiores a 18 anos, com terapéutica concomitante e CU ativa.

Os resultados clinicos deste estudo publicado em 2015 sdo promissores.

Existem alguns resultados que merecem ponderacdo, um deles, ¢ que foi atingida
significancia estatistica no que diz respeito a indug¢do de remissao através de TMF e que
em 9 doentes de 38 (24%) foi obtida versus 2 em 37 (5%), no grupo que se encontrava
a placebo. Histologicamente avaliaram os doentes que se encontravam em remissao,
aquando da sétima semana, em 7 dos doentes que foram alvo de TMF e se encontravam
em remissdo, ndo foi encontrado sinais de inflamagdo em nenhuma das biopsias
realizadas, nos outros 2 restantes do mesmo grupo exibiam inflama¢do moderada na
zona retal.

Nos 2 doentes pertencentes ao grupo placebo que atingiram remissdo, 1 deles, ndo tinha
sinais de inflamagdo ativa em contraste com o outro membro que exibia inflamagao
ativa moderada em todas as biopsias. Existiu também relagdo ao dador ser um ponto
importante, neste estudo 7 de 18 (39%), que utilizaram as amostras do mesmo dador
terem chegado a sucesso terapéutico enquanto que 2 de 20(10%) foi o obtido com os

restantes dadores, o que sugere evidencia estatistica.

Outra tendéncia verificada ¢ a de doentes que estdo concomitantemente a usar
terapéutica de imunossupressora beneficiam em maior escala do TMF. Acresce referir
que doentes que tenham sido diagnosticados recentemente versus os que exibem doenga

crénica tem maior probabilidade de responder a terapéutica que o segundo grupo.
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Face ao restante, no entanto ndo foi estatisticamente relevante a melhoria na qualidade
de vida e diminui¢do de sintomas.

Fazendo um balango dos resultados terapéuticos finais dos doentes que foram
selecionados para TMF, 8 dos 9 doentes que se encontravam em remissdo mantiveram
até a semana 52 qualquer recidiva, por isso, 4 destes 9 doentes resolveram cessar a sua
medicagdo concomitante (Moayyedi et al., 2015).

Em linha com o estudo anterior e, no mesmo ano, outro autor publicou os resultados do
ensaio clinico TURN (Transplantation of feces in Ulcerative Colitis; Returning Nature’s
Homeostasis), um ensaio clinico duplamente cego, randomizado e com grupo placebo
de controlo, exatamente como o estudo anterior, com uma populagdo de 48 doentes com
CU ligeira a moderada.

Neste estudo foi adicionado como critério de exclusdo uso de TNF-a e metotrexato
durante 8 semanas, antes da inclusdo no estudo, ciclosporina até 4 semanas antes da
inclusdo, nem o uso probidtiocos ou antibidticos nas 6 semanas que antecederam o
estudo.

A analise de redundancia demonstrou que a composi¢do da microbiota de um dos
grupos do ensaio, que na linha de base se encontrava igual ao dos doentes que nao
apresentaram resposta a terapéutica, na 12* semana, se alterou assemelhando-se a dos
dadores. Esta alteracdo foi explicada pelo reaparecimento dos clusters de Clostridium
apresentados em individuos saudaveis.

No entanto, os resultados obtidos ndo foram considerados estatisticamente relevantes,
no que diz respeito 4 remissao clinica e a melhoria observada endoscopicamente.

Os resultados, deste autor, mostraram que uma abordagem standard pode ndo beneficiar
a todos os doentes. Num dos grupos os doentes que responderam a terapéutica, a
tendéncia foi a de adquirir uma microbiota a semelhanca do dador, enquanto que no
mesmo grupo aqueles que ndo responderam a terapéutica estagnaram ndo havendo
alteracdes de composi¢do. Por contraste com o outro grupo existente no estudo, dentro
da populacao que apresentou resposta, a tendéncia da microbiota foi tornar-se mais rica
em Bacteroidetes, Proteobacteria e Bacillus.

Observou-se que no protocolo, o uso de 2L. de Macrogol induz alteracdo na quantidade
de Proteobacteria existente nos sujeitos saudaveis até 2 dias apds a administracio
(Rossen et al., 2015).

Os dados obtidos sdo ainda muito precoces. Embora existam estudos que apresentem

ligeiras melhorias, outros que descreditem, ndo invalida casos de sucesso particulares.
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E necessario perceber qual serd a posologia adequada e se esta sera para um grupo ou

tera de ser instituida particularmente.

5.2 Metodologia

Tendo em conta que o seu uso tem sido intermitente, desde o século IV, ainda nao foi
conseguido um protocolo standard que esteja assente em evidéncias terapéuticas,
continuando assim em aberto a tentativa de construir um protocolo valido (Brandt &

Aroniadis, 2013).

5.2.1 Rastreio de dadores

Dadores saudéaveis poderdo ser considerados familiares diretos, amigos ou até
encontrados através de anuncios.

TMF possui o risco de transmissdo de agentes infecciosos, impondo-se a necessidade de
implementar um rastreio rigoroso (Brandt & Aroniadis, 2013; Smits, Bouter, De Vos,
Borody, & Nieuwdorp, 2013).

As fezes devem ser despistadas para a possivel existéncia de patogénes como o descrito

na tabela 10 (Brandt & Aroniadis, 2013; Garcia-Garcia-de-Paredes et al., 2014).

Tabela 10- Rastreio standard a dadores para TMF. Adaptado de (Brandt & Aroniadis, 2013;
Garcia-Garcia-de-Paredes et al., 2014).

Pesquisa

Fezes Toxina de Clostridium difficile
Antigénio de Giardia
Antigénio Helicobacter pylori
Antigénio Criptosporidium
Isospora
Rotavirus

Serologia Hepatite A (pesquisa de IgM)
Hepatite B (pesquisa de antigénio de
superficie, IgG e IgM e anticorpos)
Hepatite C (pesquisa de anticorpos)
HIVtipole?2
Sifilis

Perante a existéncia de Helycobacter pylori, também ¢é prudente ser analisada, para
qualquer que seja a via de administra¢do usada.

O unico momento em que se podera recorrer a fezes ndo rasteadas, sera quando o risco
para o doente ¢ iminente e a avaliagdo risco/beneficio assim o ditar (Aroniadis &

Brandt, 2012; Brandt & Aroniadis, 2013).
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5.2.2 Critérios de exclusao de dadores

E necessario a existéncia de critérios que permitam manter a seguranga dos recetores
acima de tudo, tendo em conta a observagao anterior, os critérios a considerar sdo os
seguintes (Aroniadis & Brandt, 2012):

* Uso de antibidticos 3 meses antes, pois os efeitos na flora microbiana podem se
manter mesmo apds fim da terapéutica durante trés ou mais meses;

* Comportamentos sexuais de risco;

* Viagens realizadas;

* Transfusdes sanguineas;

* Piercings ou tatuagens nos ultimos 3 meses;

* Historial de encarceracao;

* Historial clinico de diarreia, obstipacao,IBD, IBS, pdlipos coloretais, cancro,
imunodepressao, obesidade morbida, sindromes metabolicas, atopia, fadigam
cronica. Pois, todos os acima mencionados, podem ser transmissiveis aquando
da inoculacdo com fezes contaminadas;

* Outros factores, como doencas autoimunes, cirurgias extensas, alergias
alimentares ou a medicamentos, deverdo ser analisados como fatores de

exclusdo.

Existe escolhas preferenciais nos dadores (familiares, parceiro ou conjuge, amigos
proximos), uma revisdo sistematica concluiu que um dador préximo como conjuge ou
parceiro ¢ preferivel, no caso de ICD, a percentagem de sucesso ¢ de 82,7-90,5%,
enquanto que de um individuo que ndo ¢ proximo se encontra nos 84%.

Quanto maior a proximidade do dador com o recetor, menos o risco de transmissdo de
doencas, pois quanto maior a proximidade maior a probabilidade de contacto com os
mesmos fatores e doengas, ou seja, menor ¢ a probabilidade de os transmitir ao recetor
,pois partilham ambiente semelhante, estando expostos aos mesmos fatores.

Estudos mais recentes demonstraram que a preferéncia por dadores podera ndo ser tao
importante como antes referido. Experiéncias recentes com dadores universais,
demonstraram percentagens de remissao de 90-92%, com recorréncia de ICD inferior a
10%. Esta afirmacdo abre portas para doentes que ndao possuiam dadores diretos
(familiares) passiveis de efetuar a doagdo(Brandt & Aroniadis, 2013; Cammarota et al.,

2014; Garcia-Garcia-de-Paredes et al., 2014).
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Uma nova premissa foi introduzida na sele¢do do dador a utilizar. Em vez de a tnica
preocupagdo se centrar no que ¢ descrito de critérios de exclusdo e possiveis patogenes
existentes, mais importante seria avaliar a quantidade vidvel de componentes benéficos
ou de bactérias com capacidade anti-inflamatoria. Esta hipotese ¢ apoiada pelos
resultados obtidos por Kump et al., em que usando uma tnica fonte de amostra para
todos os doentes, ndo foi obtido um resultado uniforme na melhoria dos doentes, o que
indica que possivelmente o perfil inflamatério de cada individuo deve ser distinto, em

que as quantidades de bactérias anti-inflamatérias devem ser ajustadas a pessoa.

5.2.3 Via de administrac¢ao

Administragdo pode ser feita por diversas vias, nasogastrica, tubo nasoentérico,
colonoscopia gastroduodenal ou sigmodeia, ou enema.

As fezes devem ser agitadas manualmente e, preferencialmente, o dador devera tomar
um laxante moderado, na noite anterior a recolha, para assegurar que seja mantido o
perfil de suspensdo. A doacdo deve ser colocada num recebimento de plastico
transparente, ndo ser congelada, embora possa ser refrigerada antes do seu uso,
consensualmente muitos autores referem, tanto em ICD, como CU, o uso de fezes num
intervalo de 6h apo6s colheita (Brandt & Aroniadis, 2013; Rossen et al., 2015).

A via nasogdstrica ou nasoentérica ¢ rapida, conveniente, facil, de baixo custo ao
contrario do que € necessario para uma endoscopia.

Se for administrado por via superior, o trato gastrointestinal serd na sua integra exposto
as fezes, no entanto ndo existem estudos que comparem a exposi¢do da via inferior
(colonoscopia) versus a via superior. No caso da via superior, os ritmos de perfusdo e
volumes sdo inferiores aos que sdo administrados pela via retal (Brandt & Aroniadis,
2013).

Teoricamente com base em dados de ICD, a colonoscopia ¢ considerada mais fidvel em
relacdo a enemas de retencdo, pois 0 enema sé atinge no maximo o cdlon esquerdo,
enquanto que por colonoscopia a exposi¢ao do colon ¢ integral. A via ira influenciar o
crescimento bacteriano, pois, este ¢ influenciado pela sua passagem pelo trato
gastrointestinal, ou seja, a via pela qual a administragdo ¢ feita deve ter em conta as
espécies bacterianas que irdo colonizar.

Um exemplo desta preocupagdo a ter em conta ¢ o facto da filo Firmicutes, formadoras
de esporos, necessitarem de percorrer o trato gastrointestinal completo para exercer o

seu efeito, assim como, Bacteroidetes sao afetados negativamente pelo acido gastrico,
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ou seja, para esta a via de administracdo inferior ¢ preferivel. Uma boa opc¢do a
considerar seria uma abordagem mista, via superior em conjunto com via inferior, mas
para esta abordagem ainda ndo se encontram estudos publicados (Cammarota et al.,
2014).

Atualmente devido a auséncia de protocolos bem delineados, o numero de intervengdes
ou mesmo o periodo de laténcia entre cada uma encontra-se bastante indefinido,
tornando-se uma barreira para a pratica corrente e indiscriminada da técnica. Um
estudo, com bons resultados, em que a microbiota atingida pelos doentes foi semelhante
a dos dadores, foi por via retal em que num estudo foram usados enemas diarios durante
um periodo de 5 dias e, noutro estudo, uma implantag¢@o nica por colonoscopia (Kump
etal., 2013).

Em ambos os estudos a microbiota atingiu semelhanga a microbiota dadora, esta
afirmagdo levanta questdes importantes do ponto de vista terapéutico, de qual a via e

numero de administragdes necessarias para cada um.

5.2.4 Preparaciao da amostra

Um exemplo descrito, na literatura, inicia o processo por uma lavagem do célon com
recurso a polietilenoglicol 3350(PEG 3350) antes das amostras serem colectadas. A
recolha ¢ feita apenas de uma dejecdo. O diluente usado foi uma (acrescento?) solugdo
salina estéril, em seguida a amostra ¢ alvo de duas filtragdes através de gaze para
remocao de componentes de grande volume. Obtém-se, deste processo, 300-500 mL de
suspensio, contendo a flora do dado, que é colocada em seringas de 20mL. E guardada
uma aliquota com amostra original das fezes do dador, para andlise mais detalhada
(Kump et al., 2013).

O tipo de diluente e a quantidade a ser adicionada deste dependem do necessario para
que se atinja a consisténcia desejada para ser injetada pelo tubo utilizado como
acessorio a via de administragdo utilizada.

Por norma, as fezes sdo suspensas em solugdes salinas bacteriostaticas, no entanto agua
ou outros diluentes (ex. leite) poderdo ser utilizados.(Brandt & Aroniadis, 2013)
Existem, ainda, muito poucos dados fornecidos pelos estudos existentes, ou seja, os
dados sdo bastante heterogéneos, o que ndo permitem de momento obter conclusdes
solidas. E, no entanto, descrito por que o uso de preparagdes cujo diluente é a dgua

atingem percentagens favoraveis de resolu¢do da doenga comparando com o uso de
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solugdo salina (98,5 versus 86%, respectivamente).(Brandt & Aroniadis, 2013;
Cammarota et al., 2014; Garcia-Garcia-de-Paredes et al., 2014; Smits et al., 2013)
Noutros estudos, igualmente atuais, verifica-se eficacia equivalente, quer as amostras
fecais sejam frescas ou congeladas. Este facto pode levar a implementacdo de bancos de
doacdo de fezes. S@o necessarios mais estudos, no ambito da preparacdo, em que se
verifique qual o melhor método para preparar a suspensdo, agitacio manual versus
mecanica (mecanica pode introduzir ar e danificar a viabilidade dos anaerdbios estritos)
(Smits et al., 2013).

Nao existe uma quantidade definida atualmente para TMF, no entanto encontram-se na
maioria das quantidades usadas entre os 50 a 60g de amostra fecal, suspensos em 250 a
300 mL de diluente. (Brandt & Aroniadis, 2013)

Um estudo, referente a CU, utilizou 120g de amostra, por se situar no interquartil 85-
208g. (Rossen et al., 2015)

Para a administrag@o por via inferior (colon), ronda os 300 mL e para a via superior 60 a

75 mL. (Brandt & Aroniadis, 2013)

5.2.5 Protocolo para o receptor

Kump et al., utilizou o seguinte protocolo na sua investigacdo. O recetor deve efetuar
uma lavagem intestinal com solu¢des de PEG. Apds esta preparagdo inicial sera
realizada a colonoscopia. Outro autor, num estudo elaborado com doentes com CU,
utilizou como protocolo de pré-lavagem intestinal, 2L de Macrogol, mais 2L de
Moviprep, num total de 4L, a ser feito na noite antes e na propria manha do transplante.
(Rossen et al., 2015)

Também referente a ICD, esta protocolado o uso de loperamida oral, em dose unica, ou
em doses multiplas de 2mg, até atingir 8mg, o que pode auxiliar na retengdo da solugao
fecal transplantada. Nao ¢ consensual, a utilidade desta, pois, variados autores, com e
sem o uso de loperamida, mantiveram resultados lineares.

Na tentativa de aumentar a viabilidade no caso do trato utilizado ser o superior, o
recetor recebe inibidores da bomba de protdes na noite anterior € na manhd do
transplante, pois como ja foi referido, existem espécies que sio suscetiveis a ambientes
acidos que lhes diminuem a viabilidade (Garcia-Garcia-de-Paredes et al., 2014).

No decorrer da colonoscopia, serdo inseridas no célon e no ileo, fragdes de 20mL que

no total somadas serdo cerca de 300 a 500mL de suspensdo. Apos o procedimento, por
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precaugdo, ¢ dado ao doente loperamida, para atrasar o transito intestinal, dando tempo

para que ocorra a colonizagdo do intestino pelas bactérias do dador (Kump et al., 2013).

5.3 Comunidade microbiana apos TMF

Este ato médico pode levar a uma alteracdo consideravel da composi¢do da microbiota a
nivel filogénico tanto nas amostras fecais como da mucosa do cdlon.

Kump et al., descreve a diminui¢do da filo Proteobacteria em relagdo ao nivel avaliado,
como ao de base, tanto nas amostras fecais como nas da mucosa. O Aumento de
Bacteroidetes, nas amostras fecais e da mucosa. Em relacdo a diversidade de familias,
este autor descreve uma grande diminuicdo de Enterobacteriaceae (familia que
representa 63% do total de Proteobacterias nas amostras), Enterococcacea e aumento
relativo de Bacteroidaceae. Deu-se, também, um aumento ligeiro de Lachnospiraceae,
mas nao o suficiente para ser dado como estatisticamente relevante.

Em 2015, também se verificou a semelhanca dos estudos ja citados, que existe uma
tendéncia para aquisi¢do da microbiota do dador. Dos dois dadores mais utilizados,
naquele que obteve maior sucesso terapéutico, houve enriquecimento nos doentes da
sua microbiota com a familia Lachnospiraceae e o género Ruminococcus, contudo
naqueles que usaram o outro dador houve aumento dos géneros Escherichia e

Streptococcus. (Moayyedi et al., 2015b)

5.4 Efeitos adversos

No que concerne aos efeitos adversos na populacdo, dos diversos tratamentos efetuados,
pode se considerar, na revisdo da literatura sobre o tema, que tais implicagdes ndo tém

relevo significativo nos dados coligidos que se apresentam (Colman & Rubin, 2014):
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Tabela 11- Efeitos adversos descritos apéos TMF e consulta subsequente. Adaptado de (Colman &

Rubin, 2014).

Via de administracao

Efeitos Adversos

Periodo temporal

Vermeire et al.
(2012)

Kunde et al.
(2013)

Kump et al.
(2013)
Angelberger et

al.
(2013)

Zhang et al.

Tubo Nasojejunal (NJ)

Enemas diarios
(5 dias consecutivos)

Colonoscopia

NJ + enema
(3 dias consecutivos)

Gastroscopia

*¥4 dos doentes
apresentaram febre e
abdomen mole

*Febre moderada e
arrepios (n=1)
*Sintomas GI (n=9)
*Fadiga (n=3)

*febre  auto-limitada
com aumento  nas
frequéncia de dejegdes
*Febre + aumento da
PCR (n=5)

*Irritagdo no local de
administragdo(n=>5)
*Flatuléncia (n=2)
*Vomitos (n=1)

* Aumento de diarreia

*Inicio no dia do
transplante, cessou 2

dias apos

*1 doente necessitou
de terapéutica
antipirética

*No proprio dia,
autolimitada

*No 1° dia ap6s TMF
durando até 3° dia.

Nota: apo6s febre no
primeiro doentes, o0s
restantes receberam
metronidazol e
alguns probidticos

*Inicio 3h apds o

(2013) (n=5) TMF, autolimitada
Suskind et al. Tubo Nasogastrico *Ligeiro inchaco e *Dia seguinte apos
(2014) flatuléncia (n=3) TMF

Vaughn et al. Colonoscopia Sem efeitos adversos ou complicagoes,
(2014) dentro das 4 semanas ap6s TMF

Um estudo, em populacdo jovem entre os 7 aos 21 anos de idade, apresentou um caso
de um dos sujeitos que ndo tolerou o enema administrado, um outro desenvolveu febre e
arrepios, num periodo de 3h, apdés o enema, mas que foi de resolugcdo espontanea
(Davidovics & Sylvester, 2013).

Referente a estudos publicados em 2015, Moayyedi et al., relata um doente no grupo
placebo ao qual ocorreu exacerbagdo da sua colite o que levou ao seu internamento na
3* semana do ensaio, 3 doentes (2 do grupo TMF e 1 do placebo) desenvolveram
inflamacdo e um abcesso retal que necessitou de terapéutica antibidtica e 1 doente no
grupo TMF que teve aumento no desconforto abdominal, este Gltimo testou positivo
para a presenca da toxina de C. difficile, ap6s a sua saida do estudo.

O efeito adverso proeminente, no ensaio clinico de Rossen et al., foi borborigmo
passageiro seguido de aumento da frequéncia de fezes. Houve também relatos de
vomitos, em 2 doentes, apéos o TMF, febre passageira apoés TMF, também foi
mencionada. Na sua maioria, os efeitos adversos foram de resolucio espontanea, 2 dias

apos, inclusive a febre.
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Ocorreram, no entanto, efeitos adversos em quatro doentes, sendo um deles
diagnosticado com DC, o qual recebeu tratamento, um outro doente apresentou 7
semanas, apds TMF, uma infecdo por Citomegalovirus que foi declarada sem
relacionamento a TMF, o mesmo, para com outro paciente, que foi operado a um
carcinoma no cérvix. Por ultimo, um paciente apresentava dores abdominais 11 semanas
apos o tratamento, este foi admitido no hospital, apresentando resolu¢ao espontanea do

problema.

5.5 Seguranca

Nao sendo consensual levando alguns investigadores a especular sobre os sintomas que
se observam, no pds TMF, admitindo que o procedimento administrativo tem efeito
causal. Nao ¢ possivel verificar a existéncia ou nao de efeitos imunolodgicos, a longo
prazo, como o inicio de infe¢des, pois o tempo em que se acompanha o doente € curto.

Devido a componente genética implicada, nas DIl e na composi¢cdo da propria
microbiota, a escolha do dador devera ser investigada com maior profundidade (Colman

& Rubin, 2014).
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Comclusido
Conclusao

Apo6s dar por concluido este trabalho de investigacdo, pensamos que as quatro
possibilidades terapéuticas apresentadas, pela autora, permitiram clarificar alguns
aspetos considerados pertinentes, ndo obstante ser necessario aprofundar investindo, de
forma decisiva, neste campo da investigacdo com meios e motivagao redobrados. No
ponto em que qualquer uma delas se encontra, sem qualquer forma de prever o efeito
terapéutico, sem uma dose definida ou mesmo um intervalo de tomas ou transplantagao,
ainda ndo se sabe o necessario para ser eficiente.

Imunologicamente ainda se encontra tudo um pouco vago em algumas 4areas,
provavelmente serd pertinente chegar ao amago do porqué de sé alguns doentes, apos
terapéutica, sofrerem uma melhoria e outros ndo. No TMF foi observado embora se
consiga atingir a microbiota do dador, para alguns dos doentes, a capacidade anti-
inflamatéria induzida pelos microrganismos é insuficiente para se observar melhorias. E
necessario definir doses terapéuticas adaptadas a cada sujeito, ou entdo, a um grupo com
base na tipagem microbioldgica de amostras fecais.

Em termos de tolerabilidade de todas as terapéuticas, ndo foram encontrados por parte
dos autores citados quaisquer dados que indiquem existir intolerancia. A avaliacdo de
risco € um pouco mais complexa, pois os efeitos adversos podem ndo ser imediatos,
pode ser algo que s6 se verificard uma década depois ou mesmo nunca.

Devido aos efeitos adversos, sdo necessarios estudos prospetivos, que sdo a forma mais
fidedigna de demonstrar efeitos a longo prazo. Realizar estes estudos torna-se uma
tarefa complicada devido as amostras de dimensdes exiguas, de sujeitos disponiveis
para efectuar experiéncias validas e a quase inexisténcia de meios para um
acompanhamento continuado e a longo prazo apds cada estudo.

E importante partir da nogdo de que estas sdo algo ja rotineiro ¢ bem instituido em
patologias com semelhancgas a colite, mas como infelizmente as doencas ndo sdo todas
iguais o que funciona perfeitamente, para uma, pode precisar de certos ajustes para
outra. Este € o caso, os “ajustes” ainda tém de ser encontrados.

Os dados coligidos, em todos os estudos, demonstram melhoria histologica da
inflamacdo e alivio na sintomatologia. Entre os probidticos, prebiodticos e simbioticos,
os autores tentam diminuir os valores de citoquinas e marcadores como PCR. Na sua
maioria todos atingem, em certo grau, uns menos que outros, 0 SuUCesso nem que seja

num caso particular. A remissdo histologica e reparacdo dos danos, manutencdo de
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remissdes atingidas com o auxilio desta terapéutica, provam ter valor nem que seja pela
associacdo a terapéutica convencional, possivelmente até descendo na escada
terapéutica desta em alguns casos. Nesta fase inicial, aplicada a CU, experimentalmente
deve-se investir. Pode ser esta a solu¢do em alguns casos de sujeitos refratarios.

O transplante de matéria fecal, ¢ um outro tdpico com o mesmo objetivo que o0s
anteriores, baseado na mesma base de tratamento que os anteriores. Neste, a bibliografia
disponivel para esta patologia, ¢ insuficiente em numero e, muitas vezes, o conteudo ¢
extrapolado com base nos dados para ICD ou mesmo DC. O principal problema
enfrentado por esta vertente ¢ o declinio da semelhan¢a do microbioma apds um periodo
de 12 meses. Inicialmente conseguem que exista praticamente igualdade em
composicdo quantitativa e qualitativa ao dador, mas a degeneracdo observada levanta
questdes de duracdo de tratamentos.

Nao existe evidéncia que o aumento de dose, que por norma ¢ a primeira abordagem, ird
alterar esta degeneracdo. Terd de se partir de um pressuposto que vai de encontro a
tipagem fecal inicial dos doentes, para se saber o estado do microbioma previamente ao
tratamento. Provavelmente, para alguns doentes, serd necessario repetir periodicamente
o procedimento, variando este temporalmente com o estado de degeneracdo ou a sua
auséncia.

Por ser um processo de colonizagdo e ndo de estimulo ou crescimento preferencial,
como nos anteriores, este acarreta alguns riscos. Como foi descrito o escrutinio
necessario para os dadores ¢ essencial para se manter afastada a possibilidade de
transmissao de doengas paralelas em conjunto com a selegdo fecal.

A conclusdo final tirada pela minha parte ¢ que, para além de ser um tema
extremamente complexo a nivel imunoldgico, esta em falta algum conhecimento tedrico
o que nem sempre ¢ consensual No entanto, qualquer uma das formas apresenta muito
potencial terapéutico, nem que seja de uma forma auxiliar no inicio e futuramente poder
ser uma op¢do com menos riscos e efeitos secundarios do que apenas a terapéutica

farmacolodgica.
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