INSTITUTO
SUPERIOR

DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

MICROBIOMA HUMANO: IMPLICACOES BIOMEDICAS

Trabalho submetido por
Filipe Andre Saraiva Correia
para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Outubro de 2015



INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

MICROBIOMA HUMANO: IMPLICACOES BIOMEDICAS

Trabalho submetido por
Filipe André Saraiva Correia
para a obtencéo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por
Professor Doutor Nuno Taveira

Outubro de 2015






Microbioma Humano: Implicagdes Biomédicas






Microbioma Humano: Implicagdes Biomédicas



Agradecimentos

Em primeiro lugar gostaria de agradecer aos meus pais, sem 0s quais eu ndo teria
a oportunidade de concluir este curso, pelo apoio incessante e incondicional e por toda a
paciéncia e compreensédo ao longo destes cinco anos.

Em seguida, um especial obrigado a todos os amigos e colegas de turma que me
acompanharam nesta reta final. O apoio mutuo e constante desde o inicio do curso até
este Ultimo passo foram sem ddvida fulcrais para o término desta longa mas gratificante
fase da minha vida.

Um especial obrigado também para todos os meus amigos da Tintuna, também
presencas constantes ao longo de todas as fases do meu curso e sem divida importantes
nesta Gltima.

Ao meu orientador, Professor Doutor Nuno Taveira pelo acompanhamento,
disponibilidade e atencéo ao longo da elaboracdo da minha tese.

Por dltimo, um agradecimento a pessoa que esteve presente em todas as fases da
minha vida desde ha oito anos, e que mais uma vez se mostrou a pessoa que mais se
preocupa comigo. Que me soube sempre dizer 0 que eu precisava de ouvir, fosse bom ou
mau, mas que foi sempre crucial para seguir em frente. Um enorme obrigado a minha

namorada e melhor amiga, Ana.



Microbioma Humano: Implicagdes Biomédicas



Resumo

O microbioma humano é o conjunto dos microrganismos presentes no organismo, sendo
estes microrganismos caracterizados através da analise qualitativa do seu genoma. O
desenvolvimento de técnicas analiticas inovadoras permitiu a identificacdo e
compreenséo das fungdes do microbioma humano. Este desempenha importantes funcgoes
metabdlicas e influencia o funcionamento do sistema imunitario. O microbioma tem uma
grande diversidade interpessoal, dependendo de fatores como a dieta, a genética ou a
localizagdo geografica. Existe também uma consideravel diversidade intrapessoal,
verificando-se uma forte influéncia da localizagdo anatomica e uma variagao associada a
idade do individuo. O trato gastrointestinal, a pele e a vagina sdo os locais anatdmicos
mais bem estudados nesta area. A compreensdo mais aprofundada do papel do
microbioma permitiu criar ligacdes entre a sua disfuncdo e determinadas patologias. O
cancro, infecdo pelo VIH, doencas inflamatdrias intestinais, (onde se incluem a doenca
de Crohn e a colite ulcerativa) obesidade e diabetes (tipo 1 e 2) séo doencas com uma
influéncia significativa dos microrganismos presentes no ser humano. A sua associagédo a
estas patologias permitird compreender melhor a sua patogénese e também a exploragédo
de novas abordagens terapéuticas, tornando o microbioma um alvo terapéutico com

crescente relevancia.
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Abstract

The human microbiome is the set of microorganisms present in the body, and the
qualitative analysis of its genome. The development of innovative analytical techniques
allowed the identification and understanding of the functions of the human microbiome.
It plays important metabolic functions and influences the functioning of the immune
system. The microbiome has great interpersonal diversity, depending on factors such as
diet, genetics or geographic location. There is also considerable intrapersonal diversity,
with a strong influence of anatomical location and variation associated with the age of the
individual. The gastrointestinal tract, the skin and the vagina are the most studied
anatomical sites in this area. A deeper understanding of the role of the microbiome allows
to create links between its dysfunction and certain diseases. The cancer, HIV infection,
inflammatory bowel diseases (which include Crohn's disease and ulcerative colitis)
obesity and diabetes (type 1 and 2) are diseases with a significant influence of
microorganisms present in the human organism. The association of the human
microbiome with these patologies allows a better understanding of the pathogenesis and

the exploration of new therapeutical approaches..
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Introdugéo

1 - Introdugéo

O termo microbioma pode ser definido como o conjunto dos microrganismos
presentes num local sendo estes microrganismos caracterizados pela analise qualitativa
dos genes e/ou genomas ai existentes. O microbioma humano inclui todos os
microrganismos comensais do ser humano (bactérias, virus, fungos e protozodrios)
incluindo aqueles que sdo isolaveis em cultura e os que ndo o sdo. Este termo difere de
microbiota, que se refere aos microrganismos pertencentes ao organismo humano que sao
isolaveis em cultura e ndo inclui a sua andlise genética (Khanna & Tosh, 2014).

Até ao momento do nascimento, o ser humano é composto apenas pelas suas
células somaticas. Desde 0 momento que o recém-nascido contacta com a microbiota
vaginal da mée durante o parto, a pele, as mucosas e o trato gastrointestinal comecam a
ser colonizados por diversos microrganismos (Morgan, Segata, & Huttenhower, 2013).

Contudo, devido a dificuldade em analisar e diferenciar os diferentes
microrganismos que compdem o microbioma (muitos destes sdo anaerobios e
fastidiosos), sO recentemente se comecgou a investigar com mais profundidade a
composicao e implicagdes da presenca desta comunidade para o organismo. Este avanco
stbito deve-se ao crescimento de potentes técnicas moleculares, como a sequencia¢do dos
genes que codificam para o rRNA 16S (Morgan et al., 2013).

O microbioma humano é composto por um namero de células cerca de 10 vezes
superior ao numero de células de um ser humano. O colén pode atingir uma concentracao
de 102 células por grama de contetido luminal. Esta concentragdo é observada em cultura
em condic¢des 6timas de crescimento (Honda & Littman, 2012; Khanna & Tosh, 2014).

Existe variacdo intrapessoal na composicdo do microbioma/microbiota. Esta
diferenga foi registada pela primeira vez por Van Leeuwenhoek em 1677 observando
amostras orais de outros individuos (De Kruif; Microbe Hunters, 1920).

Por exemplo, 0s microrganismos presentes na pele de um individuo sdo bastante
diferentes dos presentes no colon. Por outro lado, o microbioma varia com a idade e com
estados de doenca. Para além desta diversidade no individuo, a diversificacdo de
microrganismos de pessoa para pessoa é bastante significativa. Fatores como a higiene,
comportamentos sociais, dieta, localizacdo geogréafica e a genética determinam que cada
pessoa tenha um microbioma individualizado (Khanna & Tosh, 2014; Yatsunenko et al.,
2012).
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Ao contrario do genoma humano que raramente é influenciado por fatores
externos, o microbioma humano caracteriza-se por ter alguma volatilidade: o uso de
antibioticos, estados de infecdo ou alteragdes da dieta influenciam profundamente os
microrganismos presentes num individuo (Honda & Littman, 2012).

O microbioma desempenha fungdes fulcrais no organismo humano uma vez que,
por exemplo: influencia a absorcéo de nutrientes, o desenvolvimento e funcionamento do
sistema imunitario e impede a proliferacdo de bactérias patogénicas. O envolvimento do
microbioma humano em diversas fungdes torna-o essencial na manutencao do equilibrio
do organismo e 0 seu comprometimento pode trazer problemas ao hospedeiro (Khanna &
Tosh, 2014).

18
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2 — O Human Microbiome Project (HMP)

A microbiota humana ndo é uma descoberta recente, a sua existéncia e
caracteristicas ja sdo conhecidas desde os primordios do estudo da microbiologia. O
crescimento do conhecimento em relagdo a este tema deve-se ao desenvolvimento de
novas tecnologias (Ursell et al., 2012).

O Human Microbiome Project (HMP) € um projeto fundado pelo Natinal Institute
of Health (NIH), e é uma extensdo do Human Genome Project. O reconhecimento de que
0 genoma dos microrganismos tem um papel importante no correto funcionamento do
organismo fez este projeto surgir como complemento natural ao anterior. O HMP surge
com trés objetivos essenciais: caracterizacdo da populacdo em varios locais anatdmicos
ao longo do corpo humano, averiguar a existéncia de um nucleo de microrganismos
partilhado por todos os seres humanos e perceber a correlacdo entre o microbioma e
doencas (Dave, Higgins, Middha, & Rioux, 2012). O projeto fornece os dados recolhidos
de 242 individuos em varios pontos temporais com processamento em dois centros
clinicos (Baylor College of Medicine e Washington University School of Medicine).
Foram recolhidas amostras em 15 (sexo masculino) ou 18 (sexo feminino) locais
anatémicos (onde se inclui, por exemplo, a cavidade oral, 0 trato genital ou o trato
gastrointestinal). Os dados obtidos representam a maior base de dados que descreve a
variedade e abundancia do microbioma humano, e torna possivel caracterizar um
microbioma estavel que serve como referéncia quando comparado com um microbioma
associado a doencas (Methé et al., 2012).

O tamanho da amostra e a consisténcia na obtencdo de dados permitiu pela
primeira vez uma compreensdo em larga escala ndo sé da diversidade mas também da

relacdo entre os microrganismos (Consortium, 2013).

2.1 — Metodologias de estudo

O estudo da comunidade microbiologica no ser humano avangou com o
aparecimento de técnicas moleculares de alto rendimento. As técnicas convencionais,
como a cultura de bactérias, falham devido a dificuldade em obter crescimento de vérias
bactérias associada a impossibilidade de grande parte da flora intestinal ndo se

desenvolver em técnicas in vitro convencionais (Dave et al., 2012).
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Um dos grandes impulsos ao melhoramento das técnicas moleculares foi a
utilizacdo da técnica de sequenciacdo dos genes que codificam o rRNA 16S, uma
molécula presente em todas as bactérias mas diferente entre as espécies e estirpes, 0 que
permite identificar todas as bactérias presentes com um grau de diferenciacéo satisfatorio.
Este marcador tem utilidade tanto taxondmica como filogenética (Dave et al., 2012;
Methé et al., 2012).

Contudo, o estudo utilizando este método tem as suas limitagcdes. O uso de um
unico marcador celular traz-lhe problemas inerentes: a diferenciacdo entre o gene em
estirpes bastante relacionadas ou a transferéncia horizontal de genes (Poretsky et al,
2014).

A sequenciacdo metagendmica em shotgun € uma alternativa que aborda a analise
do material genético de outra forma. Contrariamente a analise do gene rRNA 16s este
método vai ter diversas sequéncias analisadas em vez de apenas uma. O DNA é cortado
em pequenos fragmentos e sequenciado de forma independente. Enquanto algumas
sequéncias vao dar informacéo taxondmica, outras vao fornecer dados relativos a fungéo
bioldgica dos correspondentes genes. Existe assim uma analise ndo s6 da identidade do
microrganismo analisado, mas também do que esse microrganismo tem capacidade de
fazer. Na figura 1 estdo esquematizados os parametros analisados nesta técnica.
Naturalmente também existem limitacdes a esta abordagem: vai ser gerada uma grande
quantidade de dados que pode dificultar a analise informatica, bem como a dificuldade
em associar certos genes a espécie correspondente ou a impossibilidade de haver
representacdo de todos os genes (Sharpton, 2014).
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Taxonomic Diversity __ Marker Gene
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Novel Taxa Functional Protein Family Diversity

2 Functional Diversity
Genome Diversity Annotation
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\ /

Comparative Metagenomics
Intercommunity Similarity
Metadata Correlations
Biomarker Detection

Figura 1 Esquematizacdo da sequenciacdo metagendmica. Existem duas andlises simultaneas: uma delas
analisa “quem esta”, procurando diversidade taxondmica e filogenética através da anélise de genes
marcadores e ligando-o0s a genes previamente desconhecidos; a outra anélise verifica a funcéo destes genes

através de uma associaco destes a familias de proteinas funcionais (Sharpton, 2014).
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3 — Diversidade no microbioma: diferencas intrapessoais e interpessoais

O microbioma tem uma relacdo de grande dinamismo com o hospedeiro, é
diferente tanto de pessoa para pessoa, como nos diferentes locais anatomicos da mesma
pessoa. No mesmo individuo vai existir uma grande diferenga entre a populagdo numa
amostra oral e numa amostra da pele, e entre individuos também se pode esperar uma
grande diferenciacdo. E necessaria uma analise dos varios locais anatémicos que
suportam a presenca de microrganismos, uma analise temporal porque 0 mesmo individuo
tem alteracfes no microbioma ao longo da vida e uma anélise de individuos de diferentes
culturas para abranger as diferencas de pessoa para pessoa quando sujeitas a ambientes
diferentes. (Ursell et al., 2012).

3.1 — Microbioma do trato gastrointestinal

No trato gastrointestinal (TGI) o microbioma desempenha fungdes essenciais,
nomeadamente funcgdes relativas a digestdo e absorcao de nutrientes e ao funcionamento
do sistema imunitario. (Ursell et al, 2012).

Ao longo do trato gastrointestinal ha diferenciacdo dos microrganismos presentes.
Os filos com maior representacdo sdo o Bacteroidetes e Firmicutes. Na figura 2 encontra-

se um mapa dos microrganismos caracteristicos de cada local.

B. Distal Esophagus

A. Oral Cavity

Esophagus

Stomach l

b C. Stomach

Colon (large
intestine)

e’
| ] 4;‘
/ ny s
[ ‘::A = T — Small
2 & ‘>:{ intestine ‘
. |

E. Colon

D. Small Intestine
= Actinobacteria = Bacteroidetes = Firmicutes
= Fusobacteria = Protecbacteria ® Others

Figura 2 Bactérias ao longo do trato gastrointestinal. Existe uma presenga mais significativa de Firmicutes

em todo o trato gastrointestinal exceptuando no estdbmago. Os Firmicutes incluem géneros como a
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Streptococcus, Enterococcus, Clostridium e Mycoplasma, entre outras. Os Bacteroidetes sdo o segundo filo
de bactérias com maior representacao. Nesta divisdo entram géneros como o Bacteroides e Porphyromonas.
Os restantes géneros com representacao significativa sdo as Fusobacteria (Fusobacterium), Proteobacteria

(Salmonella, Escherichia, Helicobacter) e Actinobacteria (Streptomyces) (Dave et al, 2012).

Existem varios fatores que modificam o microbioma do TGI (MTGI): a genética
do hospedeiro, 0 uso de antibioticos, a higiene, entre outros. Contudo o fator com maior
peso na plasticidade intrapessoal e na variacao interpessoal do microbioma intestinal é a
dieta (\Voreades, Kozil, & Weir, 2014).

Um estudo envolvendo seres humanos e outros mamiferos onde se incluiam
espécies carnivoras, omnivoras e herbivoras permitiram concluir que existem grandes
diferengas entre a comunidade microbiolégica conforme o tipo de alimento
maioritariamente ingerido. O microbioma disponibiliza vias metabdlicas que possibilitam
a digestdo de nutrientes e vitaminas que o0 genoma humano ndo tem capacidade de digerir
com tanta eficacia (Ursell, Metcalf, et al., 2012)

O tipo de alimentagdo molda o0s microrganismos presentes no trato
gastrointestinal. Uma alteracdo na alimentacdo de um individuo vai diferenciar o tipo de
bactérias dominante no intestino. Um individuo obeso que inicie uma dieta com restricao
calorica vai sofrer uma alteracdo no equilibrio de microrganismos, principalmente nos
dois filos mais significativos na colonizagdo do intestino: Bacteroidetes e Firmicutes. O
racio de microrganismos vai ter influéncia na eficacia da extracdo de energia da dieta e
influenciar, por exemplo, o ganho de peso. Num individuo obeso existe uma maior
extracdo de energia, que ocorre devido ao metabolismo caracteristico das bactérias
dominantes nesta doenca, neste caso, as bactérias do filo Firmicutes (Moreades et al.,
2014).

A influéncia da genética também deve ser tida em conta. Um estudo realizado por
Goodrich et al. (2014) verificou que em gémeos 0 microbioma esta mais correlacionado,
comparando com individuos sem relacbes de parentesco. O material genético pode
explicar o porqué da colonizacdo de certos microrganismos e como estes podem ser
importantes na manutencdo da saude.

Existe ainda uma diferenciacgdo ao longo do TGI. Um estudo realizado por Aguirre
de Carcer et al. (2011) em dez individuos saudaveis permitiu observar um gradiente: 0s
géneros Stretptococcus e Enterococcus spp. revelaram uma diminui¢do em direcdo ao

reto, e a familia Enterobacteriaceae pelo contrario aumenta.

24



Diversidade no microbioma: diferencas intrapessoais e interpessoais

Davenport et al. (2014) realizaram um estudo que ajuda a compreender quéo
plastico o microbioma humano €. Este estudo foi realizado numa populagdo peculiar
devido ao estilo de vida comum, onde os mesmos alimentos sdo ingeridos por toda a
comunidade e onde existe uma grande semelhanca nos habitos de toda a populacéo. Nesta
populacédo foram recolhidas amostras de fezes de 60 individuos sem exposicdo prévia a
antibidticos, durante os meses de verdo e inverno correspondentes ao periodo de um ano
e realizado um estudo sazonal do microbioma que permitiu concluir que dependendo da
estacdo do ano e dos alimentos que correspondem a dieta tipica dessa estagcdo, o
microbioma sofre flutuacdes para responder aos alimentos ingeridos. EXxiste mais
abundancia de produtos frescos no verdo e uma alimentagdo mais restrita a alimentos

conservados no inverno. Na figura 3 encontra-se o resultado deste estudo.

Firmicutes - Bacteroidetes - Actinobacteria
: o N .
80% |\ ¢ 80% . 15%
60% '.'..:: : | 0% 2l 10%
40%| = 20%] - . q 5%
20% 2o | . =f
- _ 0% === - 0% #= i
winter SUMMmer winter summer winter summer

Figura 3 Variacdo de trés filos de bactérias com representacdo importante na microbiota intestinal. Nos
meses de verdo existe uma presenca mais significativa de Bacteroidetes. Nos meses de inverno é possivel
observar uma maior presenca de Firmicutes e Actinobacteria. Estas diferengas devem-se as variagdes no

consumo de fibras e gorduras (Davenport et al, 2012).

Segundo Yatsunenko et al. (2012), existe variacdo no microbioma entre diferentes
culturas. Ao analisar e comparar individuos residentes em areas metropolitanas dos EUA,
em zonas rurais do Malawi e aborigenes na Venezuela, foram detetados niveis diferentes
de certas enzimas. Os residentes nos EUA possuem, por exemplo, um aumento
significativo nas enzimas associadas ao catabolismo de acUcares (glucose-6-fosfato
desidrogenase e 6-fosfofrutoquinase). Esta diferenca reflete a dieta caracteristica da
cultura ocidental, em que uma das caracteristicas é esta ser rica em agucar. Os habitantes
das zonas rurais do Malawi e os aborigenes tém uma maior representacdo de enzimas
associadas a degradacdo do amido (a-amilase) devido ao seu maior consumo de trigo.

Apesar da existéncia de uma diversidade interpessoal bastante elevada, existem
fatores comuns entre individuos. Determinadas vias metabolicas pertencentes a

microrganismos estdo presentes de uma forma mais consistente em diferentes pessoas, 0
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que sugere que apesar de ndo existir um microbioma nuclear presente em todos o0s
individuos, existem vias metabdlicas cuja presenca é mais uniforme mesmo dentro da
diversidade de espécies. Isto significa que a diferenciagdo dos microrganismos de
individuo para individuo ndo implica uma diferenga total na funcionalidade destes.
Apesar de existir individualidade no trato gastrointestinal existe uma partilha de certas
vias metabolicas que existem em microrganismos diferentes. Dentro destas vias pode
referir-se, por exemplo, 0 metabolismo dos carbohidratos e dos aminoacidos. Alteracdes
neste conjunto de genes “nucleares” pode influenciar a saude e gerar estados de doenga.
Na obesidade h4 uma maior recolha de energia da dieta que € dependente da eficicia dos
microrganismos e do metabolismo destes. Estas conclusdes foram retiradas através da
sequenciacao do gene que codifica para o rRNA 16s de individuos adultos obesos e sem
excesso de peso (Dave et al., 2012; Turnbaugh & Gordon, 2009)

Em relacdo a modulacéo da dieta surgiu recentemente uma classificacdo para as
diferencas interpessoais no MTGI: os enterétipos. Esta divisdo ndo se baseia
propriamente numa selecdo de bactérias correspondente a cada enterdtipo mas sim no
gradiente de bactérias ao longo do TGI. Os trés enter6tipos pressupostos baseiam-se na
predominancia dos filos Bacteroidetes, Prevotella ou Ruminococcus (Bengmark, 2013).

E necessario considerar que para além das alteragBes proporcionadas por
alteracdes na dieta, 0 microbioma do TGI também ¢é sujeito a alteracdes ao longo da vida
do individuo. ApdGs atingir a idade adulta o microbioma vai sofrendo flutuacdes
dependentes de doencas pontuais, variacdo da dieta ou uso de farmacos (por exemplo,
antibioticos), sendo bastante maledvel. Em fases extremas da vida (ap6s o nascimento e
em idade avancada) este encontra-se com alterac6es mais profundas.

A colonizacdo microbiana do TGI na crianca é alvo de muitas flutuacdes e tem
um carater bastante erratico. Nos primeiros 20 minutos de vida, dependendo se o parto
foi normal ou cesariana, a crianca adquire bactérias diferentes em cada situacdo. Um bebé
cujo parto foi normal tem uma colonizacdo com ndmero superior de Bifidobacteria,
enguanto um bebé cujo parto foi através de cesariana tem uma maior prevaléncia de
Klebsiella, Clostridia, e Enterobacter. Isto deve-se respetivamente a um primeiro contato
com bactérias da microbiota vaginal da mée ou caracteristicas do meio hospitalar (Hajela
et al., 2015; Ursell et al., 2012).

A diversidade de microrganismos no TGl do recém-nascido é bastante baixa. E

diferente conforme a alimentacéo, através de amamentacao ou de férmulas. A diversidade
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de microrganismos aumenta significativamente com a introducdo de dieta solida e

alteracOes consequentes dessa dieta sélida (Hajela et al., 2015)

Na tabela 1 e na figura 4 encontra-se a evolucéo dos microrganismos no TGI desde

0 momento do nascimento.

0-9 meses

9-18 meses

18-36 meses

Caracteristicas de

bebés amamentados

e Baixa

diversidade de

Caracteristicas de bebés

alimentados com

formulas

Baixa diversidade de

Desmame e introducéo

de alimentos sélidos

e Aumento da

diversidade de

Perfil do

dependente da dieta

microbioma  torna-se

e Formacdo de um microbioma

estavel

espécies espécies espécies e Aumento da diversidade
e Influéncia da dieta na abundancia
e Maior e Maior representacdo | ¢  Maior de bactérias

representacéo de
Actinobacteria e

Firmicutes

de Actinobacteria e

Bacteroidetes

representacéo de
Bacteroidetes e

Firmicutes

e Filos Maior representagdo de

Bacteroidetes e Firmucutes

Tabela 1. Variacdo dos microrganismos no trato gastrointestinal desde o0 momento do nascimento até a
introducdo de comida solida. A introducdo de comida so6lida é essencial na transicdo do microbioma
caracteristico de um bebé para um perfil de microrganismos caracteristico de um adulto (Voreades et al.,
2014).

Para além de diferir na diversidade, o sistema imunitario também tem diferencas
funcionais no primeiro ano de vida conforme o tipo de parto. Uma crianga que tenha
nascido através de cesariana apresenta menos bactérias a nivel fecal e um maior nUmero
de linfocitos B (Hajela et al., 2015).

O microbioma humano atinge uma situacdo semelhante a de um adulto num
periodo de trés anos ap0os o nascimento (Yatsunenko et al., 2012).

Num trabalho de investigacdo onde se acompanhou a evolucdo dos
microrganismos de uma crianca desde 0 nascimento até a0 momento em que se
considerou ter um perfil microbioldgico caracteristico de um adulto, foi possivel obter
resultados concretos em relacdo a alteracdo de microrganismos e relacdo com mudancas
na alimentacdo ou intervencdes terapéuticas. O resultado deste estudo encontra-se na

figura 4 (Koenig et al., 2011).
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Figura 4 Analise metagenémica do material genético encontrado no mecénio e fezes desde o momento do
nascimento até ao dia 454 de vida de um bebé. No dia 92, o bebé teve um episddio de febre. No dia 118 foi

utlizado um antibidtico. No dia 371, o bebé ja estava com uma dieta sélida (Koenig et al., 2011).

Da mesma forma, no extremo da longevidade humana, existe uma diferenciacéo
do microbioma consoante certas caracteristicas. A medida que a pessoa envelhece e
surgem problemas inerentes a idade, o microbioma vai evoluindo em paralelo com esses
mesmos problemas. As causas mais comuns para que exista esta diferenciacdo sdo as
alteraces fisioldgicas, dieta e malnutri¢do, situacdo habitacional (hospitalizado ou em
constantes cuidados de salde) e uso de antibioticos e outros farmacos. A diminuicao da
capacidade de mastigar ou a alteracdo da dieta para a de um local como um lar séo fatores

que por si s6 sdo capazes de alterar o microbioma de um individuo (Voreades et al., 2014).

As alteracBes no microbioma intestinal com a idade incluem uma reducdo na
diversidade de espécies de grande parte dos grupos de bactérias, declinio dos
microrganismos benevolentes com aumento de microrganismos oportunistas e

patoldgicos, ou 0 aumento dos anaerdbicos facultativos, entre outras (Salazar et al., 2014).

3.2 — Microbioma da pele

O microbioma da pele é influenciado por fatores como a genética do hospedeiro
e fatores ambientais. Existe variacdo deste microbioma entre os diferentes locais
anatomicos da pele. Os avancos tecnologicos permitiram um maior esclarecimento em
relacdo a funcdo dos microrganismos que habitam a pele, nomeadamente para perceber
que a pele ndo € s habitada por microrganismos patoldgicos e oportunistas (Schommer
& Gallo, 2013).
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Na figura 5 encontra-se uma ilustracdo do corpo humano dividido em trés areas
conforme as caracteristicas da pele: &reas sebéceas (assinalado a azul), &reas humidas
(assinalado a amarelo) e areas secas (assinalado a verde). Cada uma destas areas tem o
predominio de determinadas bactérias, sendo a presenca destas influenciada pela sua
capacidade de conseguir proliferar de acordo com as caracteristicas correspondentes a
cada area. Estes dados foram obtidos por sequenciacdo do gene que codifica para o rRNA
16s em adultos saudaveis (Y. E. Chen & Tsao, 2013)
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Figura 5 Variacdo do microbioma da pele dependendo da &rea anatomica Nas zonas sebaceas hd um
predominio de Propionibacterium, seguido de uma representacdo menos significativa de Staphylococcus e
Corynebacterium. Em zonas hdmidas h&a uma maior equidade nos trés géneros dominantes:
Corynebacterium, Staphylococcus e Proteobacteria. Nas zonas secas existe uma clara prevaléncia de
Proteobacteria, seguida de representacBes semelhantes de Corynebacterium, Propionibacterium e
Bacteroidetes ( Chen & Tsao, 2013).

Para além de uma populacdo que se pode denominar comensal, onde se
enguadram géneros como Staphylococcus, Propionibacteria ou Corynebacterium, €
necessario ter em consideragdo que a pele também tem microrganismos associados a
estados de doenca. Bactérias como a Pseudomonas aeruginosa ou Streptococcus
pyogenes consideram-se usualmente componentes do microbioma de carater temporario
e indutores de desequilibrios na pele (Gao et al., 2007).

Os microrganismos da pele tém a necessidade de se adaptar as caracteristicas do
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local anatébmico onde se encontram. A pele é o maior 6rgdo humano, e as suas
caracteristicas variam de local para local. A titulo de exemplo, a pele da face tem uma
grande densidade de glandulas sebaceas e esta estd bastante exposta ao ambiente,
enguanto a axila é um ambiente himido e fechado e possui glandulas apocrinas e grande
densidade de pélo (Sanford & Gallo, 2013).

Segundo Schommer & Gallo (2013), a abundéncia de microrganismos em cada
local da pele é bastante influenciada pelas caracteristicas desse mesmo local. Fatores
como o pH, a humidade e a temperatura vao ser fulcrais para determinar a composi¢édo
microbioldgica de cada “microambiente”. Os locais sebdceos na pele sdo
maioritariamente colonizados pelos géneros Corynebacterium e Staphylococcus,
enquanto locais com maior humidade caracterizam-se pela presenca superior de
Corynebacterium (apesar da presenca de Staphylococcus este género destaca-se). J& em
locais da pele com menor humidade, proliferam os géneros b-Proteobacteria e
Flavobacteriales.

Contrariamente ao microbioma do TGI, que se altera com relativa facilidade, o
microbioma na pele tende a ser estavel e perturbacdes associadas a este normalmente
sugerem um estado de doenca. (Schommer & Gallo, 2013).

O MP néo é tdo sensivel a alteragdes como o MTGI. Enquanto no MTGI a dieta
pode por si s6 ser um fator de diferenciacdo importante, visto que determinado tipo de
alimentacdo pode originar uma prevaléncia de microrganismos com vias metabdlicas
mais indicadas para essa dieta, na pele os fatores de diferenciacdo sdo: as caracteristicas
da area anatdmica, que sdo estaveis ao longo da vida; a interacdo com o0 meio ambiente;
a genética do hospedeiro no que diz respeito a relacdo do sistema imunitario com o0s
microrganismos da pele. A diferenca de estimulos causadores de diferenca entre 0 MTGI
e 0 MP conferem aos microrganismos da pele uma maior estabilidade.

Similarmente ao MTGI, apds o nascimento a primeira colonizacdo da pele esta
associada ao parto, adquirindo o recém-nascido um microbioma similar a vagina da mae
se 0 parto tiver sido normal ou um microbioma com bactérias caracteristicas de um
ambiente hospitalar, se o parto tiver sido por cesariana. Ap0s 0 parto a interacdo com o
ambiente, a dieta e a exposi¢do a outras pessoas e animais vdo determinar a composi¢do

microbioldgica da pele na crian¢a (Sanford & Gallo, 2013).
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3.3 — Microbioma da vagina

O microbioma vaginal, comparado com os restantes locais analisados, difere no
facto de ter uma diversidade menor. O género mais relevante no microbioma da vagina é
a Lactobacillus. A composicdo do microbioma vaginal é influenciada por fatores
genéticos, a atividade sexual, a higiene ou 0 método de contracecdo. Podem considerar-
se dois critérios essenciais na diversidade do microbioma vaginal: se este é ou nédo
dominado por Lactobacillus, e, em segundo, quais as espécies de Lactobacillus presentes.
Entre as especies comuns podem considerar-se, por exemplo: L. crispatus, L. gasseri, L.
iners, e L. jensenii. (Ravel et al., 2011).

Na figura 5 encontra-se um grafico com a prevaléncia de cada bactéria do trato

urogenital na mulher.
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Anaerococcus
mm Other

Figura 6 Microorganismos presentes na vagina. O género Lactobacillus encontra-se em superioridade,

seguido dos géneros Prevotella e Gardnerella. . (Knight, 2014).

Para além da baixa diversidade, este microbioma atinge uma grande estabilidade
durante a gravidez. Segundo Walther-Anténio et al. (2014), esta estabilidade pode ser
explicada por uma série de fatores que sdo caracteristicos da gravidez, onde se incluem a
falta de fluxo menstrual, a auséncia de alteracfes nas secre¢des vaginais caracteristicas
do periodo fértil, alteracdes na vida sexual e a auséncia de flutuacées hormonais.

A deposicéo de glicogénio resultante do aumento dos niveis de estrogénio também
torna a vagina um ambiente favoravel a proliferacdo de Lactobacillus. Durante a gravidez
as espécies que nao sejam desta familia sdo detetadas em menor numero (Witkin, 2015).

Um estudo em 31 individuos saudaveis do sexo feminino previamente ao inicio
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da menstruacéo (idades compreendidas entre 0s 10 e os 12 anos) através da sequenciacdo
do gene que codifica para 0o rRNA 16s revelou que mesmo antes das alteragfes hormonais
caracteristicas da puberdade, o microbioma vaginal juvenil tem semelhanca com o
microbioma adulto. Foi revelado um predominio de Lactobacillus spp. (Hickey et al.,
2015).
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4 — Fungéo

4.1 - Trato Gastrointestinal

O microbioma humano providencia ao organismo vias metabdlicas que ndo estdo
explicitamente presentes no genoma humano. As bactérias intestinais tém um grande
impacto na digestdo e nutricdo por fornecerem vias alternativas de digestdo de certos
compostos. A influéncia do microbioma pode ser observada na obesidade, por exemplo.
Uma determinada configuragéo da flora intestinal pode ter como consequéncia uma maior
facilidade em ganhar peso e desenvolver obesidade (Ursell et al., 2012).

O microbioma tem a capacidade de hidrolisar carbohidratos, tornando
desnecessaria a presenga de um arsenal enzimatico no hospedeiro para o fazer. Para além
do beneficio ao hospedeiro, esta simbiose é Util aos microrganismos que se encontram
num meio com fontes de carbono abundantes para fermentar. Os Bacteroidetes possuem
a capacidade de degradar e fermentar polisacaridos como o amido. Para além da
degradacéo desta molécula, a degradacgdo dos glicanos (onde se inclui a celulose) também
tem uma influéncia importante da parte dos microrganismos. Os produtos provenientes
da fermentacdo das bactérias podem ser utilizados pelo hospedeiro. Os principais
produtos utilizados sdo SCFA (short-chain fatty acids), onde se incluem o butirato, acetato
e propionato. Estas moléculas vao ser posteriormente utilizadas como fonte de energia
das células epiteliais do célon (butirato), na gluconeogénese (propionato) e na lipogénese
(acetato). Os niveis de bactérias com enzimas que degradam cada um dos SCFA em cada
tecido vao determinar onde cada um deles vai ser metabolizado. O MTGI também
influencia as vias metabdlicas ativadas pelos &cidos biliares. As bactérias tém a
capacidade de converter estes &cidos em 4&cidos biliares secundarios, afetando a
solubilizacdo e absorcao de lipidos no intestino. O microbioma também é importante no
metabolismo do CLA (conjugated linoleic acid). Um isdbmero desta molécula que pode
ser obtido pela acdo das bactérias no TGI tem acdo contra a patogénese da diabetes,
obesidade, hipercolesterolémia entre outras, atraves do aumento do gasto de energia do
organismo e aumento do metabolismo dos lipidos (Feitoza et al., 2009; Musso, Gambino,
& Cassader, 2011).

Contudo, ndo é sé na digestdo que o MTGI contribui para a homeostasia, também

existe uma funcéo de defesa. Uma das fungdes mais importantes é a protecao do intestino
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contra 0S microrganismos patogénicos por um mecanismo de competicdo. Estas vao
competir pelos nutrientes e pelo espaco e assim impedir a colonizagdo por
microrganismos patogenicos. As bactérias intestinais também tém utilidade no que diz
respeito ao sistema imunitario. Espécies diferentes induzem respostas diferentes das
células do sistema imunitéario, podendo até influenciar a colonizagdo do intestino ao
induzir alteracdes no sistema imunitario para promover ou inibir o crescimento de certas
bactérias (Caballero & Pamer, 2014).

Segundo Morgan et al. (2013), é possivel observar o papel determinante da flora
intestinal no sistema imunitario olhando para um estudo realizado em ratos gnotobioticos:
estes apresentam nodulos linfaticos menores, niveis mais baixos de imunoglobulinas e
deficiéncia em células CD4+.

Segundo Hajela et al. (2015), a exposi¢do da crianca a microrganismos € um fator
determinante no desenvolvimento do sistema imunitario. Uma exposi¢do deficiente vai
causar um atraso na maturagdo do sistema imunitario na mucosa, e consequentemente
poderdo existir respostas inflamatdrias anormais. Esta teoria consolida a importancia do
MTGI como apoio ao desenvolvimento do sistema imunitario.

Os microrganismos no MTGI influenciam a imunidade adquirida e inata,
provocando respostas de inflamag&o ou tolerancia tendo como objetivo criar uma relagéo
de equilibrio benéfica tanto para os microrganismos como para o hospedeiro. O linfécito
T-helper 17 constitui um bom exemplo desta relagdo. Este linfdcito exerce a sua a¢do em
infecBes extracelulares, mas um nivel exacerbado também € problemaético para a saude.
A colonizacdo com bactérias filamentosas segmentadas permite um controlo dos niveis
de T-helper 17 (Yurist-Doutsch et al., 2014).

Os linfocitos T reguladores (Treg) também tém influéncia do MTGI. Certas
bactérias pertencentes ao filo Bacteroidetes estimulam a diferenciacdo destes linfécitos,
que desempenham a importante funcdo de impedir reagdes inflamatorias desnecessarias
no intestino. E importante que este controlo exista devido ao grande nimero de
substancias que entram em contacto com o epitélio intestinal que podem despoletar uma

reacao inflamatoria (Round & Mazmanian, 2009).

4.2 - Pele

Os microrganismos tém um papel crucial na manutencdo da saude da pele. Apesar
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de os mecanismos pelos quais o MP influencia a saude ndo serem ainda totalmente
conhecidos, especula-se que estes microrganismos tenham como funcgéo a inibicao direta
do crescimento de outras bactérias, educar e aperfeicoar aimunidade adquirida e melhorar
a imunidade inata (Sanford & Gallo, 2013).

O hospedeiro pode ter implicacGes positivas ou negativas na relagdo com o
microrganismo. O microbioma inclui dois tipos de relacdo positiva: o comensalismo, em
que apenas um dos intervenientes sai beneficiado e o mutualismo, em que ambos 0s
participantes da relacdo tém vantagens. Existe uma relacdo negativa quando existe
colonizacao por bactérias patogénicas (Schommer & Gallo, 2013).

Asimples presenca das bactérias j é por si s6 um mecanismo de defesa. Para além
do papel ativo que existe contra bactérias com a producdo de compostos bactericidas, a
competicdo por local e pelos nutrientes € um fator decisivo para impedir a colonizacdo
por outras bactérias.

Um exemplo de uma relacdo benéfica pode ser observada com a bactéria S.
epidermidis. Esta bactéria modula mediadores inflamatdrios de forma a suprimir a reacéo
de inflamacdo e manter a barreira de microrganismos presentes na epiderme. Para além
desta funcdo, também exerce um papel de protecdo ao expressar péptidos com
propriedades inibitorias do crescimento de bactérias patogénicas (Schommer & Gallo,
2013). Segundo Sanford & Gallo (2013), um exemplo da utilidade desta espécie é a
prevencdo do crescimento de biofilmes de S. aureus.

A presenca das bactérias é significativa na protecdo da pele, mas estas exercem
também a funcdo de influenciar as células do hospedeiro. Utilizando novamente o
exemplo do S. epidermidis, a interacdo desta espécie com queratindcitos vai estimula-los
a produzir péptidos que atuam contra o S. aureus (Schommer & Gallo, 2013).

Outro exemplo de fortalecimento do sistema imunitario envolve novamente a
mesma bactéria. Wang, MacLeod, & Di Nardo (2013) demonstraram que 0s mastécitos,
células que tém a capacidade de libertar péptidos como a catelicidina (que exercem
atividade contra bactérias), sdo influenciadas pelas bactérias comensais da pele. A
expressdo da catelicidina é induzida pela activacdo de um recetor TLR2, e este recetor é
estimulado por produtos vindos de bactérias na superficie da pele.

Pode afirmar-se entdo que a sinalizagdo que as bactérias fazem a varios tipos de
células do hospedeiro constitui uma importante ferramenta na amplificacdo da resposta
imunitaria (Sanford & Gallo, 2013)
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4.3 —Vagina

O MV constitui uma barreira de defesa de grande importancia contra infecdes
(Ursell et al. 2012).

A vagina do ser humano caracteriza-se por ser diferente da dos restantes
mamiferos. Estas diferencas residem no facto de o pH ser mais baixo (inferior a 4,5), de
haver abundancia de &cido lactico produzido por bactérias e de haver um dominio claro
do género Lactobacillus (Witkin, 2015).

Segundo Witkin (2015) a presenca do acido lactico produzido pelas bactérias
dominantes na vagina tem como funcdo impedir a colonizacao por bactérias relacionadas
com a vaginose bacteriana (uma desregulacdo do MV). Exemplos destas bactérias sdo a
Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, Bacteroides spp. e Prevotella spp. O pH
baixo que o &cido lactico confere a vagina converte-a num ambiente altamente seletivo
ao crescimento de bactérias que ndo pertencam a comunidade. Para além desta fungéo
também é importante referir a inducdo da producdo de interferdo-y, estimulacdo da
maturacgdo de células dendriticas, entre outras funces desempenhadas pelo acido lactico
que salvaguardam a integridade da comunidade microbioldgica vaginal.

Como referido anteriormente, uma das caracteristicas do MV € a estabilidade que
este adquire durante a gravidez, com um aumento dos Lactobacillus. Esta estabilidade é
um mecanismo de defesa (Walther-Antonio et al., 2014).

Uma das maiores causas de partos prematuros € a presenca de uma desregulacdo
do microbioma vaginal, que torna possivel a infe¢do do feto. Quando o feto € exposto a
bactérias, a sua expulsdo € um mecanismo de defesa tanto para o proprio como para a
progenitora. Quando existe um declinio de Lactobacillus existe uma associacdo com
maior probabilidade de parto prematuro. A estabilidade adquirida na gravidez é

justificada como fator protetor para que nao haja perigo para o feto (Witkin, 2015)
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5 — Microbioma e infegéo por VIH

O VIH é um virus que infeta os linfocitos T CD4+. A doenca que lhe esta
associada, a sindrome de imunodeficiéncia humana (SIDA) é uma patologia mais letal
que as imunodeficiéncias associadas a outras infegdes (virais ou ndo), doengas
autoimunes ou desequilibrios enddcrinos. As formas de transmissdao envolvem a prética
sexual com um parceiro infetado, a partilha de seringas, a transmissdo vertical da mae
para o filho e 0 uso de derivados do sangue de alguém infetado, como no caso de uma
transfusdo (Moss, 2013).

O ciclo de replicacdo do VIH comeca pela ligacdo do virus ao hospedeiro. Apos
se ligar, o virus penetra a célula CD4+. Apo6s a entrada na célula, a enzima transcriptase-
reversa vai sintetizar uma dupla cadeia de DNA a partir do RNA do virus, e esta cadeia
de DNA vai integrar o material genético no ndcleo da célula CD4+. Com 0 seu proprio
material genético integrado no nucleo da célula que infeta, o virus recorre ao mecanismo
de transcricdo do hospedeiro para fazer copias. Estas copias do virus saem da célula e
passam por um processo de maturacdo. Este processo ocorre pela atividade da enzima
protease que separa as cadeias de proteinas do virus em cadeias individuais e funcionais.
Ap0s o processo de maturagdo o virus esta preparado para infetar novamente outra célula
e recomecar o ciclo (Moss, 2013).

O microbioma sofre alterac6es significativas em pessoas infetadas pelo VIH-1. O
comprometimento do sistema imunitério pelo VIH pode levar a mudanga na composicao
microbioldgica do hospedeiro e promover o aparecimento de doencas causadas por
microrganismos oportunistas. (Saxena et al, 2012).

Na tabela 2 encontram-se exemplificadas algumas manifestacbes tipicas na

infecdo pelo VIH associadas aos microrganismos que as causam.
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Local Microrganismo Manifestacdo

Boca Porphyromonas gingivalis, | Céries, candidiase,
Fusobacterium, Candida periodontite ulcerativa

Pulméo Haemophilus influenza, | Infe¢Bes do trato respiratorio
Pseudomonas aeruginosa, | superior, pneumonia,
Staphylococcus aureus, | tuberculose

Mycobacterium tuberculosis

Trato Salmonella, Shigella, | Diarreia aguda ou crénica,
gastrointestinal | Mycobacterium avium, | esofagite

Cryptosporidium

Pénis Treponema  pallidum, Neisseria | Doengas sexualmente
gonorrhoeae, Chlamydia | transmissiveis

trachomatis

Vagina Gardnerella vaginalis, Mycoplasma | Vaginose bacteriana, doencas
hominis, Prevotella, | sexualmente transmissiveis
Bifidobacterium, Neisseria
gonorrhoeae

Tabela 2. Exemplos de microrganismos que se podem encontrar presentes em individuos seropositivos e

correspondentes consequéncias para a salde (Saxena et al., 2012)

5.1 — Translocacao de microrganismos

Um individuo infetado com o VIH terd uma ativacdo subjacente do sistema
imunitario e mais marcadores de inflamacdo em circulagdo. Apesar da terapéutica
HAART atenuar a resposta inflamatoria, existe sempre um aumento em comparagdo com
um individuo saudavel (Salas & Chang, 2014).

Segundo Paiardini & Mauller-Trutwin (2013), esta ativagdo cronica é um fator
essencial na deplecdo de células T CD4+ e desenvolvimento de SIDA. Pode ser explicada
por mecanismos como a resposta do sistema imunitario a replicacdo do virus, resposta a
infecOes oportunistas, entre outras.

Apesar de existirem justificaces para a ativagdo cronica num individuo infetado,

pode existir um envolvimento do microbioma, através da translocagéo de microrganismos
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(TM).

ATM pode definir-se como a entrada de microrganismos do MTGI na circulagéo
sistémica sem desenvolver septicémia, e ocorre apds a quebra da integridade do intestino,
mais precisamente quando ha ruptura da mucosa e deterioracdo das células do sistema
imunitario localizadas na mucosa intestinal. As bactérias patoldgicas usualmente seriam
neutralizadas pelas células imunitarias do intestino, mas o comprometimento da mucosa
permite que componentes da flora intestinal consigam subsistir em locais fora do TGI. A
ativacdo cronica do sistema imunitario pode ser causada pela TM apesar da relacéo causa-
efeito entre estas ocorréncias ainda ser debatida. A presenca destas bactérias na circulacédo
pode causar um estado de inflamag&o cronico e exaustdo das células imunes (Salas &
Chang, 2014).

Segundo Marchetti, Tincati, & Silvestri (2013), os mecanismos pelos quais a
translocacdo de microrganismos ocorre sdo a deplecdo precoce de células CD4+ na
mucosa, a inflamagdo persistente da mucosa, danos ao epitélio intestinal devido a
apoptose de enterdcitos e a mudanca do microbioma intestinal com predominio de
bactérias oportunistas (Salmonella, Shigella, Clostridium, entre outras).

A presenca de concentracOes elevadas de LPS (lipopolissacarido presente na
membrana de bactérias gram negativas) na corrente sanguinea de individuos infetados
com VIH apoia a teoria da influéncia da TM na inflamagdo cronica. Outro fator
importante para consolidar esta teoria é o facto de a analise de simios da espécie Rhesus
portadores do SIV assintomaticos (estirpe do virus caracteristica de primatas) nao
exibirem niveis elevados de LPS na corrente sanguinea. A falta de translocacéo
relacionada com a auséncia de sintomas de inflamacdo cronica sugere um papel
determinante da TM na inflamacéo cronica detetada nos doentes infetados por VIH
(Marchetti et al, 2013).

5.2 — Implicac0es clinicas da translocacdo de microrganismos

A teoria de que existe uma relacdo entre a TM e a patogénese do VIH levanta a
possibilidade de obter dados em relacéo a progressdo da doenca. A analise de marcadores
da TM pode permitir inovacgdes na avaliagdo da progressao da doenca. Estes dados podem
influenciar o processo de decisdo da manutengdo/mudanca de terapéutica ou providenciar
informacdes sobre o nivel de comprometimento da mucosa do TGI (Marchetti et al,
2013).
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Apesar da possivel utilizacdo positiva, & necessario ter em conta as comorbilidades
que surgem associadas a TM. O VIH aumenta a incidéncia de doengas degenerativas, e
no que diz respeito as doencas passiveis de surgir pela presenca de microrganismos na
circulacdo € necessario ter em atencdo dois tipos de patologias: doencas hepaticas e
cardiovasculares (Deeks, 2011).

O figado tem um papel importante na clearance de LPS do sangue. Os produtos
gerados pela atividade de bactérias passam do intestino para a veia porta e seguidamente
para o figado, onde sdo processados pelas células de Kupffer (Jirillo et al., 2002).

Um aumento da presenca de LPS na corrente sanguinea causado por situagdes
como a TM vai levar a uma maior sensibilidade das células hepéticas a estimulos
inflamatdrios que pode culminar com uma doenca hepatica. Sendo assim pensa-se que 0
VIH e consequente TM vai aumentar o risco deste tipo de patologias (Balagopal et al.,
2008).

Segundo Kiechl et al (2001), a infecdo cronica tem influéncia no risco de
aterosclerose. Uma molécula como o LPS tem um grande potencial pro-inflamatério e a
sua presenca pode ser tida como uma possivel causa de risco cardiovascular acrescido.

E importante referir que a associacdo entre a TM e as comorbilidades tipicas do
VIH sdo apenas hipoOteses que necessitam de estudos mais aprofundados que as

comprovem devidamente (Marchetti et al, 2013).

5.3 - Influéncia da infe¢do por VIH no microbioma

5.3.1 - Microbioma do trato gastrointestinal

Individuos seropositivos apresentam a mesma carga bacteriana que individuos
saudaveis. A diferenca essencial entre os dois é a composic¢do. Enquanto o microbioma
normal contribui para a homeostasia, um microbioma alterado vai induzir respostas
inflamatdrias que prejudicam os tecidos epiteliais. Microrganismos oportunistas como a
P. aeruginosa ou a C. albicans tém uma presenca mais significativa num individuo
infetado e ndo medicado em comparacdo com individuos saudaveis (Salas & Chang,
2014).

A répida deplecdo de células CD4+ estd associada a deplecdo de células
dendriticas (que tém um papel relevante na tolerancia do sistema imunitario aos

microrganismos comensais) e consequente mudanca da populacdo de microrganismos
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(Hummelen et al., 2010)

Apesar da eficcia da terapia HAART, esta ndo resolve totalmente o problema da
mudanca no microbioma. Em individuos sem terapia, foi encontrada uma deplecdo dos
microrganismos considerados comensais, e em individuos tratados apesar de ser com uma
magnitude menor, sucede o0 mesmo. A terapia antiretroviral tem influéncia no problema
ndo o resolve na totalidade (McHardy et al., 2013).

Apesar de ser uma consequéncia do VIH, esta alteracdo no MTGI também vai
contribuir para a degeneracdo do sistema imunitario. Ao interromper o metabolismo
normal do TGI certas células pertencentes ao sistema imunitario vao ser prejudicadas,
visto que os estimulos de que beneficiam por parte do microbioma cessam. A titulo de
exemplo, o enriquecimento de bactérias que metabolizam o triptofano, como a
Pseudomonas Fluorescens, vai inibir a maturacdo das células Thl7. Estas células sdo
cruciais na manutencdo da homeostasia do intestino, visto que também gerem a resposta
contra microrganismos estranhos e promovem a integridade da mucosa (Salas & Chang,
2014.)

5.3.2 — Microbioma oral

As lesdes orais sdao um indicador da progressdo da doenca, apesar do seu maior
controlo desde que surgiu a terapia HAART. Esta comorbilidade traz um grande
desconforto aos individuos infetados (Saxena et al, 2012).

Certos géneros sdo encontradas em individuos seropositivos em maior quantidade
que em individuos saudaveis. Dentro destes géneros enquadram-se por exemplo
Lactobacillus e Candida spp., que apesar de serem comensais tém uma presenca mais
significativa em doentes infetados com VIH. Apesar de esta disbiose estar comprovada e
ter efeitos nocivos a terapia com antiretrovirais controlou este problema (Salas & Chang).

Num estudo em criancas infetadas com VIH (42 criancas infetadas e 36 criancas
saudaveis como controlo), foi comprovado que existe uma menor prevaléncia de lesdes
orais em individuos medicados. Esta melhoria pode dever-se ao uso de inibidores da
protease, que ja foi comprovado diminuir a viruléncia do género Candida (um dos
principais causadores de lesbes orais oportunistas). Também neste estudo foi
demonstrado que ha uma maior prevaléncia de bactérias relacionadas com a patogénese
de caries dentarias (S. mutans, L. acidophilus, entre outras) (Santos & Braga-Silva, 2013;
Silva-Boghossia et al., 2008).
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5.3.3 — Microbioma das vias aéreas

Os dados relativos ao microbioma pulmonar de um individuo saudavel sao
escassos. Contudo pode-se assumir que a imunosupressdo permite a proliferacdo de
bactérias oportunistas devido a grande incidéncia de pneumonia em individuos infetados
por VIH. As complicagdes causadas por doencas pulmonares sdo bastante significativas
(Saxena et al., 2012)

As caracteristicas do microbioma pulmonar quando existe infecdo por VIH séo
dependentes da exposicdo ao meio ambiente, genética, uso de antibioticos entre outros. A
colonizacdo pulmunar é diferente entre diferentes coortes de individuos (Salas & Chang,
2014).

Segundo Iwai et al. (2014), o microbioma pulmonar tem uma composi¢do e
funcionalidade diferentes entre individuos no Uganda e em S&o Francisco. Num estudo
realizado em 60 individuos infetados por VIH e com pneumonia aguda e numa coorte
semelhante em S&o Francisco, foi revelado que os individuos do Uganda tém uma maior
presenca dos géneros Lachnospiraceae, Desulfovibrionaceae e Desulfuromonadaceae. A
bactéria patogénica mais comum na populacao africana é a P. aeruginosa, contrariamente
a paises da cultura oeste em que a S. pneumoniae € a principal etiologia da pneumonia.

Este estudo revela a suscetibilidade deste microbioma ao ambiente.

5.3.4 — Microbioma do peénis

O pénis fornece um ambiente com caracteristicas ideais para o crescimento de
bactérias. O tecido epitelial mucoso humido do prepucio pode conter bactérias anaerdbias
pro-inflamatorias que mobilizam células imunes, as células alvo do VIH. No ato sexual o
prepucio retrai, e 0 pénis € exposto a secre¢des vaginais ou rectais que apds o o término
do ato e restituicdo do prepucio a sua posi¢ao normal pode aprisionar virides do VIH. A
presenca de células alvo e as caracteristicas do pénis aumentam a probabilidade de
contrair a infecdo. O prepucio € um dos locais alvos mais caracteristicos para adquirir a
infecdo (Anderson, Politch, & Pudney, 2011).

A circuncisdo pode causar uma diminuic¢ao na probabilidade de adquirir a infegéo
pelo VIH. Na circuncisao € retirado o prepucio, deixando uma superficie com epitélio
queratinizado. Este tecido € menos susceptivel a infecdo, visto haver um declinio nas

espécies de microrganismos caracteristicas de homens ndo circuncisados que ndo séo
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capazes de sobreviver neste ambiente. Pode concluir-se que a reducéo de bactérias pode
ter papel importante na protegéo contra a infe¢do (Price et al., 2010).

A circuncisdo protege contra a transmissdo do VIH como também de outros
microrganismos sexualmente transmissiveis, nomeadamente Treponema pallidum,
Haemophilus ducreyi, e Neisseria gonorrhoea. Estes microrganismos causam doencas
que facilitam a transmisséo do VIH, dando énfase ao papel do microbioma na transmisséo
do virus (Saxena et al., 2012).

5.3.5 — Microbhioma do sémen

O sémen é um vetor importante na transmissdo do VIH. A sua carga viral
correlaciona-se moderadamente com a carga viral no sangue. Tem ainda 0 seu
microbioma caracteristico, abrindo a hip6tese de o microbioma do sémen ter influéncia
na carga viral do VIH e assim influenciar a sua transmissdo. Os generos Ralstonia,
Peptoniphilis, Anaerococcus, Streptococcus, Corynebacteium (entre outros) sao
caracteristicos do microbioma seminal. Nos individuos infetados por VIH, existe um
aumento do género Mycoplasma (Hou et al., 2013; Liu et al., 2014).

Segundo Liu et al (2014), ao comparar o microbioma do sémen de individuos
saudaveis com individuos infetados por VIH-1 foram encontradas diferencas. Nos
individuos infetados existe menos diversidade e riqueza de espécies. Para além da
diferenca de espécies foram detetadas sete citocinas pro-inflamatdrias relacionadas com
a carga viral, tendo a IL-1b em particular uma associacdo a transmissdo do virus. Estas
citocinas surgem devido a alteracdo entre a relacdo do sistema imunitario e as bactérias
presentes no sémen causada pela infecdo por VIH. Foi também detetado que a terapia
com HAART restabelece o microbioma do sémen em 6 meses, mostrando que a flutuacao
de microrganismos no sémen se deve a desregulacdo do sistema imunitario (que sofre

melhoria quando o individuo infetado é sujeito a terapia antirretroviral).

5.3.6 — Microbioma vaginal

O MV tem um papel importante na transmissdo do VIH-1 tanto no ato sexual
como na transmissdo aos recém-nascidos (Saxena et al, 2012).
A disbiose na vagina (ou vaginose bacteriana) vai alterar a espécie dominante no

microbioma vaginal e prejudicar as defesas naturais, e € considerada um fator de risco na
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transmissdo e aquisicdo do VIH. O género dominante Lactobacillus perde a sua
dominéncia e €é substituida por outros microrganismos. As bactérias envolvidas na
vaginose bacteriana, como por exemplo a espécie Prevotella, vao causar uma inflamacéo
do tecido epitelial. Esta inflamacao € justificada pela perda de Lactobacillus que vai
influenciar um dos mecanismos de defesa da vagina, o seu pH &cido causado pela
producdo de &cido lactico. As bactérias ndo comensais a vagina quando presentes vao
despoletar uma inflamacéao através da ativacao da producéo de citocinas pré-inflamatorias
nas células epiteliais. Além deste estado inflamatorio, a perda de espécies como a
Lactobacillus acidophilus que é produtora de peréxido de oxigénio, também é prejudicial
devido ao seu efeito adverso contra o VIH (Atashili et al., 2008; Salas & Chang, 2014).

De acordo com Salas & Chang (2014), a VB aumenta o numero de células-alvo
para o VIH, promove a producdo de citoguinas pro-inflamatorias e afeta a integridade da
mucosa, fatores que podem aumentar a disseminagéo do virus.

Um estudo realizado por Cohen et al. (2012) em 2.236 mulheres infetadas com
VIH-1 e os seus parceiros em sete paises africanos permitiu chegar a conclusdo que a
transmissdo do virus em mulheres infetadas com VIH e com VB ¢é trés vezes mais
provavel que em mulheres infetadas sem VB. Este estudo permitiu ver a grande
correlacdo que existe entre o desequilibrio dos microrganismos vaginais e a possivel
transmissdo do virus, revelando que um microbioma saudavel € essencial.

E importante que para evitar a disseminag&o do virus a VB seja controlada através
de antibioterapia, sendo necessario detetar o perfil de bactérias causadoras da doenca e
utilizar o antibiético mais eficaz (Hummelen et al., 2010).

Segundo (Mehta et al., 2015), uma comparacdo do MV entre 64 mulheres (22 sem
qualquer infecédo, 22 com infecdo por VIH e sem disbiose na vagina e 24 com infecédo por
VIH com vaginose bacteriana num intervalo de tempo entre 8 e 10 anos revelou uma
melhoria da comunidade microbiolégica a longo prazo nas mulheres em que as vaginoses
bacterianas foram detetadas e tratadas, ou seja, € possivel manter estabilidade no
microbioma vaginal desde que as disbioses sejam controladas. Isto significa que o
tratamento com antibidtico € uma importante componente no controlo do microbioma da

vagina quando em infecdo por VIH-1.

5.4 — Probidticos e Prebioticos

E seguro assumir que o microbioma alterado de um individuo seropositivo é um
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fator de peso na patogénese da infe¢do por VIH. Os probioticos, que tém como funcéo
inerente impedir a coloniza¢do por microrganismos patogénicos, podem ter um papel
importante para evitar a colonizagdo por microrganismos patogénicos. Um probidtico
contém microrganismos vivos que quando administrados, em principio conduzem a uma
melhoria na situacdo do individuo. Estes induzem a secrecdo de IgA especificas e de p-
defensinas e proteinas bactericidas contra os microrganismos prejudiciais (Hummelen et
al., 2011)

Um estudo realizado por D’Ettorre et al. (2015) em 20 individuos infetados por
VIH, em terapia HAART e suplementados com probidticos revelou que o uso continuado
de probiédticos causa uma reducdo dos marcadores inflamatérios da translocacdo de
microrganismos numa andlise ao sangue periférico (onde se inclui por exemplo a reducao
da ativacdo cronica de CD4+). O resultado obtido sugere que o uso desta terapia em
associacdo a terapia HAART pode trazer resultados positivos. Em relacdo as melhorias
referidas pelos individuos no estudo, estes afirmaram sentir efeitos positivos na digestéo,
reducdo de episodios agudos de diarreia, entre outros.

Os prebidticos, que se podem definir como componentes da dieta ndo digeriveis
pelo hospedeiro que véo influenciar o metabolismo dos microrganismos no trato
gastrointestinal (estimulando determinados microrganismos em detrimento de outros),
permitem modular os microrganismos que estdo presentes no intestino. Ao contrario dos
probidticos que contém microrganismos, 0s prebidticos contém, por exemplo,
carbohidratos ndo digeriveis com destino a metaboliza¢do de microrganismos especificos.
Estes tém a capacidade estimular o crescimento de bactérias benéficas (as consideradas
comensais) através de fermentacdo seletiva. Os prebidticos, contudo, ndo tém estudos
suficientes que comprovem a sua eficacia em doentes com VIH. Estas informacdes sdo
Uteis para chamar a atencdo para a utilidade que os probidticos e prebidticos podem
eventualmente ter, visto que este assunto precisa de ser analisado com mais profundidade
(D’Ettorre et al., 2015; Hummelen, Vos, et al., 2010)
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6 - Obesidade

A obesidade € um problema de salde cada vez mais recorrente. O excesso de peso
pode trazer complicacbes como problemas do foro cardiaco, diabetes ou influenciar o
sistema imunitario (Tilg, Moschen, & Kaser, 2009).

O microbioma humano fornece um conjunto de genes muito maior que o genoma
humano. Este ird permitir ao hospedeiro reacbes metabdlicas e bioquimicas que nao
estariam disponiveis sem a presenca de microrganismos. A composi¢do do microbioma
vai influenciar a absorcdo e metabolismo dos alimentos, sendo possivel que uma
determinada selecdo de microrganismos possa predispor um individuo a doencas como a
obesidade, ao afetar processos como a duracdo da digestdo, a maior absorcdo de
nutrientes, a reducdo da oxidacao de &cidos gordos, entre outros ( Musso et al., 2011).

Segundo Tilg et al (2009), experiéncias em ratos demonstraram que a obesidade
vem acompanhada de uma reducao da diversidade de espécies e um conjunto de processos
metabolicos alterado. Além das mudancas na interacdo com os alimentos provenientes da
dieta, 0 microbioma e os produtos associados a actividade de microrganismos regulam a
expressdo de genes, sendo a comunidade microbioldgica residente no TGl um fator

importante nesta patologia.

6.1 - Diferencas do microbioma na obesidade

Um dos dois filos comensais dominantes no intestino (Bacteroidetes e Firmicutes)
estd em maioria num individuo obeso: o Firmicutes. Dentro deste grupo estdo bactérias
como a Lactobacillus, Clostridium ou Mycoplasma. Num estudo que englobou individuos
obesos e controlos sem excesso de peso sujeitos a uma terapia de dieta, foi observada uma
prevaléncia de Firmicutes nos individuos obesos, com um decréscimo destes ao longo de
um ano, podendo ser possivel concluir que 0 MTGI € dependente da dieta. Os processos
metabolicos associados a superioridade de um género de bactérias, que neste caso vao
tornar mais eficiente a recolha de energia na dieta vao resultar numa alteragcdo nos
adipdcitos. Um exemplo de um destes processos metabdlicos é o metabolismo da bactéria
Methanobrevibacter smithii , que tem uma melhor capacidade de metabolizar a frutose
em “short chain fatty acids” (SCFA) e assim extrair mais energia da dieta (Ley et al.,
2006; Sweeney & Morton, 2013)
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Na figura 7 é possivel observar a diferenca na microbiota intestinal em dois ratos,
um obeso e um sem excesso de peso. A comunidade microbioldgica nos dois exemplos
reflete as alteragfes nos humanos, visto que a alteracdo € semelhante (Ley et al., 2006;
Tilg et al., 2009).

Lean mice Ob/ob mice

Figura 7 Diferenca entre o microbioma caracteristico da obesidade e o microbioma considerado saudavell
(no que diz respeito ao excesso de peso) em ratos. E possivel observar uma maior representacio do género

Firmicutes com uma diminuic¢do acentuada de Bacteroidetes (Tilg et al, 2009).

Segundo Sweeney & Morton (2013), usando como modelo ratos gnotobioticos, o
simples transplante de microbioma a partir de um rato com uma dieta semelhante a da
cultura ocidental faz com que outro rato (sujeito a uma dieta sem 0s excessos de acUcar e
gordura da dieta ocidental) tenha um ganho de peso, dando énfase ao papel do
microbioma no fendtipo do seu hospedeiro.

A mudanca de peso de uma mulher gravida € um bom modelo para analisar a
variacdo do microbioma. Mulheres com ganho de peso substancial durante a gravidez
revelam uma variagdo no microbioma para o caracteristico no excesso de peso. O MTGI
caracteristico da obesidade pode chegar inclusive a perpetuar a doenca para geracdes
posteriores. Um estudo em amostras fecais de 77 criancas com idades compreendidas
entre 0s 18 e 0s 27 meses nascidas de maes obesas e sem excesso de peso demonstrou a
existéncia de diferencas ao nivel do microbioma entre os dois grupos. Existe diferenca na
presenca de Faecalibacterium spp. e Eubacterium spp., por exemplo; estes géneros estdo
ligados ao microbioma caracteristico da obesidade. Este estudo demonstra que um fator

tdo prematuro como o microbioma intestinal da mée pode influenciar o microbioma
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intestinal da crianca nos seus primeiros anos de vida. (Collado et al., 2008; Galley et al.,
2014).

Apesar de haver uma clara associa¢do de um racio maior de Firmicutes em relacdo
a Bacteroidetes no excesso de peso, este desequilibrio é reversivel. Num trabalho de
investigacdo realizado por Santacruz et al. (2009), foi demonstrado num grupo de
adolescentes obesos que através de dieta com baixo teor caldrico e exercicio, hd uma
variacdo ao nivel microbioldgico, nomeadamente com aumento de espécies como
Bacteroides fragilis e diminuicdo de Cryptosporidium coccoides. Este estudo foi efetuado
ao longo de 10 semanas, revelando como o aporte caldrico e 0 gasto de energia podem
influenciar o microbioma. Contudo, os adolescentes que ja revelavam um menor racio de
Firmicutes em relacdo aos Bacteroidetes, em comparacao aos outros individuos obesos,
revelaram uma perda de peso maior, indiciando que a composicao prévia do microbioma
também vai determinar a maior ou menor perda de peso quando se comeca uma mudanca

no estilo de vida.

6.2 — Efeitos do microbioma caracteristico da obesidade no organismo

A causa primaria da obesidade é o excesso de aporte calérico com um deficiente
gasto da energia. Contudo, um MTGI mais eficiente a extrair energia da dieta e com
influéncia na expressdo genética e metabolismo do individuo podem predispor para a
doenca (Turnbaugh & Gordon, 2009).

6.2.1 — Fasting-induced adipose factor

Existem mecanismos definidos através dos quais se pode observar uma influéncia
do MTGI na utilizacdo da energia proveniente da dieta. Um destes mecanismos é a
supressdo do fasting-induced adipose factor (Fiaf). Esta proteina é produzida pelos
enterdcitos, hepatocitos, miocitos e adipdcitos e € uma resposta ao jejum. Tem como
funcdo principal limitar a captacdo de lipidos e triglicéridos e consequente acumulagao,
inibindo a lipoproteina lipase (LPL). E um mediador importante no balanco energético,
com uma intervencdo na recolha de energia da dieta, no armazenamento e gasto desta
energia. A atividade aumentada de LPL vai contribuir para o ganho de peso (Giovanni
Musso et al., 2011).
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Segundo Bé&ckhed et al. (2004), a supressdao do Fiaf vai permitir uma maior
deposicao de triglicéridos ao influenciar a atividade das bactérias no intestino.

E possivel que o microbioma caracteristico da obesidade tenha uma maior ago
supressora deste mediador, contribuindo para o ganho de peso. Esta influéncia foi
demonstrada em ratos, em que a convencionaliza¢do (0 contacto com microrganismos)
de ratos livres de microrganismos causou um aumento de peso substancial e uma

supressdo significativa do Fiaf (Zak-Gotab et al., 2014)

6.2.2 — AMP-Activated Protein Kinase

Outra via metabdlica que proteje contra a obesidade é a da enzima AMP-Activated
Protein Kinase (AMPK). Esta enzima tem como funcdo ativar vias catabdlicas que geram
ATP no figado e no musculo esquelético. Esta acdo € devida a oxidacao de acidos gordos
na mitocéndria e reduz a sintese hepatica de glicogénio. A atividade da AMPK encontra-
se suprimida pelo microbioma intestinal, fato demonstrado através do estudo em ratos
gnotobioticos. Estes ratos quando num estado livre de microrganismos encontravam-se
protegidos do aumento de peso mesmo apesar de uma dieta rica em acucares e lipidos, ja
que a AMPK nesta situagdo ndo se encontra suprimida (Musso et al, 2011).

A supressdo da AMPK pelo microbioma pode causar uma génese e acumulagdo
anormal de glicogénio, tendo como resultado final um excesso de energia armazenada e

consequente aumento de peso (Tilg et al, 2009).

6.2.3 — Short chain fatty acids: interacdo com os recetores Gpr41/Gpr43

A atividade dos SCFA, produtos da atividade de bactérias, também tem um
importante papel ndo sé na contribuicdo para a energia do organismos mas também como
moléculas sinalizadoras. O propionato e o acetato sdo ligandos dos recetores Gpr4l e
Gpr43, presentes no intestino com capacidade de modular a forma como se processa a
recolha de energia a partir da dieta e 0 metabolismo do hospedeiro (Musso et al, 2011).

O recetor Gpr41 quando ligado com um SCFA vai induzir a expressdo da proteina
YY (PYY). Esta proteina esta associada a inibicdo da motilidade intestinal e aumento do
tempo de digestdo. Em ratos colonizados com bactérias tipicas do MTGI humano mas

sem 0s recetores Gprl, apesar da existéncia dos SCFA, ndo vai existir libertacdo da PYY
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porque ndo existe recetor Gprdl para ser estimulado, resultando numa motilidade
intestinal normal e diminuicdo do tempo de digestéo, e consequente auséncia de excesso
de peso (Samuel et al., 2008).

O MTGI tem uma influéncia significativa no recetor Gpr41, visto este ser ativado
pelos produtos das bactérias do intestino. A ativacdo e regulacdo deste depende do
microbioma e dos SCFA que este produz (Inoue, Tsujimoto, & Kimura, 2014).

O recetor Gpr43 regula a homeostase energética no intestino e nos tecidos
adiposos. Este recetor, também ativado por SCFAs bacterianos, regula o apetite, a
motilidade gastrointestinal, processos inflamatdrios e o perfil lipidico do plasma, tendo
um papel no controlo do peso (Cornall et al., 2013; Kimura et al., 2014).

Os recetores Gpr41 e Gpr43 estdo implicados na patogénese da obesidade devido
a sua regulacéo do tecido adiposo. O microbioma, como indutor destes, revela-se mais
uma vez um fator crucial, visto ser a origem da sinalizacdo causada por este mecanismo
(Kim et al., 2014).

6.2.4 — QOutras interacdes

O MTGI exerce também efeito na colina, essencial na secrecdo das VLDL. Esta
molécula pode ser metabolizada por bactérias associadas ao fenétipo da obesidade em
metabolitos hepatotdxicos, tendo como consequéncia uma secrecdo deficiente de VLDL
e acumulacdo hepatica de triglicéridos. A transformacdo em metabolitos induz um efeito
semelhante a uma dieta deficiente em colina (Musso et al, 2011).

O sistema nervoso esta envolvido na regulacdo do apetite, controlo motor e de
secrecdo do TGI. Os metabolitos resultantes do MTGI (nomeadamente os SCFA)
induzem a neoglucogénese intestinal, que comunica com o sistema nervoso através do
sensor de glucose na veia porta e afeta 0 metabolismo da glucose e da absorgdo de
nutrientes (Moran & Shanahan, 2014).

A inflamag&o cronica causada por toxinas bacterianas é associada a obesidade,
resisténcia a insulina e intolerancia a glucose. Uma dieta rica em lipidos promove um
aumento de bactérias produtoras de LPS (enterobactérias) em relacéo a sua presenga num
individuo saudavel. Certas dietas podem induzir a maior expressdo de LPS, causando uma
endotoxemia metabolica (termo utilizado para distinguir da endotoxemia caracteristica da

sépsis) que tem como consequéncia um estado de inflamac&o (Tilg et al, 2009).
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Este estado de inflamagdo vai causar uma maior permeabilidade da mucosa
intestinal. Tem como consequéncias um contributo no desenvolvimento da obesidade e
nas complicac@es inerentes a esta doenca (Moran & Shanahan, 2014).

Segundo Tilg et al (2009), perfis microbioldgicos diferentes no MTGI tém
metabolismos diferentes, e 0 microbioma de um individuo é um fator que pode ou néo
contribuir para o excesso de peso. E possivel concluir que o microbioma tem um efeito
direto na expressao dos genes do hospedeiro, e que determinados microbiomas podem

por si sO induzir a uma maior predisposicdo ao ganho de peso excessivo.

6.3 - Possiveis intervenc@es terapéuticas

A compreensdo do impacto do MTGI na obesidade, uma doenca com cada vez
mais incidéncia, abre a possibilidade de investigar novas abordagens terapéuticas.

A utilizacdo de prebidticos e probidticos é uma aproximagdo ao tratamento da
obesidade gue ja se revelou util. Este tratamento consiste em estimular o crescimento de
determinadas bactérias e alterar o equilibrio do MTGI (Geurts et al, 2014).

A administracdo de oligofructose revelou uma restauracdo do nimero de bactérias
convenientes, como a Bifidobacteria e Lactobacillus. O uso deste prebiotico pode ser uma
intervencdo Util no tratamento da obesidade. Em consequéncia do aumento das espécies
benéficas, os prebidticos aumentam a secrecdo de hormonas caracteristicas da saciedade
(GLP-1 e proteina YY). O uso de probidticos, que consiste na insercdo de uma estirpe
bacteriana no MTGI, também é uma alternativa bastante viavel, dependendo da estirpe.
A Lactobacillus gasseri estd associada com uma reducdo de peso quando usada
continuadamente, mostrando que o uso de probidticos € uma abordagem terapéutica
viavel. (Moran & Shanahan, 2014; Tehrani et al., 2012).

O transplante de microrganismos fecais de um dador saudavel para um individuo
obeso é também importante no tratamento da obesidade. Como demonstrado em ratos, o
transplante de bactérias de um rato com excesso de peso para um rato livre de
microrganismos induz o metabolismo do dador no recetor. O reverso também acontece.
Num espaco de seis semanas, 0 transplante causou uma maior sensibilidade a insulina
(Vrieze et al., 2012).

Uma outra abordagem consiste na utilizacdo de bactérias manipuladas que
produzam fatores Uteis a homeostasia do TGI. Um exemplo, como demonstrado por Chen

etal. (2014), é a utilizagéo de E. coli geneticamente manipulada para secretar NAPEs (N-
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acilfosfatidiletanolaminases), precursor da familia de lipidos N-aciletanolamida. Tendo
0s NAPEs como fungdo reduzir a absor¢do de nutrientes provenientes da dieta, a
administragdo desta bactéria através de agua durante 8 semanas reduziu o peso em ratos
sujeitos a uma dieta rica em gordura, e inclusive existiu uma protecdo do excesso de
absorcéo de gordura durante 4 semanas apés parar de administrar a bactéria.

Segundo Kim et al. (2014), os recetores de SCFAs Gpr4l e Gpr43 cujos efeitos
séo significativos no funcionamento do metabolismo do intestino, sdo um alvo terapéutico
a ser investigado. A sua modulacdo pode trazer beneficios favoraveis a perda de peso.
Contudo, é necessario fazer uma investigacdo mais profunda ao funcionamento destes
recetores, e a descoberta de principios ativos que possam influenciar a sua atividade ainda
estd numa fase muito prematura. Os estudos realizados encontram-se ainda numa fase em
que nao é possivel saber se é mais proveitosa a utilizacdo de agonistas ou antagonistas
destes recetores. Estdo representados na tabela 3 alguns compostos descobertos com
possivel atividade nos recetores de SCFAs com os correspondentes alvos e classe
(agonista ou antagonista).

Composto Alvo Classe

[n]

i '}—n
q O:O Gpr43 Agonista
t@u Gpr43 Antagonista

o * oo
m:;. Gpr4l Agonista

IE

Gpral Antagonista

Tabela 3 Compostos com possivel atividade nos recetores Gprdl e Gpr43 e correspondente classe,

agonista ou antagonista. Adaptado de Kim et al. (2014).
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7 — Diabetes mellitus

A diabetes mellitus € uma doenca onde existe um defeito na secrecéo de insulina, causando
hiperglicémia e dislipidémia. Pode dividir-se em diabetes tipo 1 (DT1), em que h& destruicdo das
células que secretam insulina devido a uma resposta autoimune, e diabetes tipo 2 (DT2) em que existe
uma gradual resisténcia a insulina. O microbioma, com os seus importantes contributos metabdlicos

e inflamatérios, pode ser determinante no desenvolvimento da doenca (Ray & Ray, 2013).

7.1 - Diabetes tipo 1

A diabetes tipo 1 resulta de uma destruicdo das células pancreéticas devido a uma resposta
imunitaria, e deve-se a predisposi¢do genética do individuo. Existem dois mecanismos pelos quais €
possivel o microbioma influenciar o inicio e continuidade da destruicdo das células p produtoras de
insulina. O primeiro mecanismo diz respeito a configuragdo do microbioma. Um microbioma
desviante do normal pode causar um defeito na imunoregulacéo e induzir a destrui¢do destas células.
O segundo mecanismo pode ser codependente do primeiro e envolve a saida de microrganismos do
intestino causando um estado inflamatorio. Ambos os mecanismos véo causar libertagdo de citoquinas
com consequente inflamacdo do pancreas e destruicdo das células secretoras de insulina (Dunne et
al., 2014).

Um estudo realizado em Espanha por Murri et al. (2013) permitiu observar diferencas
pronunciadas entre criancas saudaveis e criancas com DT1. As criancas doentes apresentaram uma
maior quantidade de Clostridium, Bacteroides e Veillonella e um decréscimo de Lactobacillus,
Bifidobacterium e Prevotella. Foi também possivel concluir que o réacio entre Firmicutes e
Bacteroidetes tem uma correlacdo negativa com a glicémia.

As bactérias produtoras de acido lactico (Lactobacillus, entre outras) beneficiam da presenca
de produtores do SCFA butirato. Este produto de metabolismo aumenta a sintese de mucina, que
promove a integridade do intestino. Na presenca de outras bactérias (Veillonela, Bacteroides) que
estdo em maior nimero num microbioma caracteristico da DT1, ha produgéo de outros SCFA como
0 propionato e 0 acetato, que diminui esta sintese e torna o intestino mais permeavel, fator que pode
contribuir na reagdo autoimune que caracterizaa DT1 (Brown et al., 2011).

Estes estudos criam uma ligacdo entre a composi¢cdo do microbioma e a DT1 com uma
associacao da doenca a um decréscimo de bactérias que promovem a integridade do TGI, permite
considerar a possibilidade de controlar o desenvolvimento da DT1 através da manipulagdo do

microbioma.
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Segundo Ray & Ray (2013), uma dieta rica em carbohidratos e com menos gorduras saturadas
e acUcares pode ser uma importante ajuda para prevenir a patogénese da diabetes, visto que vai afetar
a composi¢do do microbioma.

Um estudo realizado por Wen et al. (2008) sugere que existem bactérias com a capacidade de
contribuir na patogénese da DT1. Neste estudo foram analisados ratos sem o fator mieldide de
diferenciacdo 88 (MyD88), que serve como mediador das vias de sinalizacdo dos Toll-like receptors
(TLR). Sem este fator o nddulo linfatico pancreético torna-se menos reativo e existe uma protecdo da
resposta autoimune. Nos nddulos linfaticos mesentérico e do baco ndo houve diferenca, realgcando o
poder especificamente antidiabetogénico da falta do MyD88, visto que este ndo causou uma protecao
da DT1 devido ao seu efeito imunosupressor geral. O nodulo linfatico pancreatico faz a drenagem do
intestino e do pancreas, e com a atividade deste comprometida juntamente com uma menor incidéncia
da DT1 é possivel que a DT1 seja causada por sinalizacdo de microrganismos do microbioma
intestinal, que com um nodulo linfatico pancreatico normal seriam detetadas e exerceriam o seu efeito
sinalizador.

O estudo dos microrganismos que possam estar envolvidos na patogénese e prevencdo da
DT1, com um reconhecimento das suas vias metabdlicas relacionadas com a imunidade do hospedeiro

pode tornar o microbioma um alvo terapéutico viavel (Dunne et al, 2014).

7.2 - Diabetes tipo 2

A DT2 é o resultado de interacBes entre 0 meio ambiente e as caracteristicas do individuo.
Tem uma componente genética e uma componente dependente de fatores externos, como a
alimentacdo. Fatores como a idade, dieta, estilo de vida, obesidade e historia da doenca na familia sdo
fatores de risco conhecidos. O microbioma, sendo um fator moldavel pelos fatores externos, esta
ligado a doencas metabdlicas onde a DT2 se inclui (Karlsson et al., 2013).

Dado o papel do microbioma no funcionamento do sistema imunitério inato, a modulacao

deste pode ser um tratamento plausivel de ter efeitos positivos (Kinross, Darzi, & Nicholson, 2011).

7.2.1 - Endotoxémia metabdlica na diabetes tipo 2

Como referido anteriormente no contexto da obesidade, a endotoxémia metabdlica esta
associada a doencas onde estd presente um desequilibrio do metabolismo. A inflamacdo crénica

causada pela atividade do microbioma (através da exposicédo sistémica de produtos de metabolismo
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pré-inflamatorios) é importante no desenvolvimento de doengas de carater metabdlico (Geurts et al.,
2014).

O baixo nivel de bactérias como a Bifidobacterium leva a uma maior permeabilidade na
mucosa intestinal, permitindo a passagem de LPS (proveniente das bactérias gram negativas presentes
no TGI) para o sangue. O LPS é reconhecido como toxina e pode causar resisténcia a insulina através
da inflamacéo das células B do péancreas. A inflamacdo destas células pode levar a sua perda de

sensibilidade e apoptose (Ray & Ray, 2013).

7.2.2 — Glucagon-like peptide 1 e 2

Uma forma de combater a endotoxemia metabdlica é abordar o GLP-2 (glucagon-like peptide
2), um péptido que tem a capacidade de modular a integridade da barreira no intestino (Musso et al,
2010).

Num estudo realizado por Cani et al (2009) em ratos obesos, estes foram tratados com
prebioticos para estimular a secrecdo de GLP-2. Foi possivel concluir que os ratos tratados com
prebidtico e com aumento na secrecdo de GLP-2 em relacdo aos ratos sem prebidtico apresentaram
uma menor carga de LPS na corrente sanguinea e diminui¢do nos marcadores de inflamacao.

O péptido GLP-1 (glucagon-like peptide 1) também tem interesse como alvo terapéutico. Este
péptido, libertado quando ha absorcdo de nutrientes, tem efeito no controlo da glucose na corrente

sanguinea ao estimular a secrecdo de insulina (Cani et al., 2006; Musso et al., 2010).
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8 - Cancro

O cancro € um estado patoldgico que causa uma grande mudanca na fisiologia. Sendo o
microbioma um componente do organismo humano, também sofre alteracdes quando confrontado
com esta patologia. Ndo s6 o microbioma € alterado pela doenca, como a atividade dos
microrganismos pode ser um fator importante na etiologia do cancro. Um problema no equilibrio da
comunidade de microrganismos com a presenca de bactérias patogénicas pode contribuir para certos
cancros gastrointestinais, como o cancro colorectal (Weir et al., 2013).

Alteraces no microbioma através de alteracBes na dieta ou infe¢bes podem prejudicar a
relacdo de simbiose entre 0s microrganismos e o hospedeiro. A disbiose pode causar genotoxicidade
e uma mudanc¢a na relacdo do sistema imunitario com os microrganismos: por exemplo, certos
microrganismos oportunistas podem causar uma inflamagéo persistente no trato gastrointestinal com
consequéncias negativas para o hospedeiro. Estas mudancas podem ter um papel na carcinogénese.
Para além da possibilidade de as alteragcbes no microbioma poderem ter como consequéncia a
formacdo de um cancro, pode acontecer o reverso: uma alteracdo do microbioma pode ser
consequéncia das alteracdes fisiologicas promovidas neste estado de doenca. A andlise do
microbioma de um doente com cancro coloretal, por exemplo, revela uma populacdo microbiologica
com vantagens competitivas neste ambiente, dando énfase a volatilidade do microbioma (Marchesi
etal., 2011; Schwabe & Jobin, 2013).

8.1 - Impacto do cancro no microbioma

8.1.1 - Superficie celular

Um dos mecanismos pelos quais o microbioma € alterado pelo cancro é a modificacdo das
superficies celulares. Todos 0os microrganismos se ligam as células de uma maneira seletiva, com
envolvimento de proteinas da superficie do microrganismos e recetores nas superficies celulares. Um
exemplo € 0 uso da integrina, uma glicoproteina, pela bactéria Treponema pallidum e da glicoproteina
CR3 pelo parasita Leishmania para a ligacao destes microrganismos
as células do hospedeiro. Esta relacdo é seletiva e é possivel distinguir as diferentes espécies de modo
a ndo prejudicar a sinergia do microrganismo com o hospedeiro. As células tumorais tém diferentes
glicoproteinas na superficie, resultando na inibicdo da ligacdo de alguns microrganismos em
detrimento da promocéo da ligacdo de outros que ndo conseguiriam ligar-se numa celula saudavel.

Estas alteracbes podem ser causadas por mudancas quimicas devido & incompleta sintese dos
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carbohidratos normalmente presentes ou a ativacéo de enzimas especificas nas células tumorais. Para
além dos recetores, existe outra alteracdo na superficie das células que pode ter um contributo na
alteracdo do microbioma: a carga elétrica. As diferencas na expressao das células podem causar uma
acumulacdo de carga negativa, e a interacdo com microrganismos pode ficar alterada com esta
mudanca (Khan et al, 2012).

8.1.2 — Alteracgdes na relacdo entre o sistema imunitario e 0 microbioma

Através dos TLR (Toll-like receptors), o organismo reconhece 0s microrganismos
patogénicos e ndo patogénicos. Através destes recetores desenvolve-se uma tolerancia imunolégica
que permite a relacdo simbidtica (Round & Mazmanian, 2009).

Existem varios mecanismos pelos quais pode existir tolerdncia as bactérias comensais. Na

figura 8 encontra-se um dos mecanismos pelos quais os TLR permitem esta tolerancia.

apical

basal \& A\ 2

TLR

Figura 8 Representacdo de uma célula do epitélio intestinal. Um dos mecanismos que permite evitar rea¢fes inflamatorias
contra 0s microrganismos comensais € 0 sequestro dos TLR para a base da célula epitelial. Este mecanismo tem como
consequéncia a reagdo inflamatdria apenas quando se da invasdo da célula, ndo interferindo com os microrganismos na
superficie da mucosa. Adaptado de Kubinak & Round (2012).

No cancro, a expressdo de TLR aumenta. A titulo de exemplo, foi demonstrado por Sheyhidin
(2011) que o carcinoma esofagico esta associado a uma expressdo aumentada de TLR3, TLR4, TLR7
e TLR9 e que este aumento esta relacionado com a carcinogénese.

Para além do papel na relacédo entre o hospedeiro e 0 microrganismo, os TLR também tém um
papel na manutencdo da homeostasia da mucosa intestinal, atuando na reparacdo de danos causados

por inflamacdo e reparagéo de tecidos. VVao ter acdo na proliferagdo de células epiteliais, entre outras,
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e € nesta funcdo que o seu potencial carcinogénico surge. Um estado de inflamacéo cronica vai induzir
uma constante reparacdo do epitélio e pode levar a uma neoplasia no célon. Para além de os
microrganismos ndao comensais poderem induzir lesdes na mucosa que possam levar a formacéo de
uma neoplasia, o reverso também acontece: o cancro também altera 0 microbioma utilizando os
mesmos recetores. Um grande aumento no nimero de TLR faz com que seja necessario um maior
numero de fatores simbidticos, que sdo produzidos pelas bactérias para criar imunotolerancia, e esta
necessidade torna a imunotolerancia mais dificil de obter originando um estado de inflamacéo
cronica. Tanto o efeito na carcinogénese como a alteracdo no microbioma estdo relacionados e podem

servir de causa um ao outro (Khan et al, 2012).

8.1.3 - Alteracdes anatémicas

Quando o tumor estd num estado de progressdo avancado e forma uma massa sélida, esta
massa pode ter caracteristicas que favorecam a hipoxia. Numa situacdo assim, o défice de oxigénio
pode criar uma mudanca no microbioma estimulando as bactérias anaerobias. Apesar de fazerem
parte da flora, os anaerdbios (por exemplo, Bacteroides, Clostridium e Fusobacterium) quando em
quantidade superior a normal podem causar danos ao organismo (Khan, et al., 2012; Vedantam &
Hecht, 2003).

8.2 - Microbioma e carcinogénese

Existem certas bactérias que podem direta ou indiretamente ajudar no processo da
carcinogénese (Arthur et al., 2012).

A bactéria Bacteroides fragilis, comensal no intestino, pode ser toxigénica ou ndo toxigénica.
No primeiro caso, secreta uma toxina, a BFT (B. fragilis toxin). Esta toxina € um forte indutor
neopléasico no intestino, como foi demonstrado em ratos (Wu et al., 2009).

A Helicobacter pylori € uma bactéria patogénica que coloniza o estbmago humano. A esta
bactéria esta associado um efeito negativo no DNA: induz quebras na cadeia, sendo um dos fatores
mais relevantes na formacao de uma neoplasia gastrica (Toller et al., 2011).

Outro exemplo é a E. coli NC101, uma bactéria oportunista que coloniza o intestino apos um
estado inflamatorio e causa danos no material genético através da secrecdo de uma toxina (Arthur et
al, 2012).
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Os metabolitos originarios da atividade dos microrganismos, nomeadamente os SCFA,
também tém um papel importante. Os SCFA tém funcdes anti-inflamatdrias importantes, que vao
influenciar a formagdo de tumores. O butirato isolado ou conjuntamente com o propionato tem
capacidade de diminuir a proliferacdo e induzir apoptose nas células cancerigenas, e a deplecéo de
bactérias produtoras destes SCFA (Ruminococcus spp. e Pseudobutyrivibrio ruminis, por exemplo)
esta relacionada a existéncia de neoplasias (Weir et al., 2013).

N&o sdo so6 bactérias especificas ou produtos de metabolismo que prejudicam a relagdo entre
0 microbioma e o hospedeiro com consequéncias negativas. Um microbioma em estado de dishiose
ou uma falha nos mecanismos de controlo das interacdes entre 0 microbioma e o organismo também
podem induzir a doenca. A falha da barreira entre o microbioma e o epitélio pode levar a proliferacdo
de bactérias patogénicas que numa situacdo regular seriam impedidas de colonizar o intestino
(Schwabe & Jobin, 2013).

Apesar de existirem diversas ligacdes entre 0 microbioma humano e o desenvolvimento de
cancro, e necessario realizar mais estudos em humanos: muitos destes sdo realizados em modelos
animais. Um estudo mais profundo da relacdo entre os microrganismos comensais aos humanos e
estados patoldgicos é importante dado o papel que estes podem ter na identificacdo e no tratamento

de certos tumores (Deweerdt, 2015).

8.3 Microbioma caracteristico da obesidade e cancro

Existe uma ligacdo entre outra doenga com forte influéncia do microbioma e o
desenvolvimento de tumores. A obesidade é uma das condi¢es mais estudadas no que diz respeito a
patologias que influenciem o microbioma, e € também um importante fator que predispGe a
carcinogénese. Varias condi¢des subjacentes a obesidade, como a diminuicdo na diversidade de
microrganismos, desequilibrio hormonal, perturbaces metabdlicas e inflamagdo crdénica podem
promover o aparecimento de tumores e exacerbar o seu crescimento (O’Flanagan, Bowers, &
Hursting, 2015).

No carcinoma hepatocelular pode observar-se o papel carcinogénico da atividade do
microbioma da obesidade. No MTGI de um hospedeiro obeso existe uma promoc¢éo da producéo de
acido desoxicolico, um &cido biliar secundario. Estes niveis elevados de acido desoxicdlico, que
entram na circulagdo enterohepética através da veia porta, vao causar uma maior secre¢do de fatores

associados a senescéncia das células, e ttm uma ag&o promotora de tumores no figado (Ohtani, 2015).
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9 - Doencas inflamatorias intestinais

As doencas inflamatdrias intestinais sdo um grupo de doengas com sintomas como a diarreia
e dor abdominal, e caracterizam-se pela presenca de uma inflamacao crénica. Neste grupo incluem-
se a doenca de Crohn e a colite ulcerativa, entre outras, sendo no entanto estas duas as mais relevantes
e com maior prevaléncia. Estd associada a estas doengas uma resposta desadequada do sistema
imunitario da mucosa intestinal, e 0 microbioma € cada vez mais apontado como um possivel fator
importante no desenvolvimento e progressdo destas doencas (Lee et al., 2015; Sartor & Mazmanian,
2012).

9.1 - Microbioma nas doencas inflamatdrias intestinais

A funcdo do microbioma encontra-se perturbada nas doencas inflamatorias intestinais (DII).
Um estudo realizado por Morgan et al. (2012) em bidpsias intestinais e amostras de fezes revelou que
12% das vias metabdlicas se encontra alterada em individuos doentes. O metabolismo de
carbohidratos e a biosintese de aminoacidos, por exemplo, encontram-se diminuidos.

No MTGI de um doente com DII, é expectavel encontrar uma maior abundancia de
Actinobacteria e Proteobacteria em rela¢do aos controlos saudaveis, e uma diminuicdo nos Firmicutes
(Sartor & Mazmanian, 2012).

A diminuicdo nos Firmicutes produtores de SCFA com consequente nivel reduzido destes e a
mudanca para um ambiente favoravel a outros microrganismos (bactérias que beneficiam do estado
inflamatorio ao obter nutrientes nos tecidos lesados) também séo fatores fulcrais nesta doenca. O
microbioma caracteristico da DIl promove a perpetuacdo da doenga ao criar um microbioma promotor

da inflamacéo (Kostic, Xavier, & Gevers, 2014).

9.2 Complicagdes das doencas inflamatorias intestinais

O microbioma alterado na DIl pode trazer complica¢fes tanto sistémicas como locais. Na
doenca de Crohn, caso as ulceras mucosas quando em contacto com 0s microrganismos podem surgir
complicacdes como fistulas ou abcessos, ou podem surgir com menos frequéncia complicacdes
sistémicas, nas quais se incluem sépsis ou endocardite. Para além das complica¢fes causadas pelas

bactérias o tratamento de DIls com imunosupressores (corticosteroides, entre outros) aumentam o
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risco de infecdes oportunistas. O risco de infecdo com Clostridium difficile ou infegdes virais esta

bastante aumentado (Sartor & Mazmanian, 2012).

9.3 - Bactérias especificas associadas as doencas inflamatdrias intestinais

Existem bactérias que estdo associadas a incidéncia de DI, onde se incluem a Mycobacterium
avium paratuberculosis (MAP) e a E. coli aderente-invasiva (AIEC), uma estirpe da bactéria E. coli
com a capacidade de colonizar a mucosa na DC devido ao seu poder de aderir e invadir as células do
epitélio (Matsuoka & Kanai, 2015).

A bactéria MAP ndo tem uma relacdo causal definida. Existe uma associacdo desta a DC,
como comprovado por Feller et al. (2007), em que foi demonstrada uma maior quantidade de
anticorpos contra a MAP em individuos doentes. Contudo, um trabalho de investigacdo que consistiu
em administrar trés antibidticos especificos para esta bactéria ndo mostrou resultados positivos em
relacdo aos sintomas da doenca. A Unica relacdo entre a bactéria e a DC € a sua presenc¢a aumentada.

A bactéria AIEC esta associada as lesdes da mucosa em doentes com DC. Para além de ter
poder de aderir as células do epitélio e invadi-las, pode sobreviver e replicar-se dentro de macréfagos.
Esta espécie pode encontrar-se no trato gastrointestinal de individuos saudaveis, contudo, nesta
situacdo, ndo adere as celulas. Outras bactérias estdo associadas a DII, como a Helicobacter ou
Bacteroides fragilis enterotoxigénica. No entanto ndo existe uma identificacdo concreta do papel
destas bacteérias na etiologia das DII. (Liang, Sha, & Wu, 2014).

9.4 - AssociacOes genéticas

A existéncia de mais de 160 loci genéticos associados a DII revela que a predisposicao
genética € um fator de grande peso na etiologia da doenca. Uma grande parte destes loci dizem
respeito a relacdo entre o microbioma do trato gastrointestinal e o hospedeiro. Os genes NOD2,
ATG16L e IL23R contribuem para relagdo com os microrganismos (Major & Spiller, 2014).

O gene NOD?2 esta associado ao risco de doencga de Crohn. Este gene expressa um recetor
intracelular de um péptido caracteristico da parede celular de bactérias gram positivas. Quando existe
uma mutacdo no NOD2 existe uma maior resposta aos antigénios provenientes de microrganismos
com um maior risco de inflamagéo, podendo criar um problema no balango entre a comunidade de

microrganismos e o sistema imunitario (Liang et al, 2014; Matsuoka & Kanai, 2015).
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A mutacdo do gene ATG16L, importante na inducdo da autofagia, também esta associada a
doenca de Crohn. A autofagia € um processo em que as bactérias intracelulares ou respetivos
componentes sdo degradados e reciclados através dos autofagossomas, e 0 gene ATGI16L estad
envolvido na formacdo destes. A falha neste gene implica uma errada manutencdo dos antigénios
dentro das células, que pode originar uma deficiente producgéo de péptidos anti-bacterianos (Matsuoka
& Kanai, 2015).

O gene IL23R é essencial na resposta do hospedeiro a antigénios devido ao seu papel na
diferenciacdo dos linfocitos Th17. Defeitos neste gene prejudicam a abordagem do sistema imunitario
aos microrganismos (Liang et al, 2014).

Os fatores genéticos tém um papel importante nas DII: a sua presenca esta associada a uma
alteracdo do microbioma para um que € caracteristica desta patologia. Tendo em conta a influéncia
da genética na aquisicdo e manutencdo do microbioma, pode-se concluir que o genoma do hospedeiro

é de grande importancia (Matsuoka & Kanai, 2015).

9.5 - Abordagens terapéuticas

9.5.1 - Probioticos e antibioticos

Os probidticos e prebidticos tém a capacidade de promover a homeostase no intestino e
influenciar a barreira epitelial ao bloquear o local de ligacdo das bactérias patogénicas. Para além de
influenciar as bactérias presentes no TGI, também influenciam o sistema imunitario do hospedeiro
ao estimular as respostas inatas e restabelecer o equilibrio da producéo de citoquinas proinflamatorias.
Este tratamento € promissor nas DIl (Liang et al, 2014).

A mistura VSL#3, que contém Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium infantis e Streptococcus salivarius revelou-se promissora no tratamento da
colite ulcerativa (Liang et al, 2014).

Dois ensaios clinicos randomizados demonstraram uma remissao elevada em pacientes com
colite ulcerativa ativa. Este probidtico pode justificar esta resposta pela sua acdo no aumento das
células T regulatdrias (Matsuoka & Kanai, 2015).

A bactéria Nissle 1917 é uma estirpe ndo patogénica da especie E. coli, que também revelou
a capacidade de manter a remissdo da colite ulcerativa. Esta bactéria inibe a producdo do mediador
inflamatdrio IL-8 (Matsuoka & Kanai, 2015).
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O uso de antibidticos causa uma perturbacdo na homeostase do microbioma, podendo ser
também atil no tratamento de DII. Num estudo de duas semanas com antibioterapia direcionada a
bactéria Fusobacterium varium, houve uma acentuada redugdo nas contagens histolégicas e

endoscapicas apds o fim do tratamento (Sartor & Mazmanian, 2012).

9.5.2 - Dieta e prebidticos

A dieta é um fator crucial na composi¢do do microbioma. Quando sujeito a uma intervengao
extrema, como a EEN (exclusive enteral nutrition), o microbioma muda substancialmente. Esta dieta,
com uma grande alteracdo na composicao de carbohidratos, € um método de eleicdo para obter a
remissdo da DC (Lee et al., 2015; Wall, Day, & Gearry, 2013).

O uso de prebidticos como a inulina, que atinge o colon e €é utilizada pelas bactérias do
intestino por ndo ser digerida pelas enzimas do hospedeiro, também tem um efeito positivo na doenca
e causa um aumento do nivel de Bifidobacterium nas fezes de doentes com doenca de Crohn (o
aumento desta bactéria reflete uma substituicdo dos microrganismos patogénicos da doenca de Crohn
por um microrganismo comensal importante no equilibrio da mucosa intestinal) (Liang et al., 2014).

E necessario ter em conta que é prejudicial administrar prebiéticos em quantidade excessiva,
pois a fermentacdo vai causar gases e diarreia. Os efeitos positivos da alimenta¢do com prebioticos e
dos SCFAs que dela resulta vai ajudar na absor¢do do sédio, no metabolismo dos carbohidratos e no
controlo dos lipidos, para além de também contribuir no desenvolvimento de linfocitos Treg. A
suplementacdo com inulina causa um aumento na concentracdo da bactéria F. prauznitzii, que tem
efeitos anti-inflamatdrios. No entanto, na dieta EEN referida previamente, esta bactéria tem uma
contagem reduzida, facto do qual se pode retirar a conclusdo de que a dieta vai provavelmente
influenciar ndo a composic¢do da flora intestinal mas sim os metabolitos produzidos na digestéo.
Apesar de ser um campo pouco estudado, comegcam a surgir mais associacdes entre a dieta, 0

microbioma e as DIl (Lee et al, 2015).

9.5.3 - Transplante fecal

O transplante fecal de microrganismos consiste em transplantar matéria fecal de um individuo
saudavel para um individuo com o microbioma comprometido, e apesar de ser indicado na infecéo
por C. difficile existe a possibilidade de ser utilizado nas DII (Liang et al, 2014).

Uma analise a 18 estudos onde existiu tratamento de individuos com DIl (79 doentes com

colite ulcerativa, 39 doentes com DC e 4 doentes com uma DII ndo classificada) através de transplante
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fecal realizada por Colman & Rubin (2014) permitiu concluir que em 45% dos pacientes estudados
existiu uma remissao da doenca. A eficacia do tratamento pode-se considerar bastante variavel, mas
pode ser uma abordagem promissora apesar de ainda precisar de mais investigacdo. Para além da
eficacia também foi analisada a seguranca desta técnica, que se mostrou toleravel e segura. Surgiram
eventos de febre auto-limitada ap6s o tratamento, que foi atribuida ndo ao transplante mas sim ao
procedimento em si. Este estudo € severamente limitado e ndo permite tirar conclusdes gerais, mas é
um primeiro passo numa técnica que comega a ganhar espaco nas abordagens terapéuticas de DII.

Para realizar um transplante fecal, é necessario ter em conta fatores como a selecdo do doador
e a forma de administracdo do transplante. O transplante é normalmente feito a partir de membros da
familia do doente ou de doadores voluntérios. Ainda ndo existe uma ligacdo entre a eficacia de um
doador que seja parente do doente. O doador tem de ser analisado (sangue e fezes) para verificar a
existéncia de possiveis agentes patogénicos. O transplante é seguidamente administrado via uma
suspensdo em soro fisioldgico (veiculo mais comum, apesar de existirem outros). A administracdo
pode ser feita por sonda nasogéstrica, colonoscopia, endoscopia, entre outros. A via de administracao
vai depender do tipo de DIl (Liang et al, 2014).

9.5.4 - Utilizacdo de parasitas

Um trabalho de investigacdo conduzido por Garg et al. (2014) abordou a utilizacdo de
parasitas como tratamento das doencas inflamatorias intestinais. Os helmintas sdo parasitas com um
ciclo de vida complexo dentro do intestino do ser humano. A infecdo crénica causada pela presenca
destes é usualmente assintomatica, devido a sua modulacdo do sistema imunitario. Esta modulagéo
levanta a hipdtese de o parasita ter um efeito imunosupressor noutras doencas, onde se incluem as
DIl. Contudo, nédo foi possivel tirar conclusdes em relacdo a seguranca e eficacia desta abordagem.
O uso de Trichuris suis neste estudo revelou remissdo numa pequena percentagem de doentes mas é

necessario encarar esta possibilidade com estudos mais especificos e alargados.

Apesar da relacdo entre o microbioma e as DIl sugerir que é possivel uma abordagem
terapéutica orientada para a manipulacdo dos microrganismos a relacdo causal ndo esta
definitivamente estabelecida. E necessério indentificar o mecanismo pelo qual o microbioma pode
desencadear a doenca, uma analise mais profunda a resposta terapéutica do microbioma e a
identificacdo da associagéo entre a composi¢do do microbioma e o risco de desenvolver DII. Existem
cada vez mais evidéncias da ligagdo, mas falta encontrar o mecanismo que justifique uma relagéo de
causalidade (Kostic et al, 2014).
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Conclusao

O microbioma humano revelou-se recentemente um componente do organismo com grande
relevancia na salde. As técnicas de analise que existem abriram a possibilidade de realizar uma
identificacdo detalhada e compreensdo dos microrganismos pertencentes ao microbioma humano,

surgindo a possibilidade de considerar o microbioma um alvo terapéutico importante.

Asua caracterizacdo em locais chave como o trato gastrointestinal, a vagina e a pele e a ligagao
da dishiose com estados patoldgicos sdo o ponto essencial no estudo do microbioma humano.

Estdo demonstradas diversas implicacbes do microbioma para a saude. A populacdo de
microrganismos comensais ao ser humano desempenha papéis importantes na salde, nas quais se
incluem a disponibilizacdo de vias metabolicas que apoiam o arsenal enziméatico do hospedeiro
tornando a digestdo e absorcdo de nutrientes mais eficiente, a maturacdo do sistema imunitario e a
competicdo com microrganismos oportunistas impedindo a colonizacdo destes. Em troca o
organismo, cujo sistema imunitario se encontra tolerante a presenca destes microrganismos, fornece

um ambiente ideal ao crescimento destes microrganismos e 0s nutrientes que estes necessitam.

A alteracdo do microbioma pode estar diretamente relacionada com a evolugéo de certas
patologias. A obesidade, a diabetes e as doencas inflamatorias intestinais sao doencas cuja alteracdo
no microbioma é essencial. Nestas doencas existe um microbioma caracteristico que esta implicado
nos seus desenvolvimentos. Nas doengas inflamatdrias intestinais, a propensdo a estas doengas
conferida pela genética do hospedeiro aliada a alteracfes no microbioma também torna esta doenca
bastante dependente dos microrganismos que ocupam o organismo humano. Na infecdo por VIH, a
alteracdo no microbioma causada pela deficiente resposta do sistema imunitario da origem a
alteracbes nos microrganismos comensais e consequentemente pode originar complicacdes,
incluindo, por exemplo, a mais facil propagacdo do virus. No cancro, a alteracdo de certos
microrganismos face a alteracdes fisioldgicas podem causar desequilibrios que trazem complicagdes
a doenca, e 0s proprios microrganismos presentes podem ser fatores indutores de determinadas

neoplasias.

A investigacdo das implicagcbes biomeédicas do microbioma humano torna possivel a sua
abordagem como alvo terapéutico. O uso de probidticos e prebioticos € util em diversas patologias,
como exemplo, no alivio de sintomas caracteristicos da infe¢do por VIH causados por desequilibrios
ao nivel do trato gastrointestinal. A antibioterapia direcionada a microrganismos especificos permite

a eliminacdo de microrganismos oportunistas e reocupagdo dos microrganismos benevolentes. O

68



Conclusdo

estudo do microbioma humano abriu inclusive a hipdtese de formular novos farmacos direcionados
a recetores do hospedeiro dependentes da atividade deste (onde se incluem os recetores Gpr4l e
Gpra3).

Contudo, aliado ao estudo aprofundado do microbioma ser recente, surge a realidade de que
é necessario realizar mais investigacdo e perceber melhor como o microbioma pode influenciar a
saude. Muitos estudos sobre o microbioma sdo realizados em ratos ou em populagdes reduzidas,
faltando estudos alargados e que permitam criar relagfes mais definitivas entre 0 microbioma e as

suas implicagdes biomédicas.

E possivel concluir que num futuro recente, dado o réapido crescimento do conhecimento
acerca deste tema, 0 microbioma humano pode tornar-se um alvo terapéutico para a resolucdo de

diversos problemas de saude.
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