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Resumo

A microbiota intestinal consiste no conjunto de microrganismos residentes no intestino
humano e que ¢ responsavel pela execugdo de diversas fungdes, sendo essencial para a
manuten¢do da homeostase. Esta encontra-se em comunicagdo com o sistema nervoso
central através do eixo intestino-cérebro, sendo esta comunicagdo bidirecional. Varios
estudos tém revelado que a microbiota intestinal influencia o normal funcionamento do
cérebro e o comportamento, através da via neural, endocrina ou imunitaria. Desta forma,
a comunidade bacteriana comensal presente no intestino ¢ responsavel por regular as
respostas ao stress, tendo-se demostrado que modificagdes na composicdo da
microbiota se encontram associadas ao desenvolvimento de ansiedade e depressao.
Também em doengas como o autismo, a esquizofrenia, o Parkinson ou o Alzheimer, se
observam alteracdes a nivel da comunidade bacteriana intestinal. A modulagdo da
microbiota intestinal poderd, entdo, ser uma estratégia para o desenvolvimento de novas

opgoes terapéuticas para o tratamento de doengas mentais.

Palavras-chave: microbiota intestinal, cérebro, eixo intestino-cérebro, saide mental







Abstract

The gut microbiota consists of the collection of microorganisms residing in the human
intestine and that are responsible for the execution of several functions, being essential
for the maintenance of homeostasis. This is in communication with the central nervous
system through the gut-brain axis, being a bidirectional communication. Several studies
have revealed that the gut microbiota influences normal brain function and behavior
through the neural, endocrine and immune pathways. Thus the commensal bacterial
community present in the intestine is responsible for regulating stress responses and it
has been demonstrated that changes in the composition of the microbiota are associated
with the development of anxiety and depression. There are also changes in the intestinal
bacterial community in diseases such as autism, schizophrenia, Parkinson’s or
Alzheimer’s. Modulation of the gut microbiota may be a strategy for the development

of new therapeutic options for the treatment of mental illness.

Keywords: gut microbiota, brain, gut-brain axis, mental health
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Introduc¢do

Introducio

A microbiota intestinal desempenha diversas fungdes no organismo humano sendo
um participante importante na comunicagdo entre o intestino e o cérebro. Esta
comunicagdo ¢ bidirecional sendo realizada ao longo do cada vez mais falado eixo
intestino-cérebro (Cryan & Dinan, 2012). Alteragdes na comunicacdo ao longo deste
eixo e sobretudo, modificagdes na composicdo da microbiota intestinal tém sido
identificadas em doencas do foro mental, como depressdo, ansiedade, Alzheimer, entre
outras (Yarandi, Peterson, Treisman, Moran, & Pasricha, 2016). Torna-se entao
necessario responder a pergunta de como poderd a microbiota estar envolvido na
patogénese destas doencas: sera uma causa ou um efeito? (Mu, Yang, & Zhu, 2016).
Outra questao importante que se coloca ¢é se sera viavel utilizar este mesma microbiota e
a sua modulagdo, como op¢do terapéutica para estas patologias mentais (O’Mahony,

Clarke, Borre, Dinan, & Cryan, 2015).

Esta monografia tem como objetivo compilar a informacdo existente acerca da
microbiota intestinal e de que forma este se encontra relacionado com a saude mental.
Numa primeira parte sera abordado a microbiota e numa segunda parte serdo

desenvolvidos temas relacionados com o eixo intestino-cérebro.

No primeiro capitulo ¢ definido a microbiota intestinal e que espécies bacterianas se
encontram presentes no mesmo, referindo-se também como ocorre o desenvolvimento
da microbiota e quais as fungdes desta comunidade bacteriana intestinal no organismo
humano. E também feito um pequeno resumo acerca dos métodos utilizados para o

estudo da microbiota.

O segundo capitulo tem como objetivo explicar no que consiste o eixo intestino-
cérebro, quais os mecanismos envolvidos na comunicagdo entre este eixo € a microbiota
intestinal e como se procede o estudo do seu impacto na satide e na doenga. Por ltimo,
sdao abordadas diferentes doencas do foro mental, sendo apresentados diversos estudos
que demonstram o papel da microbiota intestinal na patogénese destas doencas, e de que
forma este também podera ser responsavel pela criacdo de novas abordagens

terapéuticas.

A escolha deste tema reside no facto de ser uma tematica bastante atual e sobre a

qual cada vez se fala mais. Por esse motivo, pensei que seria uma mais valia conhecer
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um pouco melhor o conceito de eixo intestino-cérebro e de que forma este pode estar
envolvido na saude mental, uma vez que se trata, na minha opinido, de um tema

bastante interessante e sobre o qual ainda muito se ouvira no futuro.

Para a elaboracgdo desta revisao foi realizada uma pesquisa bibliografica com recurso
as bases de dados PubMed e B-on, tendo-se procurado as palavras-chave “gut
microbiota”, “microbiome”, “gut-brain axis” e mais tarde foram procurados conceitos
mais complexos como “gut microbiota/mental health”, “gut microbiota/anxiety” ou
“gut-brain axis/anxiety” em relacdo as diversas doencas. Os artigos recolhidos
preferencialmente foram os mais recentes mas obtiveram-se muitos resultados

sobretudo a partir de 2010, sendo a selegdo feita primeiramente pela leitura do abstract.
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A Microbiota

1. A Microbiota

As bactérias encontram-se espalhadas por todo o planeta terra, podendo ser
encontradas nos mais diversos ambientes, desde as florestas da Amazonia, aos desertos
com temperaturas elevadas, nos glaciares da Antérctica e até nas profundezas dos
oceanos (Montiel-Castro, Gonzalez-Cervantes, Bravo-Ruiseco, & Pacheco-Lopez,
2013). Também o organismo humano se encontra colonizado por bactérias e outros

microrganismos.

O corpo humano ¢ constituido por um complexo ecossistema, onde cerca de 90%
das células ndo sdo de origem humana mas sim de origem microbiana, sendo que estas,
aproximadamente, 100 trilides de células juntas correspondem a quase 1-2 kg num
individuo adulto (Forsythe & Kunze, 2013; Turnbaugh et al., 2007). A &4rea mais
colonizada do organismo humano ¢ o trato gastrointestinal onde se podem encontrar
10"3-10" microrganismos, sobretudo ao nivel do célon (Gill et al., 2006; Ley, Peterson,
& Gordon, 2006). A maioria dos artigos publicados considera que isto significa que os
microrganismos presentes no trato gastrointestinal sao 10 vezes mais que o numero de
cé¢lulas humanas no corpo ¢ possuem 150 vezes tantos genes como o genoma humano
(Gill et al., 2006; Ley et al., 2006). Esta ideia tem persistido até ao presente, sendo
referida por intimeras vezes nos diferentes trabalhos publicados desde que o
microbiologista Thomas Luckey estimou o racio de 10:1 em 1972 (Luckey, 1972). No
entanto, recentemente Judah Rosner (2014) questionou esta hipdtese ao salientar que
ndo existem muitos estudos que estimem, de fato, o numero de células humanas e
microbianas no organismo humano. Ron Sender, Shai Fuchs e Ron Milo (2016)
recalcularam estes nimeros ao procederem a uma revisdo dos dados experimentais mais
recentes e concluiram que o “homem referéncia”, definido como tendo entre 20-30 anos,
70 kg de peso e 1,70 m de altura (Snyder et al., 1975), possui cerca de 3,9x10" células
bacterianas e 3,0x10" células humanas (Sender, Fuchs, & Milo, 2016). Assim
concluiram que o racio serd de 1,3:1 em vez de 10:1, de tal forma que apos cada
defecagdo o nimero de células humanas ainda se aproxima mais do nimero de células

bacterianas (Sender et al., 2016).

Ao conjunto de microrganismos que habitam um determinado ambiente, como por
exemplo neste caso o intestino humano, did-se o nome de microbiota enquanto ao

conjunto de genes e genomas presentes dentro da microbiota se d4& o nome de
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microbioma (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013). Uma vez que a maioria dos estudos recorre
a identificacdo dos genes presentes na microbiota para o estudar, sera utilizada a
terminologia microbioma em situagdes que se refiram aos estudos em si enquanto a

terminologia microbiota serd utilizada quando forem referidas as agdes das bactérias.

O numero de espécies presentes na microbiota intestinal varia bastante, mas
considera-se que no intestino de um adulto existem mais de 1,000 espécies (Qin et al.,
2010) e mais de 7,000 estirpes (Ley et al., 2006). As bactérias, que predominam neste
ambiente, sdo sobretudo anaerdbias e pertencem ao filo dos Firmicutes e ao filo dos
Bacteroidetes, mas também se podem encontrar bactérias dos filos das Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobacteria ainda que em muito menor
abundancia (Eckburg et al., 2005). Embora a composi¢ao bacteriana da microbiota varie
entre individuos, foi proposto que a microbiota intestinal de todos os humanos se pode
classificar como um de trés enterotipos principais, sendo cada um destes caraterizado
por niveis elevados de um tUnico género: Bacteroides spp., Prevotella spp. ou
Ruminococcus spp. (Arumugam et al., 2011). Mas o intestino humano também ¢
colonizado por fungos, protozoarios, archaea (Béickhed, Ley, Sonnenburg, Peterson, &

Gordon, 2005) e virus (Reyes et al., 2010) embora em menor quantidade.
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A Microbiota

1.1 Desenvolvimento do microbioma intestinal

O intestino do recém-nascido ¢ considerado estéril aquando do nascimento,
embora estudos recentes acerca do microbioma da placenta e do utero desafiem esta
suposicao (Aagaard et al., 2015; Funkhouser & Bordenstein, 2013). No entanto,
considera-se que o primeiro microbioma adquirido pelo recém-nascido depende do
modo como nasce, uma vez que o microbioma dos bebés nascidos por parto vaginal se
assemelha ao microbioma vaginal e intestinal da mae, enquanto os bebés nascidos por
cesariana possuem um microbioma semelhante ao que geralmente se encontra na pele
ou no ambiente hospitalar (Biasucci et al., 2010; Dominguez-Bello et al., 2010). A

cronologia da aquisi¢do deste primeiro microbioma encontra-se esquematizada na figura

CYCR=2

Pré-natal Nascimento Pos natal
(estéril) [culun izado)

R RV 3

Figura 1 - Desenvolvimento do microbioma (adaptado de Grenham, Clarke, Cryan, & Dinan, 2011)

Além do tipo de parto pensa-se que a idade gestacional podera contribuir para a
composi¢do microbial do organismo. Num estudo onde foram analisadas amostras de
fezes de 10 criangas pré-termo, verificou-se que o seu microbioma nao possui
Bifidobacterium e Lactobacillus que correspondem a dois dos principais géneros de

bactérias presentes no intestino de recém-nascidos de termo (Barrett et al., 2013).

Durante os primeiros dias de vida o microbioma intestinal da crianca € pouco
diversificado e bastante instavel, tornando-se progressivamente mais estavel com a
introdug@o do leite materno ou artificial. A populagdo microbiana ¢ bastante diferente

dependendo do tipo de dieta — o microbioma das criangas alimentadas com leite
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IMPACTO DA MICROBIOTA INTESTINAL NA SAUDE MENTAL

materno € menos diversificado contudo mais estavel que o das criangas alimentadas
exclusivamente com leite artificial (Fan, Huo, Li, Yang, & Duan, 2014; Roger,

Costabile, Holland, Hoyles, & McCartney, 2010; Schwartz et al., 2012).

O microbioma volta a sofrer nova alteracdo entre o primeiro e segundo ano de
vida, devido ao desmame e consequente introducao de comida solida (Bergstrom et al.,
2014; De Filippo et al., 2010; Fallani et al., 2011). De facto observou-se que a
amamentacdo, independentemente da sua duragdo, fornece as criangas um conjunto
especifico de bactérias, unico e bastante distinto do encontrado em criangas que ja
ingerem comida solida (De Filippo et al., 2010). No mesmo estudo também se verificou
que a introdugdo desta alimentacdao tem um papel bem mais notavel que outros fatores
ambientais ou fisiologicos, contribuindo grandemente para a formag¢ao do microbioma a
longo prazo (De Filippo et al., 2010). E entre os 18 ¢ os 36 meses de idade que o
microbioma intestinal sofre a sua ultima grande alteragcdo, sendo esta gradual ao longo
do tempo por influéncia da dieta solida mais variada, comegando-se a assemelhar aos
poucos ao microbioma estavel do adulto (Bergstrom et al., 2014; De Filippo et al., 2010;
Koenig et al., 2011). Quanto mais cedo se introduz a comida sélida na dieta, mais cedo
este microbioma atinge a estabilidade (Bergstrom et al., 2014). Apesar de se assumir
que o microbioma intestinal da crianca se assemelha ao do adulto, alguns estudos
demostraram que o microbioma intestinal durante a adolescéncia ainda possui
diferengas significativas quando comparado com a flora microbiana do adulto,
sobretudo ao nivel das quantidades em que se podem encontrar os diferentes géneros

bacterianos (Agans et al., 2011; Ringel-Kulka et al., 2013).

Existem ainda outros fatores que influenciam a composi¢do do microbioma em
desenvolvimento de uma crianga, tal como fatores geogréaficos e culturais, utilizagdo de
antibidticos e consumo de probidticos e prebioticos (Persaud et al., 2014; Saavedra,

2007; Yatsunenko et al., 2012),

Com a chegada a idade adulta o microbioma intestinal torna-se caracteristico de
cada individuo, mantendo-se relativamente estdvel com o tempo - as maiores alteracdes
surgem na abundancia das bactérias presentes no intestino (Rajilic-Stojanovic, Heilig,
Tims, Zoetendal, & De Vos, 2013). Cada individuo parece possuir um microbioma
nucleo (Rajilic-Stojanovic et al., 2013; Turnbaugh & Gordon, 2009), que ¢ estavel tanto

por periodos curtos de tempo, inferiores a 1 ano, como por periodos mais longos,
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superiores a 10 anos (Rajilic-Stojanovic et al., 2013). Quando o organismo ¢ exposto a
certos estimulos externos capazes de causar alteracdes, como a utilizagdo de antibioticos,
stress ou viagens, o microbioma consegue resistir, mantendo ou restaurando o seu
nucleo microbiano estdvel podendo, contudo, sofrer flutuagdes quantitativas (Rajilic-
Stojanovic et al., 2013). Modificagdes nesta capacidade funcional de recuperaciao e
consequente alteracdo permanente do microbioma estdo associadas, por exemplo, a
disturbios metabolicos como a obesidade (Turnbaugh et al., 2009; Turnbaugh & Gordon,
2009). E ainda importante referir que o microbioma intestinal embora sendo bastante
estavel, apresenta plasticidade durante a idade adulta sendo influenciado por exemplo,
por fatores nutricionais, apresentando diferencas na sua composi¢do apos a introducao
de mudangas na dieta (David et al., 2014). A capacidade de recuperacio que se observa
no microbioma intestinal resulta do facto de este ser bastante resiliente no que toca a
estimulos presentes por curtos periodos de tempo (Lozupone, Stombaugh, Gordon,

Jansson, & Knight, 2012; Sonnenburg et al., 2016).

A medida que envelhece, a diversidade e estabilidade do microbioma intestinal
diminui de acordo com o estado de satde do individuo (Claesson et al., 2011). Os
fatores que mais influenciam a composicao do microbioma intestinal do idoso sdo: o
local de residéncia (residéncia assistida, comunidade, hospital), o regime dietético, o
uso de antibidticos ou outra medicacdo e estado geral de saude (Bartosch, Fite,

Macfarlane, & Mcmurdo, 2004; Claesson et al., 2012; Qato & Johnson, 2008).
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1.2 Funcgoes da microbiota intestinal

A comunidade bacteriana intestinal encontra-se separada do interior do organismo
por uma unica camada de células epiteliais, sendo através desta superficie mucosa do
intestino do hospedeiro que a interagao hospedeiro-bactéria ocorre (Chen, D’Souza, &
Hong, 2013). Esta interagao ¢ vista como uma relagdo mutualista uma vez que ambos
tém beneficios: as bactérias contribuem para o metabolismo do hospedeiro enquanto

ocupam um ambiente protegido e rico em nutrientes (Hooper & Macpherson, 2010).

Sao vérias as fungdes que a microbiota intestinal desempenha no organismo humano.
Em particular, tem um papel extremamente importante no desenvolvimento e
funcionamento do sistema imune inato e adquirido (Olszak et al., 2012; Round,
O’Connell, & Mazmanian, 2010). Sabe-se ainda que ¢ importante na distribuicdo da
gordura corporal, na absor¢cdo de nutrientes que de outra forma seriam inacessiveis € no
metabolismo dos lipidos (Backhed et al., 2004, 2005). Outras funcdes passam por
fornecer protecdo contra lesdes nas células epiteliais, mantendo a homeostase do
epitélio intestinal, prote¢do contra agentes patogénicos e xenobidticos e modulacdo da
motilidade intestinal (Hooper et al., 2001; Rakoff-Nahoum, Paglino, Eslami-Varzaneh,
Edberg, & Medzhitov, 2004; Verdu & Collins, 2004).

A microbiota intestinal ¢ ainda extremamente importante na transmissdo de sinais
para o cérebro, uma vez que € essencial na comunicacdo entre o trato gastrointestinal e o
sistema nervoso central (SNC) (Cryan & Dinan, 2012). Esta relagdo serd mais

detalhadamente abordada no capitulo 2.
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1.3 Como se estuda a microbiota

De forma a perceber o papel da microbiota no organismo torna-se essencial
identificar os microrganismos que o compdem. No passado recorria-se a cultura
bacteriana das amostras recolhidas do local a estudar, contudo s3o poucos os
microrganismos que podem ser cultivados (Chen et al., 2013; Eloe-Fadrosh & Rasko,
2013). Além do mais, a selecdo dos meios mais indicados e os tempos de incubagdo
necessarios sdo consumidores de tempo, outro aspeto que torna este método pouco
vantajoso (Chen et al., 2013). No entanto, a maior desvantagem deste método ¢ o facto
dos resultados experimentais nao refletirem a dindmica populacional das comunidades
bacterianas, uma vez que ndo ¢ possivel cultivar um grupo de microrganismos em
conjunto, sem alterar a frequéncia individual de cada espécie nessa populacdo. Por essa
razdo foi necessario encontrar outras metodologias que fossem mais precisas (Chen et

al., 2013).

A técnica mais utilizada pelos investigadores para identificar microrganismos em
amostras consiste na sequenciagdo do DNA, sendo a metodologia mais comum a da
sequenciagdo de um marcador — uma sequéncia de DNA pequena e unica em cada
espécie, que pode ser utilizada para identificar o genoma que a contem (Genetic Science
Learning Center, 2014). Os marcadores possibilitam a identificacido de um
microrganismo sem que seja necessario proceder a sequenciagdo de todo o seu genoma,
0 que torna o processo mais rapido (Genetic Science Learning Center, 2014). Assim,
para se proceder a caraterizacdo taxondomica da comunidade bacteriana intestinal, a
maioria dos estudos recorre a andlise comparativa da sequéncia do gene do RNA
ribossomal 16S (gene 16S rRNA), um componente da pequena subunidade dos
ribossomas procaridticos (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013). Como ¢ uma regido bastante
conservada em cada espécie ¢ utilizada como um marcador genético microbiano. A
sequéncia do gene 16S rRNA obtida da amostra ¢ depois comparada com as sequéncias
j& conhecidas, reunidas numa base de dados, o que permite aos investigadores descobrir
se essa amostra provém de uma espécie ja conhecida ou, por contrdrio, se trata de uma
espécie ainda ndo identificada. Estas bases de dados possuem inumeras sequéncias de
referéncia recolhidas em numerosos habitats, nomeadamente dos diferentes locais do
organismo humano como por exemplo do intestino (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013;

Genetic Science Learning Center, 2014).
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Outra técnica bastante utilizada ¢ a analise metagenomica, que ¢ sobretudo utilizada
para se proceder a caraterizacdo funcional e identificacio do genoma de toda a
populagdo microbiana presente num determinado ambiente, designadamente o trato
gastrointestinal (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013). Pode-se entdo observar a combinagdo
de genes presentes nessa comunidade e prever que fungdes estdo a ser executadas pela
mesma (Genetic Science Learning Center, 2014). Também neste caso existem bases de
dados que permitem a comparacdo dos resultados e consequente identificacdo das

comunidades microbianas (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013).

A conjugacao destas duas técnicas permite nao so6 identificar os microrganismos que
constituem o microbioma intestinal, mas também perceber as suas fungdes, tal como se

encontra esquematizado na figura 2 (Genetic Science Learning Center, 2014).
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Figura 2 — Como se estuda o microbioma (adaptado de Genetic Science Learning Center, 2014)
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A maioria dos estudos tem sido realizada em modelos animais nos quais a influéncia
dos fatores genéticos do hospedeiro, bem como de fatores ambientais como a dieta,
consegue ser bastante controlada (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013). A utilizacdo de
animais, sobretudo ratos livres de germes ou humanizados (ratos livres de germes que
foram transplantados com uma comunidade microbiana proveniente de fezes humanas),
fornece informacdo importante acerca das interagcdes entre o hospedeiro e o seu
microbiota. Contudo, as descobertas obtidas através dos modelos animais nem sempre

podem ser diretamente translacionadas para humanos (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013).

Por fim, os estudos que incorporam a componente temporal permitem obter mais
observacdes acerca da comunidade intestinal, em vez de apenas uma fotografia
instantanea captando s6 um determinado instante. Assim, as dindmicas existentes entre
hospedeiro-microbiota podem ser analisadas diariamente, mensalmente, ou até mesmo
anualmente (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013). De forma semelhante, os estudos que
englobam a componente espacial também sdo importantes no contexto das interagdes
bioquimicas e atividades que ocorrem na escala micrométrica (Eloe-Fadrosh & Rasko,

2013).
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2. Eixo Intestino-Cérebro

A influéncia da microbiota intestinal estende-se para além do trato gastrointestinal,
tendo um forte impacto no sistema nervoso central. Este conhecimento remonta ao
século dezanove e inicio do século vinte, gracas aos trabalhos pioneiros de William
Beaumont, Claude Bernard, William James, Carl Lange, Ivan Pavlov, Charles Darwin e
mais tarde, Walter Cannon. Charles Darwin observou que as secregdes provenientes do
“canal alimentar” e de outros 6rgaos eram afetadas por emocgoes fortes. Walter Cannon,
o pai fundador do estudo da motilidade gastrointestinal, realgou a primazia do
processamento cerebral na modulagdo da fung¢do intestinal, como foi referido por John
Cryan e Timothy Dinan num dos seus trabalhos de revisao acerca deste tema (Cryan &

Dinan, 2012).

Uma das mais antigas evidéncias da intera¢do entre a comunidade bacteriana
intestinal e o cérebro surgiu hd 20 anos e advém da observag¢do dos efeitos benéficos
dos laxantes e antibidticos orais em doentes com encefalopatia hepatica (Victor &

Quigley, 2014).

Surge assim o conceito de eixo intestino-cérebro ou eixo cérebro-intestino,
dependendo se nos referimos a via desde o intestino até ao cérebro ou a via oposta, que
consiste num sistema de comunicacdo bidirecional envolvendo o sistema nervoso
entérico (SNE), o nervo vago, o sistema nervoso simpatico e parassimpatico e o sistema
endocrino e imune (Bercik, Collins, & Verdu, 2012). Mais tarde surgiu o conceito de
eixo microbiota-intestino-cérebro como uma extensdo do conceito anteriormente
apresentado, com a intencdo de salientar o papel da microbiota intestinal nesta
comunicagdo, embora atualmente ambos os termos sejam utilizados de igual forma

(Stilling, Dinan, & Cryan, 2014).
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2.1 Mecanismos de acido do eixo intestino-cérebro

Como Yarandi e colegas (2016) referem num recente artigo de revisdo, existem
teoricamente diversos mecanismos através dos quais a microbiota intestinal influencia o
cérebro, mecanismos esses que se sobrepdem e amplificam. Todos requerem que os
microrganismos ou os seus produtos metabolicos acedam as camadas mais profundas do
intestino, como a camada mucosa, a camada epitelial e a l1dmina prépria, de forma a
ativarem diversos fatores que terdo algum impacto a nivel cerebral. A tinica excegdo ¢ a
interface epitélio-microbiota pois a interagdo ocorre diretamente no local, ndo sendo
necessario os microrganismos ou outros produtos atravessarem a barreira intestinal para
os seus efeitos serem sentidos. Assim, a permeabilidade intestinal é provavelmente o
fator mais importante a dar inicio as interacdes da microbiota com o restante organismo.
De seguida serdo referidos os diferentes mecanismos envolvidos na comunicagdo
bidirecional ao longo do eixo intestino-cérebro, comegando por se explicar mais

aprofundadamente de que forma a barreira intestinal se encontra envolvida.

Barreira intestinal e sua permeabilidade

O epitélio intestinal ¢ bastante importante na absorcdo dos nutrientes mas possui
uma outra fun¢do igualmente importante — a de barreira fisica — fungdo essa que ¢
possivel gracas as tight junctions presentes entre as células epiteliais. A permeabilidade
intestinal ¢ essencial para o correto funcionamento do epitélio, pois caso esteja alterada
val permitir a passagem de microrganismos e outras substancias o que significa que a

func¢do de barreira se encontra alterada (Yarandi et al., 2016).

A microbiota intestinal ¢ essencial na prevencao da colonizacdo por bactérias
patogénicas, uma vez que compete com estas por nutrientes e fatores de crescimento
(Kamada, Chen, Inohara, & Nufiez, 2013). Quando esta microbiota normal ¢ alterada,
por exemplo devido a utilizagdo de antibidticos, os organismos patogénicos podem
colonizar o epitélio intestinal e produzir toxinas. Estas juntamente com a inflamagao
resultante da resposta imunitaria gerada pela presenca dessas toxinas, poderdo levar ao
aumento da permeabilidade intestinal (Feltis et al., 1999; Hecht, Pothoulakis, LaMont,
& Madara, 1988).

Por outro lado, a microbiota intestinal pode também aumentar a funcao da barreira

intestinal, protegendo e melhorando as tight junctions, fungdo demonstrada em varios
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estudos através da utilizagdo de probidticos como tratamento em disturbios
gastrointestinais, que provocaram uma diminui¢do da permeabilidade intestinal (Gupta,

Andrew, Kirschner, & Guandalini, 2000; Madsen et al., 2001).

Uma barreira intestinal debilitada leva a um aumento da permeabilidade, o que
permite a passagem dos microrganismos intestinais para o tecido linféide mesentérico
(Dicksved et al., 2012). Como o sistema nervoso entérico e as c¢lulas imunitarias da
mucosa intestinal ficam expostas a quantidades maiores de bactérias, poderdo
desencadear uma resposta imunitéria, havendo libertagdo de citoquinas inflamatdrias e
ativacdo do nervo vago e neurdnios aferentes da medula espinal que, por sua vez, irdo
modular a atividade do sistema nervoso central (SNC) e entérico (Gareau, Silva, &
Perdue, 2008). Por outro lado, este aumento de permeabilidade também permite a
passagem de produtos do metabolismo da comunidade bacteriana, como
lipopolissacarideos (LPS) ou peptideos neuroativos, que poderdo alterar a atividade do
SNC e SNE (Chakravarty & Herkenham, 2005; van Noort & Bsibsi, 2009). No caso dos
LPS, estes podem ativar os recetores toll-like presentes nas células epiteliais, nos
neurénios entéricos, nos neurdnios sensoriais aferentes da coluna vertebral e varias
células no cérebro, modulando a sua atividade e afetando dessa forma o funcionamento
do SNE e do SNC (Yarandi et al., 2016). Estes sdo apenas dois mecanismos que sao
despoletados pela alteracdo da permeabilidade da barreira intestinal e que provocam

efeitos a nivel do cérebro.

Metabolitos bacterianos € neurotransmissores

Um outro mecanismo de comunicag¢dao entre o microbioma intestinal e o cérebro
consiste na influéncia dos metabolitos bacterianos. Estes teoricamente podem ser
absorvidos para a corrente sanguinea e assim ter efeito noutros 6rgaos, nomeadamente o
cérebro, ou poderdo interagir com elementos do proprio intestino como células
enddcrinas € nervos que, por sua vez, comunicardo com o cérebro. Existem varios
exemplos, como os ja referidos LPS que podem influenciar o cérebro diretamente, ao
ativarem os recetores foll-like das células da microglia o que causa a libertacdo de
citoquinas inflamatorias no SNC, ou indiretamente ao induzirem a libertacdo de
citoquinas inflamatdrias no trato gastrointestinal (Yarandi et al., 2016). Outro exemplo
consiste na digestdo e fermentacdo dos carboidratos complexos a acidos gordos de

cadeia curta (SCFA) pela microbiota intestinal no co6lon, dando origem a acetato,
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propionato e butirato, que possuem propriedades neuroativas (MacFabe, Cain, Boon,
Ossenkopp, & Cain, 2011; Macfarlane & Macfarlane, 2003; Thomas et al., 2012). O
butirato funciona como um inibidor da histona deacectilase, ¢ utilizado como um
substrato energético no coélon para a producao de ATP e ¢ um ativador do recetor
acoplado a proteina G (Bourassa, Alim, Bultman, & Ratan, 2016); o propionato causa
acidifica¢do intracelular o que pode produzir efeitos generalizados sobre a libertagdo de
neurotransmissores; o acetato afeta sobretudo o metabolismo energético no cérebro

(MacFabe et al., 2011).

As bactérias intestinais sao ainda capazes de produzir diversos neurotransmissores ¢
neuromoduladores como produtos secunddrios do seu metabolismo. Sabe-se que
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. produzem acido gama-aminobutirico (GABA)
(Barrett, Ross, O’Toole, Fitzgerald, & Stanton, 2012; Lyte, 2011), enquanto Candida
spp., Streptococcus spp., Escherichia spp. e Enterococcus spp. produzem serotonina,
Bacillus spp. produz dopamina, Escherichia spp., Bacillus spp. € Saccharomyces spp.
produzem noradrenalina e Lactobacillus spp. produz acetilcolina (Lyte, 2011). O
GABA ¢ um dos mais importantes neurotransmissores do SNC sendo o principal
neurotransmissor inibitério no cérebro, regulando diversos processos fisiologicos e
psicolégicos, de tal forma que desregulagdes neste sistema se encontram associadas a
ansiedade e depressdo (Barrett et al., 2012). A serotonina (5-HT) ¢ um metabolito do
aminoacido triptofano sendo um outro importante neurotransmissor do SNC e do trato
gastrointestinal. Esta regula uma série de fun¢des no organismo como o humor e o
comportamento, o sono, o apetite, os ciclos circadianos e outras funcdes
neuroenddcrinas, sendo também responsavel por regular os movimentos intestinais
(Frazer & Hensler, 1999). A dopamina também regula diferentes fun¢des do SNC
incluindo a locomocao, a cogni¢do, as emogoes € a secrecdo de hormonas, e alteragcdes
na sua neurotransmissao estdo associadas a diversas disfun¢des cerebrais (Jaber,
Robinson, Missale, & Caron, 1996). A noradrenalina ¢ um neurotransmissor do sistema
nervoso simpatico essencial para as respostas de fuga ou luta, aumentando a frequéncia
cardiaca e o fluxo sanguineo para o musculo-esquelético, preparando assim o cérebro
para responder aos estimulos do exterior (Rogers, 2015). No SNC, a acetilcolina ¢
sobretudo importante no desempenho de fungdes cognitivas como a aprendizagem e a

memoria (Hasselmo, 2006).
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No que toca ao papel dos neurotransmissores no eixo intestino-cérebro, ¢ referido
bastantes vezes o impacto do metabolismo do triptofano e funcionamento do sistema
serotoninérgico. Isto pois a desregulacdo do metabolismo do triptofano encontra-se
envolvida em diversas doencas do trato gastrointestinal e distirbios cerebrais (Cryan &
Dinan, 2012; O’Mahony et al., 2015). Varios estudos com ratos livres de germes
verificaram que estes possuem niveis mais elevados de triptofano no plasma, niveis
superiores de serotonina, havendo também estudos que observaram alteragdes no racio
de quinurenina: triptofano nestes animais. Para além destes dados, a propria microbiota
intestinal podera utilizar o triptofano diminuindo a sua disponibilidade para o
hospedeiro (O’Mahony et al., 2015). Alguns destes estudos serdo abordados mais a

frente de forma mais pormenorizada no contexto de doengas especificas.

Nervo Vago

E possivelmente através do nervo vago que todos estes processos poderdo
influenciar a atividade do SNC (Yarandi et al., 2016). O nervo vago, também designado
de X nervo craniano, ¢ o maior nervo do sistema parassimpatico e inerva o0rgaos do
pescogo, torax e abdémen, coordenando diversas fungdes vitais do organismo. E
responsavel pela manutencdo da homeostase metabdlica através da regulacao do ritmo
cardiaco, da motilidade gastrointestinal e da producdo das suas secrecdes, da produgao
da glicose hepatica e da produgdo das secre¢des pancreaticas. E ainda um componente
importante no reflexo inflamatorio, que controla as respostas imunitarias e a inflamagao
aquando da invasao por organismos patogeénicos € em casos de lesdo tecidual (Pavlov &
Tracey, 2012). Varios estudos animais evidenciaram a comunicagdo entre a microbiota
intestinal e o SNC através do nervo vago, verificando-se que na infeg¢do intestinal com
certos microrganismos patogénicos como Campylobacter jejuni, Salmonella
Typhimurium ou Citrobacter rodentium, a informagdo € transmitida do intestino ao
cérebro através do nervo vago (Goehler et al., 2005; X. Wang et al., 2002), observando-
se também que os animais testados apresentavam alteragdes no comportamento como
ansiedade (Lyte, Li, Opitz, Gaykema, & Goehler, 2006). A ativacdo do nervo vago foi
verificada pelo aumento da expressao de c-fos no cérebro, que ¢ utilizado como
marcador da atividade neuronal (Goehler et al., 2005; Lyte et al., 2006; X. Wang et al.,
2002). Também se verificou que em ratos vagotomizados ndo existe transmissdo dos
efeitos a nivel do comportamento e dos efeitos neuroquimicos (X. Wang et al., 2002). A

administracdo de certos probidticos também provoca alteragdes no comportamento
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estando esse efeito dependente da ativacdo deste nervo (Perez-Burgos et al., 2013).
Como os indicios da existéncia deste mecanismo de comunica¢do ao longo do eixo
intestino-cérebro  sdo  vastos, estes serdo novamente abordados  mais
pormenorizadamente no capitulo 2.3 de forma a melhor se compreender as vias
envolvidos na comunicacdo entre a microbiota intestinal e o cérebro nas doengas

mentais.

Eixo hipotalamo-hipo6fise

Como foi referido anteriormente, a comunicagao ao longo do eixo intestino-cérebro
¢ bidirecional, portanto da mesma forma que a microbiota intestinal pode influenciar o
cérebro através dos mecanismos apresentados, também o cérebro pode alterar o
funcionamento do intestino e ter algum impacto na microbiota. O SNC e mais
especificamente o eixo hipotdlamo-hipdfise ou “hypothalamic pituitary adrenal axis”
(HPA), podem ser ativados em resposta a fatores ambientais tais como emocdes ou
stress, sendo que o eixo hipotalamo-hipéfise é considerado o principal eixo eferente que
controla as respostas adaptativas do organismo a qualquer estimulo stressante (Tsigos &
Chrousos, 2002). A ativagdo deste eixo leva a producdo de fator de libertagdo de
corticotrofina - “corticotropin releasing factor” (CRF) - pelo hipotadlamo, estimula a
secrecdo da hormona adrenocorticotrofica (ACTH) pela hipofise que, por sua vez, leva a
libertacdo de cortisol pelas glandulas suprarrenais (Burke, Davis, Otte, & Mohr, 2005).
O cortisol € a principal hormona responsavel pela resposta ao stress, afetando muitos
orgdos incluindo o cérebro. Também afeta as células imunitérias, levando a producao de
citoquinas, pode alterar a permeabilidade do intestino e a sua funcdo de barreira, o que
permite a modificacdo da microbiota (Cryan & Dinan, 2012). Todos estes mecanismos

se encontram esquematizados na figura 3.
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Figura 3 - Mecanismos envolvidos na comunicagio bidirecional do eixo intestino-cérebro (adaptado de
Cryan e Dinan, 2012)
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2.2 Como se estuda o papel da microbiota na satide e doenca

O papel da microbiota intestinal no eixo intestino-cérebro e, mais especificamente,
que impacto esta comunicagdo bidirecional podera ter na manutengdo da saide ou no
desenvolvimento de doengas, tem sido demonstrado por diferentes abordagens
experimentais em modelos pré-clinicos. Estas englobam a manipulagdo da microbiota
intestinal através da ingestdo de antibidticos ou probioticos, alteracdo da dieta (De
Filippo et al., 2010; Wu et al., 2011), transplante fecal, modelos animais com animais
livres de germes ou livres de patogénicos especificos e estudos de infegdo, tal como
representado na figura 4 (Cryan & Dinan, 2012; Mayer, Knight, Mazmanian, Cryan, &
Tillisch, 2014). Cada um destes modelos iréd ser abordado de seguida.
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Figura 4 - Abordagens experimentais para estudo da microbiota e eixo intestino-cérebro (adaptado de
Cryan e Dinan, 2012)
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Probioticos

Probidticos sdo definidos como organismos vivos que quando ingeridos em
quantidades adequadas beneficiam a saude do hospedeiro (Quigley, 2008). Estes
colonizam transitoriamente o trato gastrointestinal, aumentando a concentragdo de

microrganismos benéficos o que promove a criagdo de um equilibrio na microbiota
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intestinal do hospedeiro, que em casos de doenca se encontra desregulada (Sherman,
Ossa, & Johnson-Henry, 2009). Possuem ag¢des muito diversas podendo atuar no limen
do intestino através da produgdo de moléculas antibacterianas, podem melhorar a fun¢ao
de barreira da mucosa intestinal ao aumentarem a producao de moléculas imunitarias,
ou podem promover as respostas imunitarias adaptativas entre outras fungdes (Sherman
et al., 2009). Olhando para a totalidade de estudos que existem acerca deste tema, ¢
possivel concluir que existem diversas estirpes de probioticos capazes de modular
diferentes aspetos do eixo microbiota-intestino-cérebro. Contudo, estes efeitos sao
dependentes da estirpe bacteriana sendo necessaria precaucao quando se extrapolam
dados de um organismo para outro, tornando-se importante tentar identificar os
mecanismos através dos quais cada estirpe exerce os seus efeitos. Além do mais, ¢
requerida validagdo clinica para que se possa investigar que efeitos observados nos

estudos animais, poderdo ser observados também em humanos (Cryan & Dinan, 2012).
Antibidticos

O uso de antibioticos ¢ um dos métodos artificiais mais comum para induzir
disbiose intestinal — desequilibrio da microbiota intestinal — em animais (Cryan &
Dinan, 2012). De forma a analisar-se o impacto que as alteragdes na flora intestinal tém
no desenvolvimento da hipersensibilidade visceral, foram administrados dois
antibidticos (neomicina e bacitracina) em ratos adultos. Estes antibioticos provocaram
uma perturbagdo na microbiota, diminuindo a quantidade de bactérias do género
Bacteroides (filo Bacteroidetes) e do género Enterococcus (filo Firmicutes), eliminando
as bactérias do género Lactobacillus (filo Firmicutes) do intestino. Verificou-se também
que estas alteragdes estavam associadas a um aumento da hipersensibilidade visceral em

resposta a distensao colorretal (Verdu et al., 2006).

A utilizagdo de antibidticos permite portanto, a alteracdo da composicdo da
microbiota de forma temporariamente controlada e clinicamente realista sendo uma
ferramenta poderosa na avaliagdo do impacto da microbiota, por exemplo no
comportamento. Porém, aquando da interpretacdo dos efeitos dos mesmos, € necessario
ter em consideracdo que muitos antibidticos podem ser toxicos a nivel sistémico (Cryan

& Dinan, 2012).
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Estudos de infecdo

Os estudos de infecao sao utilizados para estudar o impacto das infe¢cdes causadas
por agentes patogénicos entéricos, sobretudo a nivel do cérebro e do comportamento,
permitindo também observar as fungdes do eixo microbiota-intestino-cérebro (Cryan &
Dinan, 2012). Sao utilizados diferentes microrganismos que desencadeiam efeitos e
mecanismos de comunicagao diferentes, mas todos eles possuem a capacidade de infetar
o trato gastrointestinal. Bercik et al. (2010) procuraram perceber de que forma uma
inflamacao crénica do intestino poderia alterar o comportamento, tendo infetado ratos
com Trichuris muris, um parasita bastante proximo do parasita humano 7. trichiura.
Virios estudos recorreram ao microrganismo Citrobacter rodentium como agente
infecioso, uma bactéria presente nos roedores equivalente a bactéria enteropatogénica
Escherichia coli, com o objetivo de estudar a fun¢do do eixo intestino-cérebro (Gareau
et al., 2011; Lyte et al., 2006). Outros exemplos de microrganismos utilizados nestes
estudos sdo Campylobacter jejuni, uma bactéria que contamina os alimentos sendo uma
das principais causadoras de diarreia nos humanos e Sal/monella Typhimurium, outra

bactéria causadora de diarreia e enterite (Goehler et al., 2005; X. Wang et al., 2002).

Geralmente estes estudos ndo demonstram diretamente a forma como a microbiota
interage com o cérebro, embora permitam elucidar os mecanismos através dos quais
estes agentes patogénicos causadores de infecdo conseguem comunicar com o cérebro e
alterar o comportamento, mecanismos estes que sao diferentes de caso para caso (Cryan

& Dinan, 2012).

Transplante fecal

O transplante fecal ¢ um procedimento através do qual € recolhida matéria fecal de
um dador saudéavel sendo, posteriormente, transferida para um individuo doente com
objetivo terapéutico. Atualmente ¢ sobretudo utilizado para o tratamento da infegdo
recorrente por Clostridium difficile. E uma metodologia utilizada em diferentes estudos
para testar se a reintrodu¢do de uma microbiota normal proveniente das fezes de um
dador saudével, ¢ capaz de corrigir o desequilibrio da microbiota e restabelecer o
normal funcionamento intestinal em determinadas patologias (Bakken et al., 2011; De

Palma et al., 2015).
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Dieta

Também a dieta tem um importante impacto na comunidade bacteriana presente no
intestino, o que se verifica pelas diferencas encontradas na microbiota intestinal de
individuos residentes em paises diferentes. Um estudo que comparou criangas europeias
com criangas residentes em Burkina Faso (Africa), verificou que as criangas italianas
que tinham uma dieta tipicamente ocidental rica em proteina animal e gordura,
possuiam uma maior comunidade de Bacteroides, enquanto as criangas africanas que
tinham uma alimentag¢do rica em carboidratos e pobre em proteina animal, tinham maior
predominancia de bactérias do género Provetella no seu microbioma intestinal (De
Filippo et al., 2010). Wu et al. (2011) confirmou em voluntarios saudaveis que dietas
prolongadas ricas em gordura e pobres em fibra, se encontravam associadas a uma
predominancia de bactérias do filo Bacteroidetes e Actinobacteria e que pelo contrario,
dietas ricas em fibras e pobres em gordura originavam uma microbiota intestinal rica em
bactérias do filo Firmicutes e do filo Proteobacteria. Contudo também notaram que os
enterotipos ndo sofreram alteracdo aquando das modificacdes da dieta a curto prazo,
mas que a microbiota intestinal em geral sofreu alteragdes mal a alimentagdo foi
mudada, o que permite concluir que a dieta podera ser utilizada para manipular a

microbiota intestinal.

Animais livres de germes

Um outro modelo bastante utilizado ¢ o que recorre a utilizagdo de “germ-free
animals” — animais livres de germes, que consistem em animais, geralmente ratos,
desprovidos de qualquer colonizacdo bacteriana e que por essa razao permitem o estudo
do impacto da completa auséncia de microbiota intestinal, ou seja, permitem perceber
qual o papel da microbiota em todos os aspetos da fisiologia. Esta abordagem parte do
principio que o ambiente uterino € estéril e assim a colonizacgdo do trato gastrointestinal
ocorre apos o nascimento. Estes animais sao mantidos num ambiente estéril em
unidades gnotobioticas, para que esta colonizagdo pos-natal ndo ocorra e possa ser feita
uma comparagao direta com os animais que foram colonizados possuindo, por isso, uma
microbiota intestinal (Cryan & Dinan, 2012). A utiliza¢do de animais livres de germes
permite testar se a microbiota se encontra envolvida num determinado aspeto do

funcionamento do cérebro, qual o impacto de uma bactéria especifica ou alteracdo a
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nivel da dieta no eixo intestino-cérebro isoladamente e permite ainda estudar o efeito da

transplantacdo fecal na microbiota intestinal (Mayer et al., 2014).

E no entanto importante referir que as informacdes recolhidas através destes ensaios
ndo sdo translacionais para doencas humanas, uma vez que ndo existe nos humanos
nenhuma situagao de total obliteragdo da microbiota, para além de que os proprios
animais utilizados podem possuir mecanismos fisiologicos diferentes dos humanos

(Cryan & Dinan, 2012).
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2.3 Eixo intestino-cérebro e doenca mental

A microbiota intestinal ¢ um agente essencial na manutengdo da homeostase estando
a disbiose envolvida no desenvolvimento de doengas gastrointestinais e sistémicas
(Grenham et al., 2011). Como se encontra representado na figura 5, uma microbiota
intestinal estavel ¢ fundamental para a manutengdo da fisiologia normal do intestino e
contribui para a correta transmissao de sinais ao longo do eixo intestino-cérebro, o que
permite a manutencao da saude do individuo (lado esquerdo do diagrama). Por sua vez,
como se pode observar do lado direito do diagrama da figura 4, a disbiose intestinal
pode influenciar negativamente a fisiologia do intestino, provocando uma transmissao
de estimulos inapropriada ao longo do eixo intestino-cérebro e consequentemente, fazer
surgir alteragdes nas fungdes do SNC e o desenvolvimento de doengas. O stress também
pode afetar a microbiota modificando a sua composi¢ao, uma vez que pode influenciar

as funcdes do intestino (Grenham et al., 2011).
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Figura 5 - Eixo microbiota-intestino-cérebro na satide e doenga (adaptado de Cryan e Dinan, 2012)

A criagdo da microbiota ocorre em paralelo com o desenvolvimento neuroldgico e
dessa forma ambos tém janelas criticas de desenvolvimento semelhantes que sao
sensiveis a danos (Borre et al., 2014). Nos ultimos anos tém surgido cada vez mais
estudos que indicam que o eixo intestino-cérebro e a microbiota intestinal, t€m um
papel crucial durante as diferentes fases do neurodesenvolvimento, ao sugerirem que
durante a colonizagdo inicial e desenvolvimento da microbiota certos eventos podem
determinar o estado de saude, nomeadamente saide mental, em fases mais tardias da

vida do individuo (Borre et al., 2014). A infincia e a adolescéncia correspondem aos
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periodos mais dinamicos a nivel do desenvolvimento do cérebro e da microbiota e
portanto, altera¢des nestes periodos poderdo modificar profundamente a sinaliza¢do ao
longo do eixo intestino-cérebro, afetar a saude ao longo da vida e aumentar o risco ou
até mesmo levar ao aparecimento de distirbios do desenvolvimento neurologico, como

se pode observar na figura 6 (Borre et al., 2014).
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Figura 6 — Desenvolvimento neurologico e desenvolvimento da microbiota ao longo da vida e sua

relagdo com aparecimento de doengas mentais (adaptado de Borre et al., 2014)
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2.3.1 Resposta ao stress e ansiedade

O stress pode ser fisico ou psicoldgico e foi definido como sendo um estado que
pode alterar a homeostase do organismo (Chrousos & Gold, 1992). Existem diversos
estudos sobre a relacdo entre o stress, a microbiota intestinal ¢ o desenvolvimento de
alteragdes no comportamento, nomeadamente ansiedade, que estudam esta relagdao nas

diferentes fases da vida.

Uma vez que a infancia ¢ uma fase tdo importante no desenvolvimento da
microbiota ¢ da saide mental, torna-se necessario perceber de que forma o stress nos
primeiros tempos de vida pode levar a alteragdes no comportamento na idade adulta (De
Palma et al., 2015). Um estudo recente utilizou a separagdo materna como método de
inducdo de stress pos-natal, tendo como objetivo investigar a contribuicdo da
microbiota intestinal e fatores do hospedeiro no desenvolvimento de alteragdes
comportamentais em ratos, uma vez que estd demonstrado que esta separagdo provoca
alteracdes no comportamento e disfun¢do intestinal a longo prazo (De Palma et al.,
2015). Recorrendo a ratos livres de germes ¢ a ratos livres de patogénicos especificos —
ratos que possuem uma microbiota de composi¢do normal ndo apresentando
microrganismos patogénicos, verificaram que a separacdo materna alterou a composi¢ao
da microbiota nos ratos livres de patogénicos especificos e que esta se manteve na idade
adulta. Concluiram desta forma que a separacdo materna ¢ responsavel pela indugdo de
disbiose intestinal na infancia que persiste na idade adulta. As maiores diferengas
observadas ocorreram na quantidade de bactérias tanto do filo Firmicutes como do filo
Bacteroidetes, que aumentaram o seu nimero, tendo as bactérias dos outros filos sofrido
uma diminui¢do bastante significativa. A separacao materna induziu também ansiedade
nos ratos livres de patogénicos especificos mas ndo nos ratos livres de germes — ratos
que se sabe terem um comportamento naturalmente ansiolitico. O aumento da ansiedade
refletiu-se na execu¢do de algumas tarefas: demoraram mais tempo a descer de uma
plataforma elevada, passaram menos tempo no compartimento iluminado tendo
demorado mais tempo a entrar novamente no mesmo € mantiveram-se imoveis mais
tempo no teste de suspensdo da cauda, resultados indicativos de comportamento ansioso.
Procedeu-se posteriormente a colonizagdo dos ratos adultos livres de germes, tanto do
grupo controlo como do grupo sujeito a separagao materna, com microbiota dos ratos
controlo livres de patogénicos especificos. Apos 3 semanas a composicao da microbiota
intestinal destes dois grupos era distinta, embora tenham sido colonizados com amostras
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do mesmo dador. Enquanto o grupo controlo possuia sobretudo bactérias do filo
Firmicutes tendo ainda algumas bactérias do filo Bacteroidetes mas de mais nenhum
outro filo, o grupo sujeito a separacdo materna apresentou uma diminui¢do na
quantidade de bactérias do filo Firmicutes ¢ um aumento do filo Bacteroidetes. Esta
colonizagdo tornou os ratos livres de germes sujeitos a separagdo materna mais ansiosos
demorando mais tempo a descer da plataforma e passando mais tempo imoveis, mas tal
ndo se observou nos ratos livres de germes controlo. Por ultimo, foi transferida
microbiota intestinal dos ratos livres de patogénicos especificos sujeitos a separagao
materna para os ratos livres de germes controlo. Apds a colonizagao, verificou-se que o
comportamento ansioso € a microbiota alterada destes ratos ndo foram adquiridos pelos
ratos livres de germes controlo cuja microbiota voltou ao normal, o que demonstra que
fatores do hospedeiro presentes nos ratos sujeitos a separacdo materna mas ndo nos
ratos controlo, sdo necessarios para selecionar € manter a microbiota associada a

separagdo materna (De Palma et al., 2015).

Um outro trabalho debrugou-se no impacto da deple¢do da microbiota intestinal na
adolescéncia e as suas implica¢des no comportamento na idade adulta (Desbonnet et al.,
2015). O tratamento com uma combinacdo de antibidticos provocou uma diminui¢do
significativa do numero de bactérias intestinais bem como da sua diversidade no
intestino adulto dos ratos, sendo que ocorreu uma diminuicdo da abundancia de
Firmicutes e Bacteroidetes a0 mesmo tempo que aumentou a abundancia de
Proteobacterias e Cyanobacterias. Esta deplecdo da microbiota intestinal induziu
alteragdes nas concentragdes de varios neuromoduladores, como o triptofano ou a
quinurenina, importantes na regulacdo de comportamentos associados a desregulagdes
do eixo intestino-cérebro. Estas alteragdes foram acompanhadas de uma reducdo da
ansiedade como verificado pelo aumento do tempo despendido pelos animais no
compartimento iluminado no teste de transi¢do claro/escuro. Em conclusdo, os dados
recolhidos neste estudo sugerem que a adolescéncia e o inicio da idade adulta
representam periodos criticos, nos quais perturbacdes a nivel da microbiota intestinal e
desregulacdo na comunicagdo do eixo microbiota-intestino-cérebro, podem ter um
impacto significativo no desenvolvimento cerebral levando ao aparecimento de

comportamento ansioso na idade adulta (Desbonnet et al., 2015).

Um estudo publicado em 2004 recorreu ao uso de ratos adultos livres de germes,

para testar a hipotese do envolvimento da microbiota intestinal no desenvolvimento dos
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sistemas neurais que controlam a resposta enddcrina ao stress. Para isso analisaram a
resposta do eixo HPA ao stress, comparando um grupo de ratos livres de germes com
um grupo de ratos controlo livres de patogénicos especificos. Verificaram entdo que os
ratos livres de germes possuiam niveis plasmaticos de ACTH e corticosterona bastante
mais elevados do que os ratos livres de patogénicos especificos, em resposta ao mesmo
ambiente confinado indutor de stress, tendo também expressdo de fator neurotréfico
derivado do cérebro (“brain-derived neurotrophic factor” — BDNF) mais baixo que os
ratos livres de patogénicos especificos. A resposta ao stress nos ratos livres de germes
foi parcialmente revertida através da colonizagdo com matéria fecal dos animais
controlo e foi totalmente revertida com a associagcdo de Bifidobacterium infantis. Foi
ainda observado que esta reversdo apenas acontecia quando a colonizac¢do era feita
numa fase inicial do desenvolvimento, dado indicativo de que a exposi¢ao aos
microrganismos nesta fase tenha um impacto importante no desenvolvimento do eixo

HPA (Sudo et al., 2004).

No seguimento deste trabalho foram véarios os autores que tentaram perceber de que

forma essas alteragdes sdo visiveis a nivel de comportamento.

Tanto os estudos de Heijtz et al. (2011) como os de Neufeld, Kang, Bienenstock e
Foster (2011b) confirmaram que ratos livres de germes tinham um comportamento
menos ansioso que o de ratos livres de patogénicos especificos. O comportamento dos
animais foi avaliado através do teste do labirinto em cruz clevado e da transi¢cdo
claro/escuro, verificando-se que os ratos livres de germes passaram significativamente
mais tempo no brago aberto do labirinto bem como no compartimento iluminado em
comparagdo com os ratos livres de patogénicos especificos. Heijtz e colegas testaram
também se a coloniza¢do dos ratos livres de germes nos primeiros tempos de vida,
poderia normalizar o seu comportamento. Para isso, um grupo livre de germes foi
colonizado com microbiota proveniente dos ratos livres de patogénicos especificos antes
do acasalamento. A descendéncia foi posteriormente observada, verificando-se que o
comportamento desta era significativamente diferente aos dos progenitores e que
apresentava niveis de ansiedade iguais aos dos ratos livres de patogénicos especificos, ja
que os resultados dos testes ao comportamento foram em tudo semelhantes aos destes
animais. No seguimento destas observagdes, procuraram perceber se a colonizacdo de
ratos adultos livres de germes com microbiota intestinal dos ratos livres de patogénicos

especificos, poderia normalizar o seu comportamento tal como tinha feito a
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descendéncia, mas tal ndo aconteceu sendo demostrativo da existéncia de um periodo
critico no desenvolvimento da microbiota ¢ do comportamento, o mesmo sendo
verificado por Neufeld, Kang, Bienenstock e Foster (2011a) num estudo realizado
posteriormente. Como a ansiedade estd associada a modificagdes na neurotransmissao
das monoaminas, investigou-se se haveria alteragdes neuroquimicas nos ratos livres de
germes. Estes apresentaram elevacdo dos niveis de noradrenalina, dopamina e
serotonina no corpo estriado, mas ndo no hipocampo nem no cortex (Heijtz et al., 2011).
Foi também detetado que os ratos livres de germes apresentaram alteragdes nos genes
relacionados com a plasticidade, nomeadamente a nivel do mRNA de BDNF, que
possuem um importante papel no comportamento emocional dos ratos (Heijtz et al.,
2011; Neufeld et al., 2011b). Neufeld e colegas reunindo os dados obtidos nos dois
trabalhos realizados, concluiram que a presenca ou auséncia de microbiota intestinal
convencional influencia o desenvolvimento do comportamento, sendo acompanhado de
mudangas neuroquimicas no cérebro, para além de que as vias neurais sdo alteradas no
inicio do desenvolvimento refor¢ando a ideia de que existe uma janela critica no
periodo pos-natal, no qual disfungdes no eixo HPA e tracos comportamentais ficam

consolidados para a idade adulta, como tinha sido proposto por Sudo et al. (2004).

Clarke et al. (2013) realizaram um estudo semelhante ao de Heijtz e de Neufeld mas
focaram os seus esfor¢os em perceber de que forma a microbiota intestinal poderia
afetar o sistema serotoninérgico no hipocampo, também importante no controlo do
stress e ansiedade. Como a regulacdo deste sistema varia com o sexo verificaram
também se haveria diferencgas a este nivel. Observaram que tanto machos como fémeas
de ratos livres de germes apresentavam um aumento da reatividade do eixo HPA,
através de um aumento dos niveis de corticosterona apds um estimulo stressante.
Contudo, apenas houve um aumento da concentracdo de serotonina nos ratos do sexo
masculino. Também os niveis de triptofano e o seu metabolismo se encontravam
alterados nos animais livres de germes. Os machos apresentavam concentragdes de
triptofano superiores ao das fémeas e do grupo controlo, mas os ratos de ambos 0s sexos
apresentaram uma diminui¢do do racio quinurenina:triptofano, demonstrando que o
metabolismo do triptofano ao longo da via da quinurenina se encontra alterado. Neste
mesmo trabalho foi ainda testado se as alteragdes observadas poderiam ser revertidas
através da colonizagdo no periodo pds-desmame. Verificou-se que o aumento dos niveis

de serotonina e do seu metabolito ¢ resistente a coloniza¢ao, mas esta restaura os niveis
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de triptofano e do racio quinurenina:triptofano. Quanto ao comportamento, a
semelhanca do que foi observado por Heijtz e Neufeld, verificou-se que a reducio na
ansiedade presente nos ratos livres de germes ¢ reversivel quando estes sdo colonizados
nos primeiros tempos de vida. Neste trabalho demostrou-se que o sistema
serotoninérgico ¢ afetado pela presenca ou auséncia de microbiota intestinal, existindo
diferengas entre os sexos. Em adi¢do, verificou-se que estas alteragdes neuroquimicas
mas ndo as comportamentais, sdo resistentes a restaura¢do da microbiota intestinal
demonstrando o quao dificil € reverter as modificagdes neuroquimicas induzidas pela

auséncia de microbiota nos primeiros tempos de vida (Clarke et al., 2013).

Nao so6 a flora bacteriana intestinal enddégena ou a sua auséncia, influenciam o
aparecimento de ansiedade na idade adulta. Também varias bactérias patogénicas

provocam esta alteragdo no comportamento.

A infe¢do subclinica com Campylobacter jejuni teve um efeito ansiogénico nos
ratos infetados, que percorreram distdncias mais reduzidas na zona central da tabua de
buracos (teste de hole-board) para além de ndo explorarem os orificios tao
frequentemente ¢ também passaram menos tempo nos bragos abertos do labirinto em
cruz elevado, enquanto o nimero de entradas nos bragos fechados aumentou (Goehler,
Park, Opitz, Lyte, & Gaykema, 2008; Lyte, Varcoe, & Bailey, 1998). Verificou-se ainda

que em ambos os estudos ndo houve indu¢do de uma resposta imunitaria.

A infecdo com Citrobacter rodentium ¢ outro exemplo de um agente patogénico
indutor de ansiedade que ndo ativa nenhuma resposta imunitaria (Lyte et al., 2006).
Verificou-se que poucas horas apos a infecao os ratos apresentavam um comportamento
ansioso, identificado através da utilizagao do teste de hole-board onde os ratos infetados
evitaram a regido central mais vezes que os controlos, passando muito pouco tempo no
centro e percorrendo distancias mais curtas, preferindo manter-se num canto e nao
explorando os orificios mais distantes. Neste estudo foi também observado que os
sintomas de ansiedade provocados por Citrobacter rodentium sdo provavelmente
mediados através dos neur6nios sensoriais vagais, uma vez que os animais infetados
evidenciaram mais neuronios positivos para a proteina c-fos, o que € consistente com a

transmissdo de sinais do intestino ao cérebro por via vagal.

No entanto, ha também casos de parasitas que provocam inflamagao intestinal sendo

responsaveis pelo desenvolvimento de ansiedade, como € o caso do parasita Trichuris
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muris (Bercik et al.,, 2010). Os animais infetados com este microrganismo
desenvolveram ansiedade, passando menos tempo no compartimento iluminado durante
a realizagdo do teste de transicao claro/escuro e demoraram mais tempo a descer de uma
plataforma elevada. A esta alteragdo no comportamento foi associada uma diminui¢ao
dos niveis de mRNA de BDNF no hipocampo e um aumento dos niveis plasmaticos de
citoquinas pro-inflamatoérias, bem como do rdcio quinurenina:triptofano. A
administracio dos anti-inflamatérios etanercept e budenosina normalizou o
comportamento e reduziu os niveis de citoquinas e quinurenina. Contudo, a
administracao destes farmacos nao teve qualquer efeito na expressao de BDNF. Por
outro lado, a administracdo do probiodtico Bifidobacterium longum permitiu uma
normaliza¢do do comportamento e restaurou os niveis de mRNA de BDNF, mas nao
teve qualquer efeito na normaliza¢ao dos niveis de citoquinas e quinurenina. Verificou-
se ainda que a vagotomia realizada antes da infecdo com o parasita, ndo preveniu o
aparecimento do comportamento ansioso nos ratos o que indica que o nervo vago nao ¢
responsavel pela transmissdo dos efeitos a nivel de comportamento apos a infecao. Os
autores demostraram desta forma que a infe¢do cronica associada a inflamagdo
intestinal causada pelo parasita 7. muris, induz alteragdes a nivel do comportamento nos

ratos testados.
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2.3.2  Capacidade cognitiva

Nos ratos, a eliminagdo ou alteracdo da composi¢ao da microbiota intestinal pode
provocar alteragdes a nivel da cognicdo, nomeadamente a nivel da memoria. No estudo
realizado por Gareau et al. (2011) verificou-se que os ratos livres de germes possuiam
um défice na memoria ndo-espacial e na memoria de trabalho, quando comparados com
o grupo de ratos livres de patogénicos especificos, uma vez que demonstraram baixas
propor¢des de exploracdo no teste do labirinto em T e face a novos objetos. Estes
autores optaram também por ver se a exposi¢do a um estimulo stressante poderia
exercer alguma alteracdo a nivel da memoria, mas tal ndo se verificou. Observou-se
ainda que a cognicdo alterada nestes ratos é acompanhada pela reducdo de BDNF e c-
fos, importantes na regulagdo da memoria dependente do hipocampo. Neste mesmo
trabalho ainda se estudou o impacto da infecdo com C. rodentium, tendo-se observado
que a infe¢do por si s6 ndo causou alteragdes a nivel da memoria nos ratos com
microbiota normal. Contudo, apds a exposi¢do unica a um estimulo stressante, os ratos
infetados demonstraram possuir uma diminui¢do da memoria ndo-espacial e na memoria
de trabalho. Estes defeitos cognitivos induzidos pelo stress mantiveram-se mesmo apos
a cura da infegdo (cerca de 30 dias depois da inoculacdo), estando também associados a
uma diminuicdo dos niveis de BDNF e c-fos. Em conclusdo, estes autores
demonstraram que a microbiota intestinal influencia a capacidade de formacdo da
memoria, uma vez que os ratos livres de germes ndo possuinda microbiota tém esta
fun¢do comprometida, enquanto os ratos infetados apenas apresentam disfun¢des na
memoria quando expostos a stress. Este ultimo dado sugere que uma infecdo bacteriana
entérica podera ativar o eixo HPA de tal forma que a exposi¢do a um estimulo stressante
¢ suficiente para provocar uma resposta comportamental anormal que resulta numa
alteracdo na memoria. Visto que houve uma diminui¢cdo dos niveis de BDNF no
hipocampo nos ratos infetados, as alteracdes na memoria poderdo surgir como resultado

da infe¢do entérica devido a reducao que esta provoca no BDNF.

De forma semelhante, Desbonnet et al. (2015) observaram que a deple¢dao da
microbiota intestinal de ratos adolescentes através da administracdo de antibidticos,
provoca alteragdes cognitivas, uma vez que estes animais exibiam uma capacidade
reduzida para diferenciar um objeto novo de um ja anteriormente apresentado,

possuindo também niveis reduzidos de BDNF no hipocampo.

43



IMPACTO DA MICROBIOTA INTESTINAL NA SAUDE MENTAL

Um outro exemplo da influéncia da microbiota intestinal na cogni¢dao ¢ o caso da
bactéria Mycobacterium vaccae, uma bactéria aerdbica, considerada como um comensal
transiente devido a incapacidade de colonizar eficazmente o trato gastrointestinal
anaerobio (Matthews & Jenks, 2013). A administracdo oral desta bactéria em ratos
demonstrou ser responsavel por uma melhoria da aprendizagem e da memoria, uma vez
que os ratos conseguiram executar as diferentes fungdes mais rapidamente que o grupo
controlo, percorrendo um labirinto mais depressa e com menos erros. Estes resultados
mostram o impacto positivo que certos microrganismos ambientais podem ter na

modulagdo do comportamento animal.

Por outro lado, mudangas na dieta provocam modificagdes na microbiota intestinal,
melhorando o desempenho dos animais nas tarefas cognitivas (Li, Dowd, Scurlock,
Acosta-Martinez, & Lyte, 2009). Estes autores referem que a adigdo de carne magra a
dieta dos roedores induz um aumento na diversidade de bactérias da microbiota (cerca
de 12 géneros encontraram-se unicamente nos animais com esta dieta, enquanto apenas
3 géneros eram exclusivos dos animais com a dieta normal), o que se refletiu num

aumento da memoria de trabalho e da memoria de referéncia.

Os ratos diabéticos possuem perturbagdes de memoria e aprendizagem devido a
alteragdes na plasticidade sinaptica do hipocampo e ao stress oxidativo (Tuzcu &
Baydas, 2006). O tratamento destes ratos com uma mistura de probidticos —
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis e Lactobacillus fermentum —
demonstrou melhorar a memoria e aprendizagem, observando-se que os ratos diabéticos
tratados com esta mistura de probidticos foram capazes de encontrar a plataforma
presente no labirinto de d4gua de Morris significativamente mais depressa do que sem a
influéncia dos probidticos, tendo uma capacidade de aprendizagem e de memorizagdo
semelhante a dos ratos controlo saudaveis (Davari, Talaei, Alaei, & Salami, 2013). Os
estudos em humanos demostrativos destas mesmas evidéncias ainda sdo limitados,
contudo ja se comprovou que o consumo de probidticos por individuos saudaveis pode
alterar a atividade funcional das areas do cérebro envolvidas em fungdes cognitivas

(Tillish et al., 2013).
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2.3.3  Depressao

A depressdo ¢ uma doencga bastante comum nos dias de hoje que prejudica
grandemente a vida diaria dos doentes. E uma doenca recorrente ¢ uma das principais

causas de incapacidade a nivel mundial (Moussavi et al., 2007).

Esta doencga est4 associada a um aumento das citoquinas pro-inflamatérias, como a
interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
Estas sdo potentes moduladores do CRF que vai ativar o eixo HPA (O’Brien, Scott, &
Dinan, 2004). Ocorre entdo maior libertacio de ACTH e cortisol, hormonas que
também se encontram em niveis mais elevados na depressdo major. Uma vez que os
microrganismos intestinais influenciam o funcionamento do eixo HPA, bem como o
sistema imunitario, poder-se-a perceber assim que a microbiota intestinal se encontra

relacionado com a depressao, tal como referem Dinan e Cryan (2013).

Por outro lado, induzindo depressdo em ratos através da realizagdo de bulbectomia
olfatéria, observou-se que a microbiota intestinal destes ratos se diferenciava da
microbiota dos ratos controlo sobretudo a nivel da proporcao de certos filos (Park et al.,
2013). Isto ¢, ocorreu uma redistribui¢do da abundancia relativa dos filos das bactérias
nos ratos com depressdo. Contudo, estes autores ndo realizaram nenhum teste para
identificar esses filos. Neste mesmo trabalho foi ainda confirmado que as modificacdes
na microbiota intestinal e no comportamento foram acompanhadas por um aumento dos
niveis de CRF, o que ¢ sugestivo da atividade aumentada do eixo HPA nos ratos que

sofreram bulbectomia.

E importante salientar que estes dados ainda sdo contraditérios em pacientes
humanos com depressdo. Naseribafrouei et al. (2014) ndo detetaram diferencas
significativas entre a microbiota dos pacientes com depressdo e dos individuos
saudaveis. Porém, num estudo realizado posteriormente por Jiang et al. (2015) onde
também se comparou a composi¢do da microbiota intestinal de individuos com
depressdo e individuos saudaveis, identificaram-se diversas diferengas entre os dois
grupos. Os pacientes com depressdo apresentaram um aumento na populagdo de

Bacteroidetes e Proteobacteria € uma diminuicao da populacao de Firmicutes.

Mas existem outras evidéncias desta relacdo da microbiota com a depressdo. No

estudo realizado por Messaoudi et al. (2011) foram administrados dois probidticos -
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Lactobacillus helveticus e Bifidobacterium longum, tanto em humanos como animais.
Esta mistura de probioticos provocou uma diminui¢ao da ansiedade nos ratos, enquanto
os individuos saudéaveis reportaram uma diminui¢do nos sintomas de depressdo ou

ansiedade que surgem com as situacdes quotidianas (Messaoudi et al., 2011).

Estes mesmos probioticos também foram utilizados em modelos de depressao no
seguimento de enfarte do miocardio, tendo-se verificado uma redugao dos sintomas de
depressdo e uma melhoria no comportamento dos animais, provavelmente através da
diminuicdo das citoquinas pré-inflamatérias e da permeabilidade intestinal (Arseneault-

Bréard et al., 2012; Gilbert et al., 2013).

Bravo et al. (2011) verificaram que a administragdo do probiodtico Lactobacillus
rhamnosus em ratos diminuiu o seu comportamento ansioso e¢ depressivo, sendo este
ultimo avaliado através do teste de natacdo forcada (forced swim test) onde se observou
que os animais alimentados com este probidticos passavam muito menos tempo imoveis.
Também se verificou que L. rhamnosus induziu alteracdes no GABA mRNA o que
pode explicar a diminuicdo do comportamento depressivo € ansioso, ja que alteracdes
na expressdo do GABA estdo relacionadas com a patogénese da depressdo e da

ansiedade.

A utiliza¢do de minociclina, um antibidtico que por essa razao reduz a diversidade
da microbiota, quando administrado conjuntamente com antidepressivos demonstrou
melhorar significativamente a depressdo e os sintomas psicoticos em pacientes com
depressdo psicotica (Miyaoka et al., 2012). O mesmo se verificou com a doxiciclina que
demonstrou efeitos semelhantes num estudo pré-clinico, tendo-se observado que os
animais apresentavam uma diminui¢do dos sintomas depressivos apds a administragdao

deste antibiotico (Mello et al., 2013).

Embora ja haja alguma diversidade de trabalhos acerca da depressdo e sua relacdo
com a microbiota intestinal, os que se aplicam ao ser humano sdo ainda escassos, sendo
necessario estudar mais aprofundadamente as complexas interagdes entre as diferentes
comunidades bacterianas residentes na microbiota intestinal e o desenvolvimento de

alteragdes comportamentais, sobretudo depressdao (O’Mahony et al., 2015).
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2.34 Autismo

As desordens do espectro autista consistem em disturbios neurologicos que se
caracterizam por comprometimento das interagdes sociais € comunicacdo, tanto verbal
como nao-verbal, e pela presenga de comportamentos repetitivos e restritos (de Theije et
al., 2011). Deste grupo fazem parte o autismo, a sindrome de Asperger ¢ o transtorno
global do desenvolvimento sem outra especificagdo, embora geralmente apenas se
utilize a designagdo autismo (Johnson, Myers, & The Council on Children With
Disabilities, 2007). Embora ainda nao se saiba ao certo o que causa esta doenga, pensa-
se que o seu aparecimento ¢ sobretudo devido a causas genéticas (Johnson et al., 2007).
Contudo, também fatores ambientais, como exposi¢ao a quimicos ¢ drogas ou polui¢do
do ar, na altura pré ou pods-natal, a idade avangada dos progenitores, o stress, infecdes
da mae e dieta podem contribuir para o desenvolvimento deste sindrome como
representado na figura 7, sendo provavel que este ocorra devido a combinag¢do de

fatores (Dietert, Dietert, & DeWitt, 2011; Johnson et al., 2007).

4('"\ Genes?

r’ Quimicos ambientais?

Fatores maternos (ex. dieta,
< infecoes, stress)?

E Drogas
? Outros

Combinacao de fatores

Figura 7 - Possiveis fatores de risco que contribuem para o desenvolvimento de autismo (adaptado de
Dietert et al., 2011)

Sintomas gastrointestinais como diarreia, obstipagdo, flatuléncia ou desconforto
abdominal, s3o bastante comuns em criangas com autismo e podem estar associados ao
grau de severidade da doenca (Adams, Johansen, Powell, Quig, & Rubin, 2011; de
Theije et al., 2011). O facto de estes sintomas serem tdo comuns nestas criangas pode

significar que os distirbios gastrointestinais, provavelmente resultantes de alteracdes na
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composi¢ao da microbiota intestinal, tenham uma relagdo com o desenvolvimento de

autismo (de Theije et al., 2011).

Com o objetivo de estudar estes sintomas e a sua relagdo com esta doenga Hsiao et
al. (2013) compararam a microbiota intestinal de animais com autismo com animais
saudaveis. Detetaram nos ratos autistas alteracdes semelhantes as que se encontram em
pacientes humanos com autismo, sendo que as maiores modificacdes se encontravam
nas bactérias pertencente ao filo Firmicutes que sofreram um aumento e do filo
Bacteroidetes que diminuiram, observacao comprovada por de Theije et al. (2014). Para
além da disbiose da microbiota comensal, estes animais exibiam uma barreira intestinal
deficiente. O tratamento com Bacterioides fragilis, um comensal humano, corrigiu as
deficiéncias a nivel da barreira intestinal, restaurou a composi¢ao normal da microbiota
intestinal e diminuiu consideravelmente os comportamentos tipicos de autismo (Hsiao

etal., 2013).

Estudos com criancas com autismo também identificaram alteragdes na composicao
da microbiota intestinal de criangas com autismo em comparagao com a microbiota de
criangas saudaveis. Tanto Finegold et al. (2002) como Parracho, Bingham, Gibson e
McCartney (2005) observaram que as criangas com autismo apresentavam nas suas
fezes mais espécies de Clostridium (pertencente ao filo Firmicutes), sendo a incidéncia
de Clostridium histolyticum superior quando comparado com a microbiota das criangas
saudaveis. Foi ainda identificada uma relagdo entre os niveis de Clostridium
histolyticum e os sintomas gastrointestinais, uma vez que as criancas com sintomas
gastrointestinais mais graves eram as que apresentavam concentragdes superiores desta

bactéria (Parracho et al., 2005).

A semelhanca das observacdes em animais, também Finegold et al. (2010)
verificaram que nas criangas autistas predominavam as bactérias do filo Bacteroidetes,
em oposi¢ao as criangas saudaveis, cujo filo predominante € o filo Firmicutes. Por outro
lado, as criancas autistas também possuem niveis mais elevados de Lactobacillus
(pertencente ao filo Firmicutes) e niveis inferiores de Bifidobacterium (pertencente ao
filo Actinobacteria) e Enterococcus (pertencente ao filo Firmicutes) (Adams et al.,

2011).

Contudo, ¢ importante ter em consideracdo que individuos com autismo

frequentemente recorrem a utilizagdo de antibidticos, bem como seguem dietas
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especificas, ambos fatores que podem introduzir modificagdes na microbiota intestinal

(Cryan & Dinan, 2012).

Para além do estudo da composicdo da microbiota intestinal, também se identificou
que as criangas autistas apresentam concentracdes mais elevadas de acidos gordos de
cadeia curta nas fezes (L. Wang et al., 2012). Uma vez que estes metabolitos sao
substancia neuroativas, a alteracdo na sua producdo poderd ter impacto no cérebro
podendo ser este 0 mecanismo responsavel pelo desenvolvimento de autismo (Cryan &
Dinan, 2012). A injecdo intracerebroventricular de doses relativamente elevadas de
acido propionico em ratos provoca o aparecimento de alteragdes a nivel do
desenvolvimento social e comportamental, semelhantes aos observados em pacientes

com autismo (MacFabe et al., 2011; Shultz et al., 2008, 2009).

Tendo por base o conhecimento de que os sintomas gastrointestinais sdo bastante
comuns em criangas autistas e que a sua microbiota podera entdo, estar alterada, testou-
se o impacto da administracdo de um antibidtico minimamente absorvido — vancomicina,
tendo-se observado uma melhoria nos sintomas gastrointestinais mas também no

comportamento autista destas criangas (Sandler et al., 2000).

Embora j& haja varios estudos sobre o autismo, € necessario perceber se esta
sindrome provoca a disbiose intestinal ou se as alteracdes a nivel da flora intestinal ¢
que sdo responsaveis pelo desenvolvimento do autismo ou dos seus sintomas (Finegold

et al., 2010).
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2.3.5 Esquizofrenia

De acordo com o National Institute of Mental Health a esquizofrenia define-se
como um distirbio mental, cronico e severo, que afeta os pensamentos, sentimentos e
comportamentos de forma bastante debilitante. As suas causas ndo sao ainda totalmente
conhecidas, embora se saiba que existam fatores genéticos que podem estar envolvidas

no seu desenvolvimento (Nemani, Hosseini Ghomi, McCormick, & Fan, 2015).

Até a data sdo poucos os estudos acerca da relagdo entre a microbiota e a
esquizofrenia, contudo varios fatores de risco para o desenvolvimento de esquizofrenia

podem estar associados ao trato gastrointestinal (Nemani et al., 2015).

Pensa-se que a hipofuncdo do recetor NMDA estd relacionada com a
fisiopatologia da esquizofrenia, uma vez que se observou que antagonistas do recetor
NMDA produzem sintomas semelhantes aos presentes nesta patologia. Por outro lado,
agentes que aumentam a funcdo deste recetor sdo capazes de reduzir os sintomas e
melhorar a cogni¢gdo em doentes com esquizofrenia (Coyle, 2012). Os recetores NMDA
sdo um tipo de recetores do glutamato que se encontram envolvidos no controlo de
diversas fungdes da neurotransmissao, tal como plasticidade sinaptica ou memoria
(Nemani et al., 2015). Também alteragdes na expressao do BDNF podem ter um papel
no desenvolvimento das disfungdes cognitivas presentes na esquizofrenia (Nieto,
Kukuljan, & Silva, 2013). O BDNF encontra-se envolvido na neurogénese e
plasticidade cerebral (Nemani et al., 2015). Dado que o desenvolvimento de uma
microbiota intestinal normal ¢ importante para estimular a plasticidade cerebral, estando
a correta expressao do BDNF e dos recetores NMDA intimamente ligados ao correto
funcionamento cerebral, a disbiose intestinal poderd ser um dos fatores responsaveis
pela disfuncdo deste recetor e incorreta expressio de BDNF que se verifica na
esquizofrenia (Nemani et al., 2015). Contudo estes dados s@o apenas suposigdes destes

autores, visto ainda ndo haver estudos que comprovem esta ideia.

Nemani e colegas (2015) sugerem ainda outros mecanismos que podem explicar
a existéncia de uma relagdo entre a microbiota intestinal e esta doenca, estabelecendo
uma possivel relagdo entre os dois através da producdo de citoquinas. Os pacientes com
esquizofrenia apresentam niveis mais elevados de citoquinas pro-inflamatdrias do que

individuos saudaveis (Kunz et al., 2011). Como a microbiota intestinal se encontra
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envolvido na regulacdo das respostas imunitarias (Round et al., 2010) poderad existir
alguma relacdo entre microbiota e esquizofrenia, mas mais uma vez trata-se de uma
suposi¢do destes autores. Por outro lado, realgam que desequilibrios na flora intestinal
podem levar ao aparecimento de sindrome metabdlica e que os pacientes com
esquizofrenia apresentam um risco mais elevado de desenvolver esta sindrome, por

terem processos inflamatorios e imunitarios bastante ativos.

Por ultimo, os mesmos autores referem que ainda ndo existem estudos sobre a
composi¢ao da microbiota intestinal de pacientes com esquizofrenia, existindo no
entanto, alguns indicios de que este podera estar alterado. Estes incluem um aumento
dos marcadores de inflamagdo ¢ um aumento na translocagdo bacteriana em doentes
com esquizofrenia; o aumento das respostas imunitarias devido a agentes patogénicos
infeciosos e antigénios alimentares; e o conhecimento de que a composicdo da

microbiota intestinal se encontra modificada noutras doen¢as mentais.
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2.3.6 Alzheimer

A doenca de Alzheimer, também designada de deméncia senil ou desordem
cognitiva, ¢ uma doenga degenerativa do SNC, progressiva e irreversivel, bastante
comum em idosos que resulta na deterioracdo de diversas fungdes cognitivas como
memoria, pensamento, linguagem e comportamento (Dubois et al., 2010; Hu, Wang, &
Jin, 2016). Sabe-se que o desenvolvimento desta doenga estd relacionado com fatores
genéticos diversos, idade avancada e historia familiar, mas também os fatores

ambientais podem ter um papel importante na mesma (Munoz & Feldman, 2000).

Muito recentemente Hu et al. (2016) publicaram um artigo onde procedem a uma
revisdo extensiva da relagdo entre a microbiota intestinal e a doenca de Alzheimer. Estes
autores sugerem diversos fatores e mecanismos que podem estar na base desta relagdo,
tendo-se baseado nalguns estudos que ja existem, nos efeitos da microbiota intestinal no
eixo intestino-cérebro e no comportamento, bem como o papel da microbiota intestinal
na patogénese de outras doengas mentais como a depressdo, autismo ou Parkinson.
Devido a estes indicios, estes autores pensam ser natural especular que exista uma

relagdo entre o desequilibrio da flora intestinal e a doenga de Alzheimer.

Para Hu e colegas a primeira evidéncia de que a microbiota intestinal estd
relacionado com a doenga de Alzheimer consiste no facto de alteragdes a nivel da flora
intestinal poderem provocar problemas na cogni¢do, ao levarem a modifica¢cdes no
normal funcionamento do cérebro. Uma vez que a doenga de Alzheimer se caracteriza
por apresentar uma degeneracao progressiva de diversas funcdes cognitivas e visto que
a microbiota intestinal tem um papel importante na manutengdo destas funcdes, este
poderd estar associado ao desenvolvimento da doenca de Alzheimer ou ter uma fungao

importante na mesma.

Por outro lado, estes autores sugerem que podera haver uma relagdo entre a dieta, a
microbiota intestinal e a doenga de Alzheimer, uma vez que se considera que a dieta se
encontra fortemente relacionada com o desenvolvimento desta doenga. Por exemplo, os
acidos gordos polinsaturados dmega 3 (em inglés — ®-3 PUFA) dcido docosahexaendico
(DHA) e o acido eicosapentaendico (EPA) sdo essenciais para o normal funcionamento
do cérebro e funcdes neurais (Yehuda, Rabinovitz, & Mostofsky, 2005), sendo que
niveis reduzidos deste dcido gordo no organismo se encontram associados a doencas

neurodegenerativas como o Alzheimer (Hu et al., 2016). Verificou-se que os pacientes
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com doenga de Alzheimer apresentam niveis significativamente mais reduzidos de DHA,
comparativamente a individuos saudaveis (Tully et al., 2003) e sabe-se ainda que a
ingestdo de -3 PUFA através da dieta pode reduzir os riscos de desenvolvimento de
Alzheimer (Morris et al., 2003), bem como desacelerar o declinio cognitivo relacionado
com a propria idade (Solfrizzi et al., 2006). O principal local de absor¢ao dos acidos
gordos ¢ o intestino e, portanto, a absorcdo do w-3 PUFA encontra-se dependente do
estado em que o intestino se encontra. Isto ¢, caso o intestino se encontre fragilizado a
absor¢ao de substancias como o DHA pode ser alterada. Num estudo realizado por
Solakivi et al. (2011) verificou-se que doentes com IBS possuiam uma diminui¢ao dos
niveis de DHA por este ser menos absorvido, uma vez que o intestino destes doentes se
encontra fragilizada. Adicionalmente também os acidos gordos provenientes da dieta
podem modular a composi¢ao da microbiota intestinal e influenciar o sistema imunitario
do hospedeiro (Hu et al., 2016). Em ratos que foram alimentados com uma dieta
enriquecida com ®-3 PUFA, verificou-se que a composicdo da sua microbiota foi
alterada (Liu, Hougen, Vollmer, & Hiebert, 2012; Yu et al., 2014). Portanto por um lado
o -3 PUFA pode alterar o funcionamento do cérebro, ao provocar modificacdes ao
nivel da composi¢do da microbiota intestinal e por outro lado, uma microbiota intestinal
equilibrado e um intestino saudavel podem permitir uma melhor absor¢do do ®-3 PUFA
proveniente da dieta, reduzindo o risco de desenvolvimento de doenca de Alzheimer.
Isto €, no caso de disbiose intestinal, a absor¢cdo de w-3 PUFA fica comprometida e o

risco de desenvolver Alzheimer fica significativamente aumentado (Hu et al., 2016).

Hu et al. (2016) referem também o impacto que a permeabilidade intestinal podera
ter na doenca de Alzheimer. Os LPS ou endotoxinas provenientes das bactérias sdo
capazes de induzir uma resposta inflamatoria extensa, caso atravessem para a corrente
sanguinea, contudo isso ndo acontece num organismo saudavel pois os LPS ficam
retidos na barreira intestinal. Quando esta barreira se encontra fragilizada a sua
permeabilidade aumenta e dessa forma os LPS sdo capazes de atravessar para a corrente
sanguinea e provocar inflamacdo. Assim, niveis elevados de LPS em circula¢do sdo
sindbnimo, nao s6 de inflamacgao, mas também de uma barreira intestinal danificada (Hu
et al., 2016). Um estudo realizado por Zhang et al. (2009) verificou que os pacientes
com Alzheimer possuiam niveis mais elevados de LPS do que individuos saudaveis.
Um outro marcador de inflamagdo, mais especificamente de inflamagdo intestinal, ¢ a

calprotectina fecal. Foi observado que os pacientes com Alzheimer também
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apresentavam concentragdes elevadas desta proteina nas fezes, sendo uma indicacao do
aumento de permeabilidade intestinal (Leblhuber, Geisler, Steiner, Fuchs, & Schiitz,
2015). Tanto o aumento da concentragdo de calprotectina como de LPS sdo indicativas
da existéncia de uma barreira intestinal disfuncional ¢ de um aumento da
permeabilidade intestinal e da inflamagao, em pacientes com doenga de Alzheimer, o
que suporta a sugestdo de que a microbiota intestinal participa na patogénese desta

doencga (Hu et al., 2016).

A ultima evidéncia direta da relacdo entre a microbiota e a doenca de Alzheimer de
acordo com estes autores, consiste no impacto que a microbiota intestinal tem na
producao de neurotransmissores € no metabolismo. As bactérias presentes no intestino,
como Lactobacillus e Bifidobacterium, produzem GABA através da metabolizagdo do
glutamato (Barrett et al., 2012). O GABA ¢ um dos principais neurotransmissores €
caso haja alguma desregulacdo neste sistema, poderdo surgir danos na cognicdo
(Lanctdt, Herrmann, Mazzotta, Khan, & Ingber, 2004). O aumento do GABA no trato
gastrointestinal esta relacionado com o aumento deste neurotransmissor no SNC, e desta
forma uma alteracdo na composi¢do bacteriana do intestino, sobretudo reducdo de
Lactobacillus e Bifidobacterium, vai provocar uma diminui¢do da producdo de GABA
no intestino, levando a uma diminui¢ao das concentra¢des também no SNC (Hu et al.,
2016). Foi observado que os doentes com Alzheimer possuiam niveis inferiores de

GABA no cortex frontal, temporal e parietal (Lanctot et al., 2004).

Estes sdo apenas alguns dos varios exemplos referidos por Hu e colegas (2016) para
demonstrar a existéncia de uma possivel relacao entre a microbiota intestinal e a doenga
de Alzheimer, acrescentando ainda que a modulagdo da microbiota através de dieta
personalizada, ou através de intervencdes benéficas na microbiota, provavelmente
tornar-se-ao no futuro, uma alternativa de tratamento nos distirbios mentais como a

doenca de Alzheimer.
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2.3.7 Parkinson

A doenga de Parkinson ¢ uma doenca neurodegenerativa que se carateriza pela
acumulacdo e agregagdo da proteina alfa-sinucleina (a-syn), formando corpos de Lewy
na substancia negra no SNC e outras estruturas neurais (Braak et al., 2003; Dickson et
al.,, 2009). A doenca de Parkinson possui sintomas bastantes carateristicos como a
bradicinesia, os tremores, a rigidez, instabilidade postural e alteragdes na marcha, que
sdo o resultado da perda dos neurdénios dopaminérgicos na substancia negra (Dickson et
al., 2009). No entanto, esta patologia manifesta-se também por sintomas nao-motores,
envolvendo o sistema olfatorio, o sistema urogenital, cardiovascular e gastrointestinal

(Bloch, Probst, Bissig, Adams, & Tolnay, 2006; Cersosimo et al., 2013).

De fato, as disfungdes do trato gastrointestinal sobretudo obstipagdo, afetam a
grande maioria dos doentes com Parkinson e podem surgir alguns anos antes do
aparecimento dos primeiros sintomas motores (Cersosimo et al., 2013; Scheperjans et
al., 2015). Obstipacdo e transito intestinal mais lento estdo associados a alteracdes

neurodegenerativas no SNE (Cersosimo et al., 2013; Pfeiffer, 2011).

Scheperjans e colegas (2015), ao repararem que ndo existiam estudos que
comparassem a composicdo da microbiota intestinal de doentes com Parkinson e
individuos saudaveis, analisaram a flora intestinal de varios pacientes com Parkinson.
Na sua opinido existem diversos indicios que podem explicar o envolvimento da
microbiota intestinal na doenga de Parkinson. Por um lado, a neurodegeneragao do SNE
relacionada com a a-syn ¢ uma manifestacdo frequente desta doenca precedendo os
sintomas motores. Esta neurodegeneragdo estd relacionada com a obstipagdo cronica e
as alteragdes fisiopatoldgicas no epitélio intestinal. A microbiota intestinal influencia a
atividade dos neurdnios entéricos podendo, por isso, afetar a secre¢do celular de a-syn.
A nivel do SNC, mais especificamente nas estruturas que fornecem enervacao
parassimpdtica ao intestino, sdo frequentemente encontrados problemas relacionados
com a oa-syn. O nervo vago pode entdo ser o responsavel pela transmissdo de

neuropatologias relacionadas com esta proteina, desde o SNE até ao SNC.

Estes autores procederam entdo a comparagdo das microbiotas intestinais de
pacientes doentes e de individuos saudaveis, verificando que os doentes com Parkinson

apresentavam uma reducdo na abundincia de Prevotellaceae (pertencente ao filo
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Bacteroidetes) e um aumento na abundancia de Enterobacteriaceae (pertencente ao filo
Proteobacteria). Os autores sugeriram que a diminui¢do de Prevotellaceae possa estar
relacionada com diversos aspetos fisiopatoldgicos da doenga, enquanto o aumento de
Enterobacteriaceae se encontra positivamente relacionado com a severidade da

instabilidade postural e dificuldades de marcha.

Este ¢ um dos poucos estudos que existem sobre o papel da microbiota intestinal na
patogénese da doenca de Parkinson e, portanto ¢ necessario realizar mais estudos de
forma a compreender as relagcdes temporais e causais entre a microbiota intestinal e a

doenca de Parkinson, bem como entender os mecanismos envolvidos nesta relagao.

De forma a concluir este capitulo acerca das diferentes doengas penso ser importante
referir que tal como Mu, Yang e Zhu (2016) salientam, de forma a compreender o
potencial da manipulagao da microbiota como opg¢ao no tratamento de doencas mentais,
¢ importante perceber como estas doencas alteram a composicdo da microbiota
intestinal, sendo também essencial entender se a microbiota ¢ um fator causal para o
desenvolvimento de distirbios mentais. Caso seja, alguns membros da flora bacteriana
intestinal, que sofrem alteragdes em doengas mentais, poderdo ter um papel essencial na
recuperagao do equilibrio da microbiota intestinal e na normaliza¢do do comportamento,

funcionando como elementos terapéuticos.
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2.4 Psicobioticos

Psicobidtico ¢ um termo criado por Dinan, Stanton e Cryan (2013) para definir um
organismo vivo que quando ingerido em quantidades adequadas, fornece um beneficio a
saude de pacientes que sofrem de uma doenca mental. Corresponde a uma classe de
probioticos, sobretudo dos géneros Lactobacillus ¢ Bifidobacterium, capazes de
produzir substincias neuroativas, como GABA e serotonina, que atuam no eixo
intestino-cérebro, tendo um efeito benéfico a nivel do humor, ansiedade e cognicao

(Dinan et al., 2013).

Tal como ja foi sendo referido ao longo do texto e uma vez que os psicobidticos sao
probidticos, a sua ingestdo exerce um efeito positivo no humor e ansiedade de
individuos saudaveis (Messaoudi et al., 2011), modula as fun¢des do eixo HPA
(Schmidt et al., 2015) e altera o funcionamento do cérebro (Tillish et al., 2013).
Contudo estes dados surgem de modelos animais e ainda ndo existem estudos
publicados acerca da utilizacdo de probiodticos em doentes clinicamente deprimidos e
portanto, recomendacdes especificas acerca da sua aplicacdo ainda ndo existem, embora
a sua aplicag@o no tratamento destes doentes seja promissora (Dinan et al., 2013; Kelly,

Clarke, Cryan, & Dinan, 2016).
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Conclusdo

Conclusao

Os microrganismos residentes no trato gastrointestinal humano constituem uma
comunidade dindmica, que se adquire nos primeiros tempos de vida e que se vai
alterando ao longo da vida do individuo, dependendo do seu estilo de vida, alimentagao

ou estado de saude.

A microbiota intestinal participa em diversas fungdes, nomeadamente no
desenvolvimento do sistema imunitario, na absor¢do de nutrientes, na prote¢do contra
lesdes no epitélio intestinal ou contra xenobidticos, possibilitando a manutengdo da
homeostase para além de ter um papel importante na comunicagdo entre o intestino e o

cérebro.

Existem cada vez mais trabalhos experimentais que suportam a existéncia de uma
comunicag¢do bidirecional ao longo do eixo microbiota-intestino-cérebro e demonstram
que a microbiota intestinal influencia o funcionamento do SNC, controlando diversos
aspetos fundamentais do cérebro e do comportamento, na saide ¢ na doenga. Esta
comunicagdo ocorre através de diferentes mecanismos, que envolvem as vias endocrina,

neural e imunitaria, quer direta quer indiretamente.

Sdo muitas as evidéncias que verificam que o stress altera a composi¢do da
microbiota intestinal e que, alteracdes nesta comunidade estdo associadas a
modificagdes no comportamento. Surgem desta forma disturbios como a ansiedade,
depressdo ou outras doengas do foro mental, tais como esquizofrenia, autismo,

Parkinson ou Alzheimer.

De forma a estudar-se o papel da microbiota na manutencdo da satde e no
desenvolvimento da doenca, pode-se recorrer a diferentes estratégias, no entanto, a
maioria dos trabalhos recorre a estudos com roedores. Embora j& comecem a surgir
varias pesquisas com humanos, torna-se importante validar as descobertas observadas
nos estudos animais, em humanos, para que se possa melhor compreender como a
disbiose intestinal afeta a satide mental. Assim, poder-se-do desenvolver abordagens

terapéuticas inovadoras para a prevengao ou tratamento de desordens mentais.

E também importante elucidar os mecanismos através dos quais a comunidade
bacteriana residente no intestino, comunica com o €ixo intestino-cérebro, na tentativa de

se compreender se as alteracdes da microbiota comensal funcionam como causa do
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aparecimento de doencas neuropsiquiatricas ou se, por outro lado, sdo uma

consequéncia dessas mesmas patologias.

E necessario ainda investigar o papel da microbiota intestinal em patologias
especificas, como a doenga de Alzheimer e a doenca de Parkinson, uma vez que sdo
doencas que cada vez mais afetam um maior numero de pessoas na sociedade moderna,
e para as quais sao precisas opcoes terapéuticas alternativas as existentes, que ajudem na
sua preven¢do ou combatam a progressdo das mesmas. Também mais investigacdo
acerca da esquizofrenia € necessdaria, visto que ainda muito pouco se sabe sobre esta

doenga e sobre o impacto da microbiota na mesma.

No seguimento destas ideias, a utilizagdo de substancias como os psicobidticos para
tratamento de doencas mentais, ¢ uma oportunidade que ndo deve ser esquecida e,

portanto, que deve ser mais estudada no futuro.

Na minha opinido, como a tematica do eixo microbiota-intestino-cérebro € tao vasta
ainda h& muito para descobrir ¢ compreender melhor. Penso que muitos avangos serao
conseguidos no futuro préximo por ser um tema tao falado na atualidade e devido a sua
importancia. A possibilidade de utilizar a manipulagdo da microbiota intestinal como
opcao terapéutica, através de substancias como probioticos que poderdo, quem sabe, ser
ingeridos através de um simples iogurte diariamente, ¢ uma perspetiva fascinante.
Tendo em conta que as terapéuticas existentes hoje em dia para tratar doencas mentais
como Alzheimer, Parkinson ou até mesmo a depressdo, nem sempre fornecem tantas
vantagens aos doentes como seria desejavel, tendo bastantes efeitos adversos, ¢

realmente importante procurar alternativas mais benéficas.
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