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Caracterizacgdo do Microbioma Humano

“Suba o primeiro degrau com fé. Vocé ndo tem que ver toda a escada.

Vocé so precisa dar o primeiro passo.”

Martin Luther King Jr
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Resumo

O ser humano é constituido por dez vezes mais bactérias que células humanas.
Este deixa de ser estéril a partir do momento em que nasce, sendo colonizado por
bactérias dependendo do tipo de parto e da dieta.

Existe uma grande diversidade microbiana intra e interpessoal, apesar destes
microrganismos poderem sofrer alteracbes devidas a diversos fatores, conduzindo a
doencas. No entanto, 0s microrganismos comensais desempenham fun¢des importantes

e beneficiam de certa forma o seu hospedeiro.

O Projeto Microbioma Humano (HMP) tem como objetivo a caracterizacéo e
identificacdo dos microrganismos que habitam o ser humano e o estudo de fatores que
provocam alteragdes destes. Para tal, tém surgido novas técnicas de estudo do
microbioma humano de forma a ultrapassar as limitagcOes de cultivo de certas espécies

bacterianas.

Nesta dissertacdo foi analisada a diversidade do microbiota na cavidade oral,
pele, trato urogenital e trato gastrointestinal. No entanto, o trato gastrointestinal € o que
apresenta uma maior diversidade. Esta grande diversidade tem melhorado o perfil
metabolico e respostas imunoldgicas. Além disso, 0 microbiota tem demonstrado
viabilidade de auxilio na terapéutica de doencas através da estimulacdo do sistema
imunitario.

Por outro lado, quando o microbioma sofre alteracdes, este fica mais susceptivel
a certas infecdes. No caso do microbioma vaginal, quando este sofre desequilibrios pode
desencadear vaginose bacteriana, ficando a mulher mais susceptivel a infecdo por VIH

quando em contato com o virus.

Nesta dissertacdo verifica-se que 0s microrganismos ndo sdo sempre patogénicos

como a maioria das pessoas pensam, podendo virem a ser a solucéo para varias doencas.

Palavras-chave: microbioma humano, diversidade, microrganismos, técnicas

moleculares
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Abstract

The human being is constituted by ten more bacteria than human cells. It stops
being sterile as soon as it is born, being colonized by bacterial depending on the
parturition type and the diet.

There is a large intra and inter-personal microbial diversity, although these
organisms may suffer changes due to several factors, leading do diseases. However,
commensal microorganisms develop important functions and benefit the host in a

certain way.

The Human Microbiome Project (HMP) has the objective of characterization
and identification of the microorganisms that inhabit the human being and the study of
the factors that cause changes to them. For such, new techniques for studying the human
microbiome have appeared in a way of surpassing the limitations of the culture of

certain bacterial species.

In this dissertation was analyzed the microbiota diversity on the oral cavity, skin,
urogenital tract and gastrointestinal tract. However, the gastrointestinal tract is the one
shows more diversity. This high diversity has been improving the metabolic profile and
immunological responses. Furthermore, the microbiota has been demonstrating viability

in the support of therapy of diseases through the stimulation of the immune system.

On the other hand, when the microbiome suffers changes, it becomes more
susceptible to certain infections. In the case of the vaginal microbiome, when it suffers
imbalances it might initiate bacterial vaginosis, increasing the susceptibility of the

woman to the HIV infection when in contact with the virus.

In this dissertation it is verified that the microorganisms are not always
pathogenic as most people think and may become a possible solution for several

diseases.

Key-words: human microbiome, diversity, microorganisms, molecular techniques
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Lista de Abreviaturas

ART- Antiretroviral therapy

DNA- Deoxyribonucleic acid

DST- Doenga sexualmente transmissivel
HIV- Human Immunodeficiency Virus
HMP- Human Microbiome Project

HSH- Homens que fazem sexo com homens
PCR- Polimerase Chain Reaction

SIDA- Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

11



Caracterizacgdo do Microbioma Humano

Glossario

Gene 16S rRNA: Componente de ribossomas de procariotas altamente conservado entre
diferentes espécies de bactérias e é usado para estudos filogenéticos.

Metagenoma: Colecdo de genomas dentro de comunidades microbianas complexas e
DNA humano.

Microbioma: Conteldo genético da comunidade microbiana, ou seja, conjunto de

genomas dos microrganismos que habitam nos seres humanos.
Microbiota: Estrutura da comunidade microbiana.

Primer: Sequéncias iniciadoras que geralmente sdo universais.
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1. Introducéo

O nUmero de bactérias no corpo humano é dez vezes superior ao nimero de células
humanas (National Institutes of Health, 2012), pelo que cada individuo apresenta 10 a
100 trilndes de células microbianas que se encontram em simbiose com este. (Ursell,
Metcalf, Parfrey, & Knight, 2012)

Apesar de alguns individuos compartilnarem mais de 99,9% do genoma humano,
existem diferencas no microbiota (70-90%). O microbiota contém pelo menos 100
vezes mais genes do que 0s constituintes humanos. Isto leva a pensar até que ponto a
comunidade microbiana determina respostas fisioldgicas humanas e a susceptibilidade a
doencas. Portanto, a evidéncia de que essas comunidades microbianas afectam a nossa
salde e que podem ser manipuladas para curar doencas é um caminho a seguir para
intervencdes terapéuticas, visto que o microbioma é mais facil de alterar que o genoma
humano. (Parfrey & Knight, 2012)

Ao conjunto da diversidade genética de microrganismos, bactérias, virus,
fungos, protozoarios e arqueas, distribuidos nas vérias partes do organismo humano
denomina-se microbioma (The Human Microbiome Project Consortium, 2012), sendo
que cada ser humano tem um microbioma Unico. (Parfrey & Knight, 2012) Este
geralmente é estavel ao longo do tempo sendo resistente a perturbacfes, mas pode variar
no tempo e de acordo com a regido corporal, na mesma pessoa e de pessoa para pessoa.
(Parfrey & Knight, 2012) Esta grande diversidade deve-se a varios fatores, tais como a
exposi¢cdo aos microrganismos apds 0 nascimento, a idade, a genética (fator intrinseco),
a dieta, intervencdes terapéuticas e estimulos ambientais (fatores extrinsecos). (Nelson,
Diven, Huff, & Paulos, 2015) Individuos saudaveis podem variar entre si no
microbioma, (The Human Microbiome Project Consortium, 2013) sendo a varia¢do do
microbioma entre individuos maior do que no mesmo individuo ao longo do tempo.

(Grice & Segre, The Human Microbiome: Our Second Genome, 2012)

Disbioses, ou seja, alteracbes nas comunidades microbianas, tém sido implicadas
numa variedade de estados de doenca (obesidade, diabetes, distarbios vaginais e
bacterianos da pele, entre outros). Assim sendo, a composi¢do do microbiota pode ser
manipulada para causar doenca ou para melhorar a salde, alterando a dieta por
exemplo. (Parfrey & Knight, 2012)

13
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O facto de se verificar que o microbiota da pele de um individuo é Unico e
estavel ao longo do tempo, hd a hipdtese da comunidade bacteriana ser usada na
identificacdo forense de individuos, com uma precisdo de 95%, através da analise de
objectos que o individuo contactou directamente. (Parfrey & Knight, 2012) Neste tipo
de anélises € usada a técnica de pirossequenciacdo, de forma a comparar 0s
microrganismos da pele e dos objectos. (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira, 2014)

1.1 Desenvolvimento do microbioma humano

Os microrganismos que constituem o0 microbioma humano sdo adquiridos
maioritariamente durante o nascimento. O feto é estéril durante a gestacdo, (Morgan &
Huttenhower, Chapter 12: Human Microbiome Analysis, 2012) mas a passagem do feto
através do trato geniturinrio da progenitora, pele e trato respiratorio daqueles que o
manuseiam sdo os fatores de exposicdo e colonizacdo, predominando o0s
microrganismos que melhor se adaptam. (Nelson, Diven, Huff, & Paulos, 2015) Estes
microrganismos podem diferir consoante o tipo de parto: parto normal ou cesariana. No
parto normal, o recém-nascido adquire 0 microbiota da vagina da progenitora enguanto
que por cesariana 0 microbiota adquirido é o da pele (Ursell, Metcalf, Parfrey, &
Knight, 2012), prevalecendo Staphylococcus, Corynebacterium, Propionibacterium spp.

(ver figura 1) (Dominguez-Bello, Blaser, Ley, & Knight, 2011)

Early
childhood

T 1

Newborn Elderly

271

« Initial gut bacteria (founder
species) depends upon

* New strains (less certain
in origin) outcompete old

« Highly distinct,

differentiated microbiota

+ Substantially different
gut communities than in

delivery mode ones - Microbial community younger adults
x X * Rapid increase in may continue to change,
Veainal detvry: I diversity but at a slower rate than
l el « Early microbiota in childhood
+ Vertical Propionibacterium development = high
inheritance SPP- instability
fommoner B ?xmlumy to C shlﬁs in response to diet,
certain pathogens iliness
+ Higher risk of
atopic diseases
Figura 1- Desenvolvimento microbiano no ser humano ao longo da vida. (Retirado de

(Dominguez-Bello, Blaser, Ley, & Knight, 2011)) — No recém-nascido, as bactérias que colonizam o

intestino depende do tipo de parto (parto normal ou cesariana). Na primeira infancia hd um répido
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aumento da diversidade microbiana e além disso existe uma grande instabilidade do microbiota devido as
alteracdes de dieta e doengas. No adulto, 0 microbiota é altamente distinto e diferenciado e apesar de
poder ocorrer alteracbes neste, ocorre a um ritmo mais lento. No ldoso, a comunidade intestinal é

diferente dos adultos mais jovens.

A vagina ¢ colonizada por relativamente poucas espécies bacterianas, sendo que
Lactobacillus representa cerca de 50% da populacdo bacteriana vaginal. No momento
do parto, esta € dominada por Lactobacillus e Prevotella spp. No entanto, a comunidade
bacteriana vaginal sofre modificacbes durante a gravidez, de modo a fornecer
microrganismos benéficos. Quando o pH vaginal se encontra alto significa que ha uma
reducdo de Lactobacillus e quando este pH se torna mais acido ha um aumento de
Lactobacillus, predominando Lactobacillus iners e Lactobacillus crispatus,
(Dominguez-Bello, Blaser, Ley, & Knight, 2011) como veremos mais a frente.

O recém-nascido adquire quase a totalidade de microrganismos que irdo fazer
parte de si na vida adulta, ao fim de duas semanas de vida, verificando-se
posteriormente a estabilizacdo do seu microbioma por volta dos 3 anos de idade.
(Nelson, Diven, Huff, & Paulos, 2015) No entanto, em alguns momentos da vida
verificam-se alteracdes do microbiota intestinal, tal como na introducdo da dieta com
leite mateno, na presenca de febre, na introducdo de dieta de adulto e antibioterapia.
Cada mudanca na dieta altera a microbiota intestinal e enriquece 0s genes
correspondentes. (Ursell, Metcalf, Parfrey, & Knight, 2012) Na verdade, cada um de
nos enfrenta uma grande modificacdo do microbioma durante a vida. (Parfrey & Knight,
2012)

As bactérias existentes nas varias regides do corpo sdo muito diferentes, sendo
que o trato gastrointestinal e a boca apresentam maior diversidade microbiana. (Ursell,
Metcalf, Parfrey, & Knight, 2012) No entanto, o microbiota mais semelhante entre a

populacdo é o da boca e 0 da vagina. (Parfrey & Knight, 2012)

A diversidade encontrada no intestino humano permite a digestdo de compostos
através das vias metabdlicas, aumentando desta forma a capacidade de extrair energia a
partir de diferentes dietas. A microbiota intestinal parece ter também um papel
importante na obesidade, como veremos mais adiante. (Ursell, Metcalf, Parfrey, &
Knight, 2012)
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O gendtipo parece influenciar a colonizagdo pois estudos realizados através da
desnaturacdo do gene 16S rRNA demonstram que gémeos monozigdticos apresentam
um microbioma semelhante. No entanto, a influéncia do gendtipo permanece
inexplichvel e mudancas no genoma fazem variar o microbioma do trato

gastrointestinal. (Dominguez-Bello, Blaser, Ley, & Knight, 2011)

Nos EUA mais de 30% dos nascimentos em 2007 ocorreram por cesariana, pelo
que estes recém-nascidos ndo foram expostos aos microrganismos vaginais. Esta
diferenca de colonizacdo dependendo do tipo de parto, afeta o desenvolvimento da
comunidade bacteriana do trato gastrointestinal e poderd contribuir para uma maior
susceptibilidade a determinados agentes patogénicos. Pensa-se que podera contribuir
para 0 aumento do risco de doencas atdpicas (alergias, asma) e cerca de 64-82% de
infecdo da pele por MRSA ocorre em recém-nascidos nascidos por cesariana, pelo que
0S microrganismos vaginais parecem desempenhar um papel protetor contra a

colonizacéo por patogéneos. (Dominguez-Bello, Blaser, Ley, & Knight, 2011)

A partilha de microrganismos ocorre de forma intra-familiar e entre geragfes. A
transmissdo vertical de mée para filho através do parto predomina, sendo que pai e
irmdo contribuem também de alguma forma para a transmissdo pois estes partilham o
mesmo habitat. A partilha de recursos e de locais com o resto da populacdo numa
cidade, faz com que ocorra transmisséo horizontal. (ver figura 2) (Dominguez-Bello &
Blaser, 2011) Além disso, é de salientar que as comunidades microbianas estdo sempre
a ser transferidas de superficie em superficie, pelo que esta possa ser mais uma causa da

transmissdo horizontal. (Ursell, Metcalf, Parfrey, & Knight, 2012)

16
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Figura 2- Transmissdo vertical e horizontal do microbioma. (Adaptado de (Dominguez-Bello &
Blaser, 2011)) — Esta figura representa bem a transmissdo vertical e horizontal, sendo que os individuos
da mesma cor representam uma familia. Nesta imagem verifica-se que o relacionamento entre a

populagéo leva a alteracdes no microbioma (bolinhas coloridas). (Dominguez-Bello & Blaser, 2011)

Como iremos ver, esta diversidade de microrganismos que habita o ser humano
encontra-se em harmonia com este, desempenhando um papel fundamental na
manutencdo de uma vida equilibrada e saudavel. Estes, além de ajudarem na digestao e
aquisicdo de nutrientes, tém demonstrado impacto na salde e em doencas através do

sistema imunoldgico. (Nelson, Diven, Huff, & Paulos, 2015)
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2.Funcdes e Beneficios

2. Funcoes e Beneficios

Como mencionado anteriormente, o trato gastrointestinal é colonizado por uma
grande diversidade de bactérias, sendo a sua maioria anaerdbias obrigatorias que se
encontram no intestino grosso. As bactérias comensais desempenham um papel
importante na manutengdo da homeostase da imunidade intestinal e para a fisiologia
humana. O desequilibro deste ecossistema tem sido associado com o desenvolvimento
de vérias doencgas inflamatdrias intestinais. Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides
thetaiotaomicron, Bacteroides fragilis, Akkermansia muciniphila e bactérias
filamentosas segmentadas sdo responsaveis pela manutencdo desta homeostase e

representam um papel protetor da satde. (Maier, Anderson, & Roy, 2015)

Uma grande parte da satde humana depende dos beneficios simbidticos da relacéo
entre hospedeiro-microrganismo. O microbiota intestinal apresenta uma fungdo
protetora pois previne a colonizacdo da mucosa por patogéneos, ocupando o epitélio de
forma a evitar a aderéncia e a invasdo destes, havendo assim resisténcia a colonizagéo.
Além deste meétodo, as bactérias também podem inibir a invasdo por patogéneos,
diretamente, produzindo substancias antimicrobianas como bacteriocinas ou

indiretamente, competindo por nutrientes disponiveis. (Maier, Anderson, & Roy, 2015)

A microbiota intestinal fornece a energia e 0s nutrientes ao hospedeiro através da
degradacdo de alimentos ndo digeriveis no intestino grosso. Apresenta um papel
importante metabolico através da sintese de vitaminas K e B12, acido folico e acidos
gordos de cadeia curta como o acetato, propionato e butirato. Este Gltimo tem
particularmente uma acdo central de fornecer energia aos colondcitos. Além disso,
desempenha acfes anti-inflamatdrias, diminuindo a expressdo de citoquinas pro-
inflamatdrias em amostras de bidpsia do cdlon e em células provenientes de doentes

com doenca de Crohn, por exemplo. (Maier, Anderson, & Roy, 2015)

Os modelos de animais livres de microrganismos servem apenas para estudar o
efeito da colonizacdo por uma bactéria ou comunidade bacteriana nos processos
fisiologicos do hospedeiro. E importante a colonizacio do trato gastrointestinal para o
desenvolvimento do sistema imunitario. A microbiota é ainda responsavel pela

regulacdo da angiogenese intestinal. (Maier, Anderson, & Roy, 2015)
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Em adultos, a maior parte das bactérias intestinais pertencem apenas a alguns filos,
sendo Bacteroidetes e Firmicutes geralmente dominantes. (Siezen & Kleerebezem,
2011)

Siezen e Kleerebezem (2011) propuseram o termo "faecotypes” em vez de
"Enterotypes”, pois a abundancia microbiana e a composi¢cdo muda ao longo do trato
gastrointestinal e, talvez "enterotypes" pode ndo refletir a composicdo microbiana
intestinal total. (Siezen & Kleerebezem, 2011)

O microbioma intestinal desempenha um papel importante na digestdo e nutri¢éo,
sendo que este varia de acordo com a dieta. Além disso, € uma fonte de diversidade
genética.

O microbioma encontra-se assim em relacdo simbiotica com o hospedeiro,

desempenhando inumeras fungdes tais como:

- Ocupacdo de locais por bactérias comensais de forma a evitar a colonizagéo da

pele e mucosas por bactérias patogenicas (antagonismo bacteriano);

- Producéo de mucina, de modo a formar uma barreira que diminui a capacidade

de adesdo de bactérias patogénicas;

- Producdo de éacidos gordos pelas bacterias comensais existentes na pele,

prevenindo o aparecimento de espécies indesejaveis;

- Producdo de substancias com actividade antibacteriana no intestino

(bacteriocinas), ajudando desta forma a prevenir a colonizagédo de bactérias patogénicas;

- Producdo de nutrientes tal como a vitamina B e K, sendo esta ultima essencial
para a sintese de varios fatores de coagulacdo. Os tecidos necessitam de vitamina B12

para a sintese de DNA e processamento de acidos gordos;

- Producdo de enzimas necessarias ao processamento do alimento para melhor
obtencdo de nutrientes e eficacia na manutencdo/ reparacdo de tecidos e 6rgdos. Estas

permitem digerir carbohidratos complexos;

- Controlo do apetite e saciedade;
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- Estimulagéo imunoldgica pelas bactérias comensais, conferindo ao hospedeiro

protecdo contra muitas bactérias patogénicas. (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira,

2014)

Para complementar o que foi mencionado anteriormente, a figura seguinte

enumera algumas das fung¢des do microbioma humano.
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TRENDS in Microbiology

Figura 3- Fungdes do microbioma humano. (Retirado de (Turnbaugh, et al., 2007))

Resumindo, os microrganismos comensais contribuem para a nutricdo, para a

regulacdo da angiogénese intestinal, para a protecdo contra patogéneos e no

desenvolvimento da resposta imunitaria, (Maier, Anderson, & Roy, 2015) pelo que séo

responsaveis por um largo espectro de atividade bioldgica. (Segata, et al., 2013)
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3. Projeto Microbioma Humano

O Projeto Microbioma Humano (HMP) é um dos projetos mais importantes, que
engloba varias partes do mundo tal como EUA, Asia e Unido Europeia. (Turnbaugh, et
al., 2007) Os investigadores acreditam que a compreensdo da salde humana e das
doencas é impossivel sem a compreensao de todo o microbioma humano. (Dewhirst, et
al., 2010)

Uma das questdes que este projeto se debroca é se todos os seres humanos
compartilham um nicleo de microbioma que seja identificavel e se sim como é
adquirido. Este nucleo engloba tudo aquilo que é comum entre 0 microbioma e todos 0s
seres humanos, tal como as relagdes funcionais. Além disso, outra questdo em continua
investigacdo séo os fatores que afetam a diversidade do microbioma. (Turnbaugh, et al.,
2007)

Projeto Microbioma Humano (HMP), langado em 2007 tem como objectivo
identificar e caracterizar 0os microrganismos que se encontram em associagdo com 0s
seres humanos saudaveis e doentes e avaliar as suas alteracdes. (NIH, s.d.) Além disso,
é uma iniciativa do Instituto Nacional de Saide dos Estados Unidos. Por outro lado, o
Projeto Metagenomica do Trato Intestinal Humano (MetaHIT) foi lancado em 2008 pela

Comisséo Europeia e da China. (Belizario & Napolitano, 2015)
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4. Técnicas de estudo do Microbioma Humano

Anton Van Leeuwenhoek (figura 4) conseguiu pela primeira vez, ver e descrever
microrganismos através dos microscopios que construiu. Este aparelho com resolucéo
de 1mm era constituido por uma simples lente biconvexa, capaz de ampliar 200 vezes.
Através deste conseguiu observar miscrorganismos da agua, saliva, fezes e de outros
produtos aos quais chamou animacules. (Ferreira, Sousa, & Lima, 2010) O estudo da
diversidade do microbioma humano teve inicio na década de 1680 quando Anton
comparou o microbiota oral e fecal e verificou que os microrganismos variam de local

para local e em estado de satde ou doenga. (Ursell, Metcalf, Laura, & Knight, 2012)

Figura 4- Anton Van Leeuwenhoek (Retirado de (Ferreira, Sousa, & Lima, 2010))

A partir do final de 1900, quando Robert Koch desenvolveu métodos de isolamento,
0 cultivo e o isolamento de bactérias foram técnicas usadas para identificacdo e
caracterizacdo dos microrganismos. A identificacdo de células bacterianas é possivel
através do uso de coloracdo, culturas de enriquecimento e, além disso, através da
observacdo da morfologia e cor das coldnias de células, (Grice & Segre, The Human
Microbiome: Our Second Genome, 2012) promovendo assim a sua identificacdo visual

e caracteristica de cada espécie. (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira, 2014)

No entanto, em varios estudos verificou-se que a diversidade e o nimero de
microrganismos era maior do que os que foram identificados, concluindo-se que néao é
possivel cultivar todas as espécies existentes. (Grice & Segre, The Human Microbiome:
Our Second Genome, 2012) Portanto, hd que ter em conta que muitas bactérias ndo
podem ser cultivadas e caracterizadas fenotipicamente ou por falta de condi¢cbes
favoraveis ou porque sdo de crescimento lento, identificando-se s6 as espécies mais

dominantes. Deste modo, ndo é dificil compreender que algumas bactérias ndo crescem
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em condicOes artificiais in vitro, pois em condigdes naturais existem as condi¢des
Otimas de crescimento tal como nutrientes, fatores de crecimento, moléculas de
sinalizacdo, pressdo de O, e outras condigdes fisico-quimicas, assim como relagdes
simbidticas entre organismos que necessitam uns dos outros para 0 seu crescimento.
Para estas bactérias serem cultivadas em laboratorio € entdo necessario produzir-se as
condi¢cdes necessarias. A incapacidade de cultura de muitos microrganismos levou ao
constrangimento de muitos cientistas. (Hollister, Gao, & Versalovic, 2014) No entanto,
a capacidade de estudar o microbioma humano tem aumentado devido ao
desenvolvimento de novas técnicas analiticas e de sequenciacdo (ferramentas
gendmicas, metagendémicas, de sequenciacdo e bioinformaticas) (Ursell, Metcalf,
Parfrey, & Knight, 2012) baseadas no gene 16S rRNA. (Grice & Segre, The Human
Microbiome: Our Second Genome, 2012)

Estes avangos nos métodos experimentais e no desenvolvimento de ferramentas
informéticas tém permitido compreender melhor as alteragdes das comunidades
microbianas. Estas alteracbes tanto da composicdo como da abundancia de
microrganismos tém sido associadas ao estado de doenca e de saude do ser humano.
(Bikel, et al., 2015)

No entanto, é necessario ter em conta 0 custo e a pratica destas técnicas, pois
algumas sdo muito caras para serem usadas em rotina no diagndstico de infeces.
Contudo, a generalizacdo dos ensaios moleculares na forma de kits é relativamente
acessivel e tem como beneficio 0 acesso a uma rapida avaliacdo individual e
personalizada. A ampla utilizacdo destes kits aumentam a possibilidade de coeréncia

entre estudos independentes. (Hiyari & Bennett, 2011)

Os objectivos do estudo do microbioma humano consistem na analise da estrutura e
da dinamica das comunidades microbianas, as relacdes entre si e 0 potencial destas na

salde e na doenga. (Bikel, et al., 2015)
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4.1 Diversidade taxondmica molecular

4.1.1 Gene marcador 16S rRNA

Um marcador ¢ uma sequéncia de DNA que identifica o genoma pelo qual é
constituido, sem a necessidade de o sequenciar na sua totalidade. Apesar de poderem ser
usados marcadores diferentes para andlise de comunidades distintas, h& varias
caracteristicas que definem um bom marcador. Um marcador deve estar presente em
todos os membros da comunidade e deve diferir sempre e apenas quando 0s genomas
sdo distintos entre os individuos. O marcador mais usado é o gene 16S rRNA
(designacdo apds transcri¢do), podendo denominar-se também de 16S rDNA. (Morgan
& Huttenhower, Chapter 12: Human Microbiome Analysis, 2012)

A menor subunidade do ribossoma do procariota e constituida pelo gene 16S rRNA
e por vinte e uma proteinas ribossomais, (Ferreira, Sousa, & Lima, 2010) sendo que
desta forma, este gene € usado como marcador genético bacteriano no estudo
filogenético e taxondmico. (Bikel, et al., 2015) Algumas regifes do gene 16S rRNA séo
conservadas durante a transcri¢cdo (Cox, Cookson, & Moffatt, 2013) pelo que podem ser
usadas para desenhar primers de amplificacdo. (Mizrahi-Man, Davenport, & Gilad,
2013) Alem disso, contém cerca de 1.500 pares de base de comprimento pelo que o
tamanho é suficiente para fins informaticos (Mizrahi-Man, Davenport, & Gilad, 2013) e
as regides hipervariaveis (V1-V9), (Grice & Segre, The Human Microbiome: Our
Second Genome, 2012) favorecem a discriminacao entre taxonomias. (Cox, Cookson, &
Moffatt, 2013) Este gene contém mdltiplos operdes, sendo a sua sequéncia usada na
identificacdo e quantificacdo de bacterias. (Bikel, et al., 2015) A identificacdo depende
de dois parametros: introducdo das sequéncias dos nucledtidos em base de dados
publica ou privada e a identificacdo especifica de cada sequéncia. (Mizrahi-Man,
Davenport, & Gilad, 2013)

O uso do gene 16S rRNA como molécula de identificacdo foi a base de
desenvolvimento de muitas técnicas moleculares. As novas tecnologias de sequenciacao
tém permitido caracterizar 0s microrganismos e verificar o contributo da variabilidade

do microbioma para a saude. (Parfrey & Knight, 2012)

Em Fevereiro de 2012, havia 2 milhes de sequéncias de 16S rRNA e 35 filos no

Projeto de Banco de Dados Ribossomal. No entanto, estes dados filogenéticos sdo uma
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base de dados de referéncia. (Grice & Segre, The Human Microbiome: Our Second
Genome, 2012)

4.1.1.1 Sequenciagdo do gene 16S rRNA

O fato deste gene ser conservado permite a sua utilizacdo para a criagdo de
arvores e de relacdes filogenéticas. No entanto existem varios métodos que sdo usados
para analisar o gene 16S rRNA, sendo um deles o PCR, uma técnica de amplificacéo.
(Cox, Cookson, & Moffatt, 2013)

PCR ou reacdo em cadeia da Polimerase é uma técnica de biologia molecular que
consiste na sintese enzimatica de cépias de &cidos nucleicos e que através de varias
etapas de variacdo de temperatura promove a duplicacdo de cadeias de DNA in vitro. A
primeira etapa é a desnaturacdo (90-97 °C) em que ocorre separacdo das cadeias de
DNA a clevadas temperaturas. A segunda etapa é o “ anealing” ou hibridazacdo, que
ocorre a uma temperatura mais baixa (50-60 °C) e que consiste na ligacdo dos primers.
E aterceira etapa € a extensdo ou polimerizacdo (72 °C). Para a execucdo do PCR usa-se
um termociclador, que faz variar de forma rigorosa o tempo e a temperatura ao longo do

ciclo, sendo que geralmente séo realizados 30 ciclos. (Joshi & J.D., 2010)

No PCR, para a amplificacio do ADN ¢ necessario quatro nucleotideos deste,
primers (sequéncias iniciadoras) e uma enzima DNA polimerase termoestavel. (Joshi &
J.D., 2010) Como demonstra a figura 5, os primers usados dependem da bactéria em
estudo. (Bikel, et al., 2015)
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Figura 5 — Escolha dos Primers na amplificacdo das regifes hipervaridveis do gene 16S rRNA (Retirado

de (Bikel, et al., 2015)) — Esta imagem pretende demonstrar que a escolha dos primers depende das
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espécies bacterianas que se pretende amplificar. Na figura estdo representadas 3 espécies bacterianas e
dois primers diferentes. O primer 1 permitiu uma amplificacdo diversificada tal como acontece no
microbioma humano, enquanto que com o primer 2 isso ndo aconteceu. Ou seja, 0 primer 1 permite uma

melhor identificacdo da espécie bacteriana B do que o primer 2.

De uma forma mais completa e resumida, as fases desta técnica sdo:

- Extracdo da amostra de DNA,;

- Purificacdo do DNA,

- Prepacgéo da mistura Master Mix;

- Incubacao no termociclador;

- Electroforese (técnica finger printing usada para visualizacdo dos genes
amplificados);

- Revelacgéo e fixacao do gel. (Macintyre, et al., 2015)

No PCR pode acontecer contaminagdo microbiana dos reagentes, afetando desta
forma os resultados. (Bikel, et al., 2015)) Além disso, PCR pode ainda dividir-se em:
PCR Multiplex, Nested PCR, RT-PCR, qPCR, PCR digital.

Uma das limitagdes da técnica de PCR é o fato dos primers poderem ser desenhados
a favor ou contra determinados grupos de organismos. Erros de PCR sdo comuns e
dificeis de detetar. (Bikel, et al., 2015)

O gene inteiro ou as regides hipervariaveis podem ser amplificadas, sendo o produto
do pcr sequenciado e comparado com a base de dados que contem as espécies

conhecidas.

Além da sequenciacdo do gene 16S rRNA existe ainda a metagenémica que permite
ndo so identificar o microrganismo mas também interpretar a sua funcdo. (Grice &
Segre, The Human Microbiome: Our Second Genome, 2012) No entanto, a
sequenciacdo metatranscriptomica vem complementar as limitacbes da metagenomica,

possibilitando 0 acesso ao metatranscriptoma de todo 0 genoma microbiano.

Em poucos estudos foi usada a combinacao das duas técnicas: metatranscriptémica e
metagendmica. Na técnica metatranscriptdmica isola-se o RNA (obtido através de

transcricdo reversa) total do microbioma e procede-se ao seu enriquecimento. De
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seguida, este é sujeito a fragmentacdo e sintetiza-se DNA através da utilizacdo da
transcriptase reversa e hexameros aleatérios. De seguida o DNA é reparado e
amplificado. (Bikel, et al., 2015)

Em bioinformatica, para analisar amplificacbes do gene 16S rRNA sdo usados
softwares: Qiime, Mothur, Migrast e Galaxy. QIIME e Mothur s&o softwares
informéaticos que se baseiam na andlise de sequéncias de uma comunidade. O software é
baseado em dados anteriores de sequenciacdo. Estes servem para descrever o e 3
diversidade. (Schloss, et al., 2009)

4.1.2 Sequéncias em OTUs

A definicdo precisa de uma Unica sequéncia é um grande desafio que se coloca
bioinformaticamente. Apesar do gene 16S rRNA apresentar regides conservadas,
existem regides que séo hipervariaveis, pelo que um pequeno nimero de pares de base
podem sofrer modificacdo num espaco curto de tempo. Algum grau de divergéncia na
sequéncia € aceitavel (ex: 95%, 97%, 99%), pois 0 genoma & praticamente idéntico,
pelo que se denomina de unidade operacional taxonomica (OTU). (Morgan &
Huttenhower, Chapter 12: Human Microbiome Analysis, 2012) Por outras palavras,
OTU representa um conjunto de microrganismos que contém sequéncias que Sao
semelhantes entre si. (Schloss & Westcott, Assessing and Improving Methods Used in
Operational Taxonomic Unit-Based Approaches for 16S rRNA Gene Sequence
Analysis, 2011)

4.1.2.1 Diversidade populacional

A medicdo da diversidade € de grande importancia para a saide humana pois casos
de doenca tém sido relacionados com a diminuicdo da diversidade do microbioma.
Muitos microrganismos encontram-se abundantemente em alguns individuos e muitos

predominam entre a maioria destes, mas nenhum microrganismo € universal.

O estudo bioinformatico da diversidade do microbioma humano é muito complexo
pelo que foi avaliado pelo HMP através das unidades taxonémicas operacionais
(OTUs). (Morgan, Segata, & Huttenhower, 2012) A figura 6 demonstra como é feita a
analise de OTUs.
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Figura 6- A metagendmica e métodos bioinforméticos. (Retirado de (Morgan & Huttenhower,
Chapter 12: Human Microbiome Analysis, 2012)) — Numa primeira fase, procede-se a extracdo da
amostra de DNA. Através da amplificacdo e sequenciacdo do gene 16S rRNA consegue-se definir a taxa
bacteriana presente na populagdo. Posteriormente as sequéncias semelhantes sdo agrupadas em OTUSs, e
sofrem comparagdo com bases de dados (ex: Genes Verde, myRDP, Silva,...) com a finalidade de
identificar os OTUs com grande precisdo. A composicdo da comunidade pode ser descrita através da

mencédo dos OTUs presentes, a sua abundancia relativa e/ou respectiva filogenética.

Por outro lado, esta representado a metagendmica, em que as sequéncias de DNA da comunidade sdo
comparadas com genomas de referéncia ou catalogos de genes. Esta técnica apresenta um maior custo
mas permite uma melhor resolucdo taxonémica e a observacdo do polimorfismo de um Unico nucleotideo
(SNPs) e de outras sequéncias variantes. Além da composicdo, a metagendmica permite também a
investigacdo das capacidades funcionais da comunidade bacteriana, através da comparacdo das
respectivas sequéncias de DNA com bases de dados (ex: KEGG, SEED, BLAST,...) de modo a

identificar as sequéncias.
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A diversidade a corresponde ao nimero de espéecies presentes numa determinada
regido. Por exemplo a boca é dos microbiomas humanos com maior diversidade o € a
vagina com menor. A diversidade a € entdo calculada de acordo com a quantidade e
com a distribuicdo dentro de uma populacdo. (Morgan & Huttenhower, Chapter 12:
Human Microbiome Analysis, 2012) No caso da diversidade B a cavidade oral ja tem
uma diversidade 3 menos acentuada, ou seja, embora apresente uma grande diversidade
microbiana, geralmente as espécies sdo conservadas entre individuos, (Morgan, Segata,
& Huttenhower, 2012) o que significa que a diversidade beta representa uma medida de
similaridade entre populagdes. (Morgan & Huttenhower, Chapter 12: Human
Microbiome Analysis, 2012)

A diversidade o é quantificada pelo indice de Shannon e a diversidade € medida
pela dissimilaridade Bray-Curtis. (Morgan & Huttenhower, Chapter 12: Human
Microbiome Analysis, 2012)

Torna-se necessario formar perfis com as composi¢des taxonomicas e filogenéticas
das comunidades microbianas para compreender a sua biologia e para a caracterizagao
de doengas complexas como a obesidade ou doenca inflamatéria do intestino que nao

parece estar associada apenas a microrganismos individuais. (Segata, et al., 2013)

4.1.3 The shotgun metagenomic

Whole- metagenome shotgun (WMS) refere-se a sequenciagdo gendmica a partir de
fragmentos de DNA. (Morgan & Huttenhower, Chapter 12: Human Microbiome
Analysis, 2012)

A sequenciacdo WMS permite obter perfis de comunidades microbianas a partir do
seu DNA. No entanto, nenhum método foi simultaneamente eficaz e preciso devido a
limitacBes informaticas. (Morgan & Huttenhower, Chapter 12: Human Microbiome
Analysis, 2012)

WMS permite ndo sé a compreensdo da comunidade bacteriana mas também da sua
interacdo com o hospedeiro. (Morgan & Huttenhower, Chapter 12: Human Microbiome
Analysis, 2012) O microbiota seria uma investigacdo de interesse se este ndo fosse
influenciado em grande parte pela imunidade do hospedeiro, acabando por ser uma

grande influéncia na saude e doenca do hospedeiro. (Bermon, et al., 2015)
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A anélise metagendémica filogenética (MetaPhlAn) permite o processamento de
milhdes de leituras metagendmicas em poucos minutos e obtem com preciséo os perfis
caracteristicos das comunidades microbianas. Esta analise estima a abundancia relativa
de microrganismos através de mapeamento de leituras que se obtém através da pre-
selecdo informética de pequenas sequéncias de marcadores especificos. A classificacdo
é realizada através da comparacgdo da leitura metagenémica da amostra com o marcador.
(Segata, et al., 2013) Os marcadores especificos de MetaPhlAn sdo sequéncias
codificadoras que sdo desenhadas automaticamente na base de dados por computador

permitindo uma maior precisdo. Estes marcadores satisfazem as seguintes condicdes:
- Séo conservados dentro do genoma do organismo;

- Nao € similar a outras sequéncias presentes fora do organismo. (Segata, et al.,
2013)

Whole-genome sequencing (WGS) tem como significado a sequenciacdo do genoma
completo. (Segata, et al., 2013)

Apos a atribuicdo de um genoma Unico do organismo, uma vez definidos os genes
do genoma, estes podem ser mapeados ou inseridos na base de dados de referéncia.
(Segata, et al., 2013)

Um dos primeiros ensaios metagenomicos para estudar comunidades sem
necessidade de extracdo de DNA foi a hibridagéo fluorescente in situ (FISH), em que as
sondas especificas para o marcador oligonucleotido sofrem hibridizacdo com a
comunidade microbiana. Estas sondas podem ser usadas com quase qualquer uma
taxonomia, embora esta técnica tenha sido limitada ao gene marcador 16S rRNA numa
fase inicial, para estudos de diversidade e identificacdo de enzimas especificas. No
entanto, continua a ser uma tecnologia baseada em imagem. (Morgan & Huttenhower,
Chapter 12: Human Microbiome Analysis, 2012)

Uma outra andlise da estrutura da comunidade pode-se fazer através da utilizacdo de
microarray baseado em 16S rRNA. (Morgan & Huttenhower, Chapter 12: Human
Microbiome Analysis, 2012)
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Na tabela 1 estdo representadas vantagens e desvantagens da sequencia¢do do gene
16S rRNA:

Método Molecular Vantagens Desvantagens

-ldentificacdo de espécies | -Baixa resolucdo ao nivel

Sequenciacdo do genel6S | ndo cultivaveis; da espécie;
rRNA -Alta  capacidade  de | -Limitada para distingdo
analise. de novas espécies.

Tabela 1- Vantagens e Desvantagens da Sequenciagdo do gene 16S rRNA (Adaptado de (Segata, et al.,
2013)

4.1.4 Checkerboard DNA-DNA Hybridization

Consiste na hibridizacdo de uma grande quantidade de DNA com sondas deste
acido desoxirribonucléico suportadas numa Unica membrana. Esta permite a analise de
varias amostras em simultaneo e a identificacdo das varias espécies da amostra (ex:
placa dentaria). No entanto, é uma técnica que esta limitada as bactérias que podem ser
cultivadas devido ao uso do genoma completo, contudo isto pode ser contornado através
do método “reverse capture checkerboard hybridization” em que se passaram a utilizar
primers universais. Esta alteracdo ao método tradicional permite a hibridizacdo

simultanea de 1350 amostras numa s6 membrana. (Hiyari & Bennett, 2011)

Na tabela 2 estdo representadas algumas vantagens e desvantagens desta técnica:

Método Molecular Vantagens Desvantagens

-Analise de varias | -Limitada as  espécies
Checkboard DNA-DNA | amostras simultaneamente; | cultivaveis;

Hybridization -ldentificacdo das varias | -Método trabalhoso.
espécies da mesma

amostra.

Tabela 2- Vantagens e Desvantagens do Checkboard DNA-DNA Hybridization (Adaptado de (Hiyari &
Bennett, 2011))
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4.1.5 Desnaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)

Esta técnica permite a analise das comunidades bacterianas através da
associacdo do PCR com a electroforese. Consiste na amplificacdo de varios marcadores
genéticos, inclusivé o gene 16S rRNA, e analise posterior num gel desnaturante. Cada
banda visualizada no gel representa uma populacdo bacteriana e estas podem ser
recortadas individualmente para realizar a sequenciacdo e a analise das espécies
presentes. O numero de bandas presentes no gel reflete a diversidade de microrganismos
na amostra e a sua intensidade reflete a abundancia. (Piterina & Pembroke, 2013)

Na tabela 3 estdo representadas algumas vantagens e desvantagens desta técnica:

Método Molecular Vantagens Desvantagens

-Cada banda representa | -Dificuldade na obtencéo

uma populacdo bacteriana | de resultados
DGGE diferente; reprodutiveis;

-Mostra abundancia das | -Muitas sequéncias

espécies. bacterianas podem migrar

para outras bandas.

Tabela 3- Vantagens e Desvantagens do DGGE (Adaptado de (Piterina & Pembroke, 2013))

4.1.6 Pirosequenciacao

Método rapido de sequenciacdo genética que usa uma série de enzimas que detetam
eficazmente os nucledtidos sequenciados durante o processo de sintese. Este permite
identificar microrganismos e detetar resisténcia a antibioticos simultaneamente. Além
disso, é uma técnica barata que exclui a preparacao de bibliotecas de clones. (Ling, et
al., 2013)

Pyrosequencing Barcoded utiliza técnicas moleculares barcoding. Sequéncias em

cada amostra sdo marcados com um codigo de barras unico. (Ling, et al., 2013)
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4.1.7 Viroma

O DNA viral representa apenas 0.1% do DNA total do microbioma humano, apesar
de existirem dez vezes mais virus do que células microbianas na maioria dos ambientes.
PHACS é uma ferramenta bioinformatica para avaliar a biodiversidade de comunidades
virais ndo cultivados. (Bikel, et al., 2015)

Estudos recentes revelam que a composicao e abundancia de bactérias tem sofrido
alteracOes e tem havido um aumento do virus bacteridéfagos e ndo do virus eucariéticos.
(Bikel, et al., 2015)

Os bacteri6fagos (fagos) sdo virus com accdo antibacteriana pois promovem a lise
das bactérias ou oferecem beneficios ao seu hospedeiro. Foi demonstrado que fagos
podem acelerar a evolugcdo genomica do microbioma do hospedeiro, levando a
adaptacbes funcionais da comunidade bacteriana. Fagos também fazem parte do
microbioma humano. Estes podem ser ativados devido a dieta ou a habitos, o0 que sugere
que a relacdo bactéria-virus pode estar presente na obesidade ou diabetes por exemplo.
(Bikel, et al., 2015)

O mecanismo de CRISPR contribui na interacdo das bactérias e virus no
microbioma. Pensa-se que o estudo virdbmico e metagendmico antes e apds o tratamento
com probidticos seja um método eficaz para estudar a dinamica da comunidade
microbiana intestinal. O estudo virbmico tem sido importante para perceber o
envolvimento do virus na disbiose microbiana. Outro fator que promove a disbiose € a

presenca de bacteriofagos. (Bikel, et al., 2015)

Estudos metagendmicos combinados com estudo metatranscriptdémicos permitem
estudar as relacGes entre os microrganismos no microbioma humano. (Bikel, et al.,
2015)

Nos estudos do microbioma em seres humanos, a dieta, antibioticos, IMC, idade,
gravidez, etnicidade sdo fatores que influenciam em diferentes graus (ver figura 7) a

composicao da flora intestinal e de outros locais do corpo. (Bikel, et al., 2015)
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Probiotics Immune system Antibiotics Diet Stress

- y ¥y ¥

Microbiome

Figura 7— Analise do Microbioma Humano. (Retirado de (Bikel, et al., 2015)) — Esta imagem
representa a importancia do uso das trés técnicas de analise do microbioma humano para o estudo
completo deste. A combinagdo destas permite ndo so identificar os microrganismos mas também a sua
acdo e além disso, perceber a fungdo dos virus no microbioma. Esta combinagdo permite ainda a
compreensdo do papel de fatores externos tal como a dieta, antibidticos, stress, sistema imunoldgico e

probiéticos na formagdo do microbioma humano.
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A figura 8 resume algumas das técnicas de anélise do microbioma.

Human microbiome
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Figura 8- Analise do microbioma humano através de sequenciacdo e estratégias bioinformaticas.
(Retirado de (Bikel, et al., 2015)) — Para estudar a comunidade microbiana existem técnicas de alto
rendimento tal como “16S gene profiling” que se baseia na sequenciacio das regides hipervariaveis do
gene 16S rRNA e “Shotgun approaches” que Se baseia na sequenciacdo do DNA total (metagenoma) e/ou
do RNA total (metatranscriptoma). Além disso, pode-se ainda analisar o viroma através da sequenciacéo

de todas as particulas virais.

Na Ultima década, a sequenciacdo do gene 16S rRNA tem sido usada para identificar a abundancia e

a diversidade de bactérias na amostra.

A metagendémica além de identificar a abundancia e a diversidade microbiana, identifica também o
contelido genético. Na analise metagendmica, sequéncias de DNA podem ser mapeadas de modo a formar
referéncia de genomas. A abundancia de genomas e o potencial funcional das sequéncias pode ser

avaliado através de bases de dados.

Na analise virémica, as particulas virais devem ser enrigquecidas e de seguida sequenciadas de modo a

obter-se 0 genoma viral.

Na andlise metatranscriptomica as sequéncias de RNA obtidas sdo mapeadas. O conjunto novo de

genomas e transcriptomas pode servir para identificar novos genomas.
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5. Microbioma humano

O microbioma humano apresenta uma relacdo simbidtica ou comensal com o
hospedeiro, ou seja, beneficia o hospedeiro ou ndo confere beneficio nem prejuizo,
respectivamente. (Barroso, Meligo-Silvestre, & Taveira, 2014) A figura 9 representa a
diversidade do microbioma e a sua variacdo de acordo com a regido corporal, pelo que
através desta podemos concluir que a espécie predominante na vagina é Lactobacillus e
que os filos Bacteroidetes e Firmicutes sdo 0s mais representantes no intestino, por
exemplo. (Grice & Segre, The Human Microbiome: Our Second Genome, 2012)

Actinobacteria
W Corynebacterium
Nares R Propionibacterium
B Other Actinobacteria

[ Bacteroidetes

Firmicutes
. actobacillus
I Staphylococcus
[0 Streptococcus
m Other Firmicutes

mm Fusobacteria
= Proteobacteria

B
v

Mouth: gingiva

Mouth: saliva

|

Skin:
; retroauricular
Mouth: tongue ' : crease

Fl ")

Skin: ,y

'

Gut: steol

antecubital fossa

Vagina

Figura 9— Microbioma humano comensal (Retirado de (Grice & Segre, The Human Microbiome: Our
Second Genome, 2012)) — Esta imagem pretende mostrar que a diversidade depende da regido corporal e
que além disso existem locais que sdo mais semelhantes entre individuos tal como a boca. Esta imagem
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foi divida nas 5 filos mais predominantes (Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria e
Proteobacteria), dando exemplo de algumas espécies representantes de cada um.

O microbiota reflete a idade, o estado nutricional e 0 meio ambiente onde o
individuo vive. Os 0Orgdos internos sdo estéreis, sendo apenas 0s 0Orgaos externos
colonizados durante o0 nascimento, como vimos anteriormente. (Barroso, Meligo-
Silvestre, & Taveira, 2014)

A imagem seguinte (figura 10) demonstra a diversidade microbiana presente no ser
humano e a sua abundancia.
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Figura 10- Mapa da diversidade microbiana. (Retirado de (Morgan, Segata, & Huttenhower, 2012))- Na
parte central estd representada uma arvore filogenética dos microrganismos mais abundantes do
microbioma humano. As barras laterais exteriores ao circulo sdo proporcionais a taxa de abundancia na
regido corporal predominante.
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Nesta dissertacdo, iremos analisar o microbioma da cavidade oral, da pele, do trato
urogenital e do trato gastrointestinal.

5.1 Cavidade Oral

A Cavidade oral € muito complexa e apresenta uma grande diversidade
bacteriana. Esta é dividida em partes (lingua, dentes, mucosa, céu da boca e gengivas) e
todas elas contém uma composicdo especifica de microrganismos. E uma grande porta
de entrada do corpo humano, provocando doencas infeciosas orais neste, tal como
caries, periodontites, gengivites, entre outras. (Dewhirst, et al., 2010) A comunidade
bacteriana presente na periodontite ou carie € maioritariamente complexa e composta
por bactérias anaerobias gram™ tal como Treponema denticola, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Agregatibacter
actinomycetemcomitans. (Belizario & Napolitano, 2015)

O microbioma oral tem sido estudado através de cultivo e através de técnicas
moleculares (ex: clonagem do gene 16S rRNA), pois apenas algumas espécies sao
possiveis de colonizar. Como exemplo de uma forma de estudo do microbioma oral,
numa fase inicial extrai-se uma amostra de DNA. Esta pode ser feita com um cotonete
de nylon e pode ser usado o kit de isolamento de DNA microbiano UltraClean a partir
de bactérias Gram *. De seguida procede-se ao PCR, usando primers universais para
amplificar o gene. Realizam-se cerca de 30 ciclos e de seguida observa-se o produto
amplificado num gel de electroforese a 1% corado com SYBR e visualiza-se
posteriormente a UV. Depois de se visualizar que o tamanho certo foi amplificado, é
usado um Kit de extracdo de gel da Qiagen para retirar parte do gel. (Dewhirst, et al.,
2010)

Foram identificados mais de 300 géneros, pertencentes a mais de 20 filos de
bactérias. (Belizario & Napolitano, 2015) O filo Tenericutes foi separado recentemente
do filo Firmicutes. A espécie Mycoplasma foi detectada na saliva de 97% de individuos.
(Dewhirst, et al., 2010)

Os microrganismos presentes no sulco gengival sdo predominantemente
anaerdbicos. (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira, 2014) Na figura 11 pode-se

visualizar os géneros presentes na cavidade oral e respectiva abundancia.
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Abundant genera (16S data)
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Figura 11- Representacdo colorimétrica dos géneros bacterianos obtidos através da analise do gene 16S
rRNA e respectiva abundancia. (The Human Microbiome Project Consortium, 2013) — Na imagem, 0s
géneros presentes na cavidade oral encontram-se circundados com um retangulo laranja. Encontram-se
dividos por zonas e o tamanho das bolas representam a abundancia dos respectivos géneros. Como

exemplo temos Streptococcus que se destaca na cavidade oral.

A superficie dos dentes pode haver formacio de biofilmes. A formacéo desta
biopelicula consta de 3 etapas: fixacdo, colonizacdo e desenvolvimento. Algumas
bactérias como Streptococcus mutans, pertencente ao grupo viridans, ao fermentar os
acucares produz acidos que podem corroer 0 esmalte dentario. Quando ndo se efetua
regularmente a higiene dentaria, podera haver uma acumulacao de biofilmes levando a
caries dentarias. (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira, 2014) Estas sdo consideradas a
patologia infeciosa mais prevalente em todo o mundo afetando, segundo a OMS, entre

60% a 90% da populacdo escolar e a maioria dos adultos.

De acordo com a informacdo anterior, a higiene oral e a queda dos dentes podem
afetar a flora gastrointestinal e o estado nutricional, podendo levar ao desenvolvimento
de doencas cronicas, tal como doencas do trato digestivo, incluindo cancro oral, gastrico
e esofagico. Varios estudos sugerem que a placa dentaria € um reservatério de
Helicobacter Pilory. Portanto, um maior conhecimento do microbioma bucal e das
inter-relacdes dos microrganismos que habitam é fundamental ndo sé a nivel de
problemas da boca mas também a nivel do aparelho digestivo e cardiovascular que séo

influenciados pelo ecossistema oral.
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A complexidade da comunidade bacteriana da placa dentéria tem dificultado a
determinacdo de um unico agente responsavel pelas céries, devido ao facto em que
nestes problemas, estdo presentes outros fatores como a dieta, educacdo, habitos de
higiene, sendo multifatorial. Streptococcus sobrinus e Streptococcus mutans séo
considerados os maiores agentes etioldgicos da cérie dentéria, do que S.mutans apenas.
(Oda, Hayashi, & Okada, 2015)

Na lingua e na saliva, predominam as espécies do grupo Streptococcus viridans.
No entanto, encontram-se também outros microrganismos tal como Fusobacterium sp.,
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Veillonella sp., Bacteroides sp., Actinomyces sp.,
Treponema sp. e leveduras como Candida sp. por exemplo. (Barroso, Meli¢o-Silvestre,
& Taveira, 2014)

Existem cerca de 75% de Streptococcus mitis na cavidade oral, sendo esta a
espécie mais dominante. (Morgan, Segata, & Huttenhower, Biodiversity and functional

genomics in the human microbiome, 2012)

5.2 Pele

A Pele € o maior 6rgdo do corpo humano com principal funcdo de barreira
protetora contra a colonizacdo de microrganismos. Este Orgdo esta diariamente em
contacto com uma infinidade de microrganismos, mas devido ao seu pH acido de 5.6

impede a sobrevivéncia destes. (Barroso, Meligo-Silvestre, & Taveira, 2014)

As principais espécies bacterianas presentes na pele sdo Gram®. Staphylococos
epidermidis € a espécie aer6bia comensal mais comum e constitui quase 100% da
comunidade bacteriana. (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira, 2014) Esta espécie
pode-se tornar patogénica quando invade outras regides. E considerada a causa mais
frequente de infecBes nosocomiais adquirida através de dispositivos médicos (ex:
cateteres). Apo0s a invasdo destes microrganismos, pode haver formacdo de biofilmes
protegendo desta forma estes microrganismos das respostas imunes do hospedeiro e de
antibioticos, particularmente da oxacilina e metacilina. (Grice & Segre, The skin
microbiome, 2011) Por outro lado, Staphylococos aureus esta presente em cerca de 15-
25% dos individuos e predomina em regides hamidas. (Barroso, Meli¢o-Silvestre, &
Taveira, 2014)
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A colonizacdo da pele depende da fisiologia desta. (ver figura 12) Ha
relativamente mais microrganismos nos foliculos pilosos que na pele. (Grice & Segre,
The skin microbiome, 2011) A densidade de microrganismos também é maior abaixo da
cintura (trato gastrointestinal e geniturinario). (Barroso, Meli¢o-Silvestre, & Taveira,
2014) Através de analise gendmica foi permitido visualizar que Staphylococcus e
Corynebacterium spp. sdo microrganismos predominantes em areas humidas (umbigo,

axilas, virilhas, zona posterior do joelho, zona interna do cotovelo). (Grice & Segre, The

skin microbiome, 2011)
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Figura 12— Fatores que favorecem alteracdes no microbioma da pele. (Retirado de (Grice & Segre, The

skin microbiome, 2011))
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Geralmente, a diversidade é menor em areas sebéceas. Propionibacterium spp.
s&o 0s microrganismos dominantes nestas e noutras areas sebaceas. (Grice & Segre, The
skin microbiome, 2011) As regides que apresentam maior diversidade (Actinobacteria,
Proteobacteria, Firmicutes e Bacteriodetes) sdo areas secas (antebraco, nadega, varias

partes da mao). (ver figura 13)
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imagem encontra-se dividida por trés microambientes: Sebaceo (bola azul), Himido (bola verde) e Seco
(bola laranja).

A acne é um processo inflamatorio que ocorre nos foliculos sebaceos em cerca
de 90% dos adolescentes e adultos jovens, sendo visivel principalmente na face,
pescoco e costas, deixando por vezes cicatrizes irreversiveis. Estas mudangas que
ocorrem na pele levam a proliferacdo de Propionibacterium acnes (bacilo anaerébio
gram-positivo) nos foliculos pilosos e nas glandulas sudoriparas e sebaceas. (Barroso,
Meligo-Silvestre, & Taveira, 2014) A bactéria comensal Propionibacterium acnes
poderé estar associada a doenca inflamatoria pilossebacea. (Grice & Segre, The skin
microbiome, 2011)

A dermatite seborreica € uma doenca hiperproliferativa da pele que afeta
tipicamente o couro cabeludo. Verificam-se melhorias quando se verificam niveis
reduzidos de Malassezia spp. A maioria das doencas de pele sdo tratadas com
antimicrobianos, embora neste caso seja necessario um fungicida pois domina a

levedura Malassezia spp.. (Grice & Segre, The skin microbiome, 2011)

Ainda presentes na pele mas em menor quantidade temos Corynebacterium,
Streptococcus, Micrococcus e Clostridium. Leveduras como Candida e Malassezia
podem ser encontrados principalmente no couro cabeludo, ao redor das unhas e entre 0s

dedos dos pés. (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira, 2014)

5.3 Trato Urogenital

O trato urindrio e o trato genital superior sdo estéreis. No trato urogenital,
somente a uretra e a vagina estdo permanentemente colonizados. A uretra é pouco
colonizada, fazendo parte da sua constituicdo Staphylococcus coagulase negativa como
S. epidermidis, Streptococcus e Lactobacillus. (Barroso, Meligo-Silvestre, & Taveira,
2014) Na maioria das mulheres asiaticas saudaveis predomina Lactobacillus, ao
contrario do que acontece com mulheres hispanicas e negras. Nestas ultimas, ha uma
prevaléncia de bactérias anaerdbias e sdo dominadas mais frequentemente por
Lactobacillus iners quando Lactobacillus spp. esta presente. (Ma, Forney, & Ravel,
2012)
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No entanto, pode haver colonizagdo transitoria por microrganismos fecais como
enterobactérias, podendo conduzir a invasdo e infegdo do trato urinério superior. Por
outro lado, a vagina apresenta uma grande diversidade microbiana que sofre alteragdes
devido a idade e fatores hormonais. Estas alteragdes verificam-se na puberdade, no
periodo fértil, na gravidez, no p6s-parto e na menopausa. (Barroso, Melico-Silvestre, &
Taveira, 2014)

Antes da puberdade, a vagina é constituida maioritariamente por Streptococcus,
Staphyilococcus, Escherichia coli e bacilos difteroides. Quando a rapariga atinge a
puberdade verifica-se 0 inicio da producdo de estrogénios, o que faz com que
Lactobacillus sp. (bacilos Doderlein) seja a espécie predominante. O nivel de
estrogénios provoca proliferacdo do epitélio vaginal com producdo de glicogénio. Este é
metabolizado por Lactobacillus originando acido lactico, o qual é responsavel pelo pH
acido da vagina (3.8- 4.5). O pH acido impede a proliferacdo de microrganismos
potencialmente patogénicos ndo resistentes a este tipo de meios. (Barroso, Meligo-
Silvestre, & Taveira, 2014) O &cido lactico ndo peroxido de hidrogénio apresenta assim,
um papel protector vaginal. (Ma, Forney, & Ravel, 2012) Quando o pH se torna mais
basico, devido a desequilibrios da microbiota vaginal (ex: antibioterapia), ocorre
sobrecrescimento de outras bactérias e leveduras podendo originar vaginites por
exemplo. Além de Lactobacillus, existe ainda Staphylococcus sp. incluindo S.aureus,
Streptococcus sp., Enterococcus sp., enterobactérias, Candida sp., Mycoplasma sp.,
Gardnerella vaginalis e outras bactérias anaerdbias, pois como em todas as mucosas,
existe uma alta proporcdo de bactérias anaerdbias. (Barroso, Meligo-Silvestre, &
Taveira, 2014) A vagina €, portanto, praticamente um ambiente anaerébico em que 0s

niveis de oxigénio dissolvido sdo baixos. (Ma, Forney, & Ravel, 2012)

Numa gravidez saudavel o microbiota vaginal assemelha-se ao microbiota de
uma mulher ndo gravida, mas com maior abundancia de Lactobacillus. (DiGiulio, et al.,
2015) Ou seja, na gravidez, o microbiota vaginal é composto maioritariamente por uma
ou duas espécies de Lactobacillus, mantendo-se estavel e menos sujeita a variacdes.
Lactobacillus spp. é responsavel por inibir o crescimento de agentes patogénicos através
da secrecdo de bacteriocinas, bem como através da producdo de metabolitos tal como o
acido lactico que promove a manutencdo de um pH baixo. (Maclintyre, et al., 2015)
Bacteriocinas sdo substancias com acdo de bactericida proteico sintetizado por bactérias

de estreito espectro. Esta actividade antimicrobiana pode desempenhar um papel
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importante na defesa contra o crescimento de patogénicos e baseia-se na
permeabilizacdo da membrana da célula alvo. (Ma, Forney, & Ravel, 2012) No entanto,
0 microbioma varia de acordo com a etnia da populacdo. Em popula¢Ges americanas, as
comunidades bacterianas vaginais dominantes em mulheres asiaticas e brancas sdo
Lactobacillus spp. (L. crispatus (CST 1), L. gasseri (CST II), L. iners (CST Ill), L.
jensenii (CST V)), enquanto que bactérias anaerébias (CST V) (Prevotella, Dialister,
Atopobium vaginae, Gardnerella vaginalis, Megasphaera, Peptoniphilus, Sneathia,
Finegoldia, e Mobiluncus) sdo mais encontradas em mulheres negras e hispanicas.
(Maclintyre, et al., 2015)

A disbiose do microbioma vaginal durante a gravidez, ou seja, a diminuicéo de
Lactobacillus, presenga de Gardenerella ou Ureaplasma ou vaginose bacteriana
(DiGiulio, et al., 2015) pode levar a complicacdes, especialmente a um parto prematuro.
(Maclintyre, et al., 2015)

Numa perspetiva geral, a comunidade vaginal sofre varias perturbac6es devido a
diversos fatores tal como antibioticos, contraceptivos hormonais e outros métodos
contraceptivos, a atividade sexual, lubrificantes vaginais, entre outros. Além disso, ha
muitos outros fatores intrinsecos, como a imunidade inata e adaptativa do hospedeiro. O
crescimento excessivo de Gardnerella vaginalis esta associado a vaginose bacteriana.
(Ma, Forney, & Ravel, 2012)

A composicdo do microbioma vaginal muda ap6s o parto, diminuindo
Lactobacillus spp., principalmente L. crispatus, aumentando a diversidade
independentemente da comunidade bacteriana durante a gravidez e da etnia. (ver figura
14) (Maclntyre, et al., 2015) H& entdo uma diminuicdo de Lactobacillus e um aumento
de espécies anaerdbicas tal como Peptoniphilus, Prevotella e Anaerococcus. (DiGiulio,
et al., 2015) (ver figura 16) Além disso ha uma reducao rapida de estrogénio, logo de
glicogénio, havendo quebra de produtos utilizados pelas bactérias produtoras de lactato.
Durante a primeira semana ap0s 0 parto, observa-se uma diminuicdo do nivel de
estrogénio entre 100 a 1000 vezes. Pensa-se que 0 estrogénio € responsavel pela
composicdo bacteriana durante a gravidez. Na producdo da placenta aumenta a
quantidade de estrogénio produzido, havendo acumulacdo de glicogénio e portanto,

aumento de Lactobacillus. (Maclntyre, et al., 2015)
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Figura 14— Microbioma vaginal na gravidez e no pos-parto. (Retirado de (MaclIntyre, et al., 2015)) — Esta
figura demonstra que durante a gravidez o microbioma vaginal é constituido maioritariamente por
Lactobacillus (CST I, CST Il, CST Ill, CST V), enquanto que no pdés-parto predominam bactérias

anaerébias (CST 1V). CST IV é maior no pos-parto independentemente da etnia.

Na menopausa a micobiota vaginal passa a ser colonizada maioritariamente por

enterobactérias. (Barroso, Meligo-Silvestre, & Taveira, 2014)

O micobioma vaginal serd& o microbioma intestinal do recém-nascido, sendo

responsavel pelo seu metabolismo e imunidade. (Maclntyre, et al., 2015)
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5.4 Trato Gastrointestinal

Apb6s 0 nascimento, o microbioma intestinal é constituido por uma grande
quantidade e densidade de bactérias que apresentam diferentes fun¢bes no hospedeiro
tal como absorcdo de nutrientes, protecdo contra patogéneos e modulacdo do sistema
imunitério. (Yurist-Doutsch, Arrieta, Vogt, & Finlay, 2014) Esta diversidade aumenta
do estomago até ao intestino grosso. (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira, 2014) O
microbiota encontra-se em constante mudanga até ao primeiro ano de vida. Nesta altura,
0 microbiota gastrointestinal torna-se estavel e permanece inalteravel excepto em caso
de doenca ou toma de antibidticos. (Yurist-Doutsch, Arrieta, Vogt, & Finlay, 2014)
Apesar da ingestdo diaria de microrganismos sdo necessarios fatores exdgenos como a
antibioterapia e a presenca de bactérias enteropatogénicas, para desequilibrar o
microbiota comensal. (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira, 2014) Antibidticos
contribuem para a diminuicdo da resisténcia a colonizacdo de membros do microbiota

comensal, levando ao desenvolvimento de doencas. (Siezen & Kleerebezem, 2011)

A composicdo bacteriana intestinal é influenciada por fatores internos e externos
que caracterizam a sua constituicdo e funcdo. A composic¢do do trato gastrointestinal
apresenta uma grande diversidade entre individuos, sendo que esta varia entre
individuos magros e obesos e, naquelas pessoas que mantém habitos alimentares muito
variaveis. A composicdo bacteriana distinta entre individuos sdo em parte definidas
geneticamente ou determinadas por caracteristicas individuais e ambientais, o que
resulta de uma grande variabilidade intra e inter-pessoal. O conhecimento do
microbioma podera influenciar na predisposicdo e ajudar na promocdo da saude.
(Yurist-Doutsch, Arrieta, Vogt, & Finlay, 2014)

O microbiota intestinal € importante na saide humana mas a amamentacéo € o
tipo de parto afectam a sua composicao. Os recém- nascidos nascidos de cesariana como
vimos anteriormente, apresentam menores semelhangas com a progenitora, como
podemos ver na figura 15. Por outro lado, Bifidobacterium e Lactobacillus dominam

ainda no microbiota intestinal aos 12 meses na crianga. (Backhed, et al., 2015)

Como ja vimos, a passagem pelo canal vaginal no momento do parto influencia
a colonizacdo do trato gastrointestinal do recém-nascido. Em comparacdo ao
microbioma intestinal adulto, os lactentes apresentam maior diversidade microbiana,

abrigando menos espécies com menor estabilidade. Ha estabilizagdo do microbioma
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apos a primeira infancia, mas ocorrerdo modificagdes em certas situaces ao longo da
vida. (Moraes, Silva, Almeida-Pititto, & Ferreira, 2014)

Vaginally born/Breast feed Vaginally born/Bottle feed C-section
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Figura 15— Microbioma Intestinal no recém-nascido dependendo do tipo de parto e amamentacéo
(Retirado de (Backhed, et al., 2015)) - Nesta figura observa-se que recém-nascidos de cesariana tinham
menor semelhanca com a progenitora do que os que nasceram de parto normal. Além disso, verificou-se

que a nutricdo é um dos principais fatores de desenvolvimento do microbioma intestinal infantil.

No parto normal, predomina o filo Actinobacteria, especialmente Bifidobacterium.
Por outro lado, na cesariana, como vimos anteriormente, predomina microrganismos
semelhantes aos da pele (Staphylococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium e
Bacteroides). (Siezen & Kleerebezem, 2011)

Na maioria dos individuos, cerca de 90% dos filos sdo Firmicutes e
Bacteroidetes, sendo o0 restante composto por Actinobacterias (familia
Bifidobacteriaceae) e Proteobacterias (familia Enterobacteriaceae), ou seja, a maioria
das bactérias pertencem a quatro filos. (Doutsch, Arrieta, Vogt, & Finlay, 2014) Em
seguida, na ordem de frequéncia, aparecem os filos Synergistetes, Verrucomicrobia,
Fusobacteria e Euryarchaeota, representando uma pequena percentagem do microbioma.

As classes integrantes do filo Firmicutes sdo Bacilli, Clostridia e Molicutes e do
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Bacteroidetes sdo as Bacteroides, Flavobacteria e Sphingobacterias. (Moraes, Silva,
Almeida-Pititto, & Ferreira, 2014)

A proporcéo de bactérias pode variar nos individuos adultos devido a alteragdes
ambientais ou estados patol6gicos. Com o envelhecimento, observa-se a reducdo de
Bacteroides, Bifidobacteria e menor producdo de acidos gordos de cadeia curta, assim
como o crescimento de anaerdbios facultativos, tais como Fusobacteria, Clostridia,
Eubacteria, e maior atividade proteolitica. (Siezen & Kleerebezem, 2011) Essas
variacOes parecem estar relacionadas com a perda de paladar, olfato e menor ingestéo
alimentar. (Moraes, Silva, Almeida-Pititto, & Ferreira, 2014)

O pH é&cido do estdmago e o pepsinogénio secretado na mucosa deste 6rgédo,
impedem a colonizacéo, pois grande parte dos microrganismos ingeridos sdo destruidos.
As espécies resistentes ao acido cloridrico (HCI) pertencem aos seguintes géneros:
Lactobacillus, Streptococcus e Helicobacter Pylori, podendo estar este ultimo associado
a Ulcera péptica e a gastrite. (Barroso, Meli¢o-Silvestre, & Taveira, 2014)

O HCI, o peristaltismo intestinal e a elevada concentracdo de sais biliares fazem
com que haja um baixo namero de microrganismos no intestino delgado. (Barroso,
Melico-Silvestre, & Taveira, 2014) Streptococcus, Clostridium e Veillonella sao
dominantes no Intestino Delgado. (Siezen & Kleerebezem, 2011) No inicio deste temos
0 microbiota do estdmago enquanto na parte final temos o do intestino grosso. O
microbiota do colon é muito variado e abundante. A maioria sdo anaerdbias (>90%),
podendo haver protozoarios ndo patogénicos e leveduras. Existem ainda enterobactérias,
sendo as mais comuns E. Coli que, em associacdo com Enterococcus, sdo observados

em todos os humanos. (Barroso, Meli¢o-Silvestre, & Taveira, 2014)

O ser humano possui cerca de 100 trilhdes de microrganismos no intestino.
(Flint, 2012)
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6. Distlrbios no Microbioma

A disfuncdo do microbioma humano esta associada com a obesidade, diabetes,
doencas inflamatorias do intestino e doencas auto-imunes. Muitos fatores, exdgenos ou
enddgenos afectam a composicdo da microbiota, tal como o seu genoétipo, a idade, sexo
e dieta. (Xu & Knight, 2014)

6.1 Dieta

Como mencionado anteriormente, a dieta pode conduzir a alteragdes no microbioma
intestinal. No entanto, este microbioma é muito resistente pelo que uma intervencao
alimentar de curto prazo ndo produz modificagdes significantes, ndo sendo eficaz no

tratamento da obesidade e desnutri¢éo, por exemplo. (Xu & Knight, 2014)

No entanto, ha que ter em conta que pessoas saudaveis podem apresentar uma
diversidade no microbiota diferente. Além da alimentacdo, o tipo de parto durante o
nascimento também influencia o microbiota intestinal infantil. O leite materno contém
nutrientes, anticorpos e diversas bactérias comensais como Lactobacillus e
Bifidobacterias. Como visto anteriormente, a diversidade intestinal do bebé é baixa e

aumenta com o desenvolvimento deste. (Xu & Knight, 2014)

Existem hidratos de carbono que ndo séo digeriveis. Estes sdo uma grande fonte de
energia para 0s microrganismos do intestino grosso. A quantidade ingerida destes
hidratos de carbono influencia a composicdo de espécies do microbiota intestinal. A
ingestdo de alimentos pode conduzir a alterac6es na densidade da populagdo microbiana
sem alterar as espécies do microbiota intestinal. Um aumento na ingestdo de fibra
alimentar aumenta o transito intestinal, o total de nUmero de bactérias, e as

concentracdes de produtos de fermentacdo. (Flint, 2012)

A questdo de se projetar intervengdes alimentares terapéuticas para restaurar a
microbiota intestinal saudavel e curar doencas provenientes de disbiose permanece sem
resposta, exigindo mais estudos acerca disto. No entanto, a dieta € um dos modos mais

faceis de manipular o microbiota intestinal. (Xu & Knight, 2014)
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6.2 Antibiéticos

O microbioma é relativamente estavel ao longo do tempo, mas forgas externas
podem alterar a comunidade de microrganismos do trato gastrointestinal (ex:
antibiéticos). Os antibidticos sdo usados para combater espécies bacterianas
patogénicas. Trés a quatro dias apds tratamento com antibidticos de largo espectro
verifica-se uma diminuicdo da diversidade, diminuindo também desta forma a
capacidade de resposta do nosso sistema imunitario aos corpos estranhos. O
restabelecimento de algumas espécies bacterianas pode ser afetado até 4 anos apds o
tratamento com este. Sendo assim, devem sempre que possivel e necessario, serem
prescritos antibidticos de curto espectro de acdo para minimizar estas alteracoes.
(Ursell, Metcalf, Parfrey, & Knight, 2012)

6.3 Doencas

6.3.1 Obesidade

Ratos e humanos obesos demonstram maior proporcdo do filo Firmicutes e
menor proporcdo do filo Bacteroidetes. Pensa-se que uma explicacdo para tal seja o
facto do filo Firmicutes produzir um metabolismo de energia mais completo,
promovendo desta forma a absorcdo mais eficaz de calorias e consequentemente ganho

de peso. (Bermon, et al., 2015)

Por outro lado, outra justificacdo para o0 microbioma intestinal afetar a obesidade
inclui a inducdo de inflamacdo de baixo grau com lipopolissacarideo. Além disso, o
desequilibrio do microbiota influencia a maneira como a energia é extraida dos

alimentos e armazenada. Isto leva a disturbios metabdlicos. (Bermon, et al., 2015)

6.3.2 Alergias

Define-se alergia como uma reacdo imunoldgica mediada pela IgE contra um
alérgeno (antigénios normalmente inofensivos). Estes anticorpos produzidos (IgE’s)
ligam-se aos mastocitos (células presentes na pele e nas mucosas tal como nos olhos,
nariz e traqueia), havendo libertacdo de substancias inflamatérias como a histamina.

(Janssen-Cilag Farmacéutica, Lda., 2015)
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Nas Gltimas décadas, houve um aumento acentuado de alergias (asma, rinite
alérgica, dermatite atOpica, e alergias alimentares), principalmente nos paises
desenvolvidos. Pensa-se que este aumento seja devido a mudangas de estilo de vida que
afetam os microrganismos comensais do organismo humano. (Lovinsky-Desir & Miller,
2012)

Um microbioma saudavel representa um papel importante na maturacdo do
sistema imunitario. No entanto, melhorias das condi¢@es sanitarias, o0 aumento do uso de
antibidticos e a menor taxa de aleitamento sdo fatores que tém contribuido nas

alteracOes da flora intestinal. (Lovinsky-Desir & Miller, 2012)

Em paises ocidentais a higiene excessiva pode ser a explicacdo do
desenvolvimento de doengas alérgicas. De forma a inibir o desenvolvimento de alergias,
durante a infancia as criancas devem ser expostas a agentes microbianos. Criancas que
desenvolvem alergias apresentam o microbioma comensal intestinal alterado.
(Lovinsky-Desir & Miller, 2012)

A exposicdo da crianca a antibidticos durante a amamentacdo ou medicacao oral
sdo fatores que induzem sensibilizacdo na infancia. Por outro lado, a presenca de
Clostridium difficile nas fezes de criancas de um més de idade foi identificada como
estando associado a um risco maior de sensibilizacdo alérgica aos dois anos de idade.
(Lovinsky-Desir & Miller, 2012)

Estes resultados indicam que o microbioma do intestino saudavel desempenha
um papel protetor no desenvolvimento de alergias. E necessaria uma microflora

complexa para evitar alergias. (Lovinsky-Desir & Miller, 2012)

Nos lactentes ndo atopicos, a capacidade de produzirem citocinas IFN-Y através
dos linfocitos Thl aumenta apds o nascimento, como resposta aos alérgenos. A
presenca de Thl inibe Th2 devido a producdo de IFN-Y, pelo que esta se encontra
reprimida durante o primeiro ano de vida. Nas criancas atopicas, as respostas Th2
especificas para o alérgeno continuam desde a gravidez, com diminui¢do da capacidade
de produzir IFN-Y durante a infancia. (Lovinsky-Desir & Miller, 2012)

Ha relatos que a vacina BCG funciona como um forte ativador de imunidade de

Thl e precocemente inibe o desenvolvimento de asma. (Lovinsky-Desir & Miller, 2012)
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O modelo Th1/Th2 ndo explica 0 aumento da prevaléncia de doencas auto-
imunes. Na maioria sdo doencas infeciosas, verificando-se o decréscimo da taxa
mediada por Thl. (Lovinsky-Desir & Miller, 2012)

Na figura 16, pode-se observar algumas das patologias que podem resultar de
desequilibros nas diferentes microbiotas.
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Figura 16- Patologias resultantes de disbioses do microbioma humano. (Retirado de (Belizario &
Napolitano, 2015))
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6.4 Perspetivas futuras

6.4.1 Probidticos, Prebioticos e Simbibticos

Probi6ticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satde. A maioria dos probiéticos usados
sdo compostos por Lactobacillus e Bifidobacterium. Os probidticos tém como fungédo
melhorar a barreira imunolégica do intestino e diminuir a producdo de citocinas pré-

inflamatoérias, associadas a alergia sistémica ou local. (Inoue e Shimojo, 2014)

Probi6ticos podem ser usados para alterar a comunidade microbiana, havendo
assim a possibilidade da sua utilizacdo no tratamento de doencas associadas a dishiose
microbiana. (Bikel, et al., 2015)

A administracdo de probioticos no pré-natal e pos-natal para eficacia na prevencao
de eczema, demonstrou que esse efeito so foi significativo para os Lactobacillus. (Inoue
e Shimojo, 2014)

Os probidticos aumentaram a funcdo imunoldgica inata, aumentando a capacidade
das células fagociticas e mondcitos. Por outro lado na imunidade adquirida, houve um

aumento das imunoglobulinas (IgG, IgM e IgA). (Bermon, et al., 2015)

A utilizacdo de tratamento probidtico ndo previne o desenvolvimento de pieira
na primeira infancia e / ou o aparecimento de asma. Além disso, ha poucos estudos
sobre os efeitos preventivos de probidticos em rinite alérgica ou alergias alimentares.
No entanto, varios estudos com ratinhos revelam que Lactobacillus mortos pelo calor
melhora o equilibrio Thl/ Th2 e inibe a producdo de IgE, verificando ainda assim
modificagdes na resposta imunoldgica. Conclui-se assim que sd0 necessarios mais
estudos para avaliar a relacdo do uso destes com a prevencdo de alergias. (Inoue e
Shimojo, 2014)

Prebidticos sdo uma fermentacdo selectiva que permite mudancas especificas,
tanto na composicdo e/ou actividade do microbioma gastrointestinal, que confere
beneficios de saude e bem-estar. (Inoue e Shimojo, 2014) Por outras palavras,
Prebidticos sdo carboidratos ndo digeriveis que sdo escolhidos devido aos beneficios

que demonstram para a saude. (Flint, 2012)
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O leite humano contém prebioticos e a presenca dessas substancias no intestino
aumenta a proliferacdo de certas bactérias, especialmente Bifidobactérias. Estudos
revelam que prebidticos apresentam efeito preventivo no eczema. (Inoue e Shimojo,
2014)

Simbidticos consistem numa combinacdo de probidticos e prebiodticos. Estes
alteram significativamente o microbioma intestinal, apesar de ndo apresentarem efeitos

preventivos contra o desenvolvimento de eczema infantil. (Inoue e Shimojo, 2014)

Uma das maneiras de alterar favoravelmente a microbiota intestinal é através do
uso de prebidticos, probidticos e simbidticos. Estes agentes podem influenciar
favoravelmente interaccBes microbianas com o sistema imune e no epitélio intestinal.
(Inoue e Shimojo, 2014)

Probidticos e prebioticos estdo a tornar-se cada vez mais populares. Estes estdo
disponiveis comercialmente em varias formas, incluindo alimentos, suplementos
alimentares, e terapéutica clinica com a administragdo oral ou ndo oral. (Inoue e
Shimojo, 2014)

6.4.2 Interacdo medicamentosa com probidticos

Bifolac (Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium longum) é um exemplo de
probidtico usado com o fim de normalizar a microbiota intestinal ou como profilaxia.
Uma vez que o0s probidticos contém microrganismos vivos, a administracdo
concomitante de antibioticos pode matar um grande nimero de organismos, reduzindo a

eficacia das espécies de Lactobacillus e Bifidobacterias. (Vyas & Ranganathan, 2012)

Probidticos também devem ser usados com precaucdo em doentes a tomar
imunossupressores (ex: ciclosporina, tacrolimus, azatioprina e agentes quimioterapicos),
pois podem causar infeccdo ou colonizagdo patogénica em individuos
imunocomprometidos. Além disso, estes também interagem com a varfarina. (Vyas &
Ranganathan, 2012)

Portanto, a administracdo com seguranca de probidticos, prebioticos e simbioticos

pode abrir um novo caminho para uma futura terapia. (Vyas & Ranganathan, 2012)
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7. Microbioma Humano e Imunoterapia

Os mamiferos tém mais micrébios que células no corpo. Estes micrébios, para além
de ajudarem na digestdo e na aquisicdo de nutrientes, tém mostrado viabilidade de
auxilio em determinados tratamentos de doencas através da estimulacdo do sistema
imunitario (Imunoterapia). A primeira imunoterapia relacionada com o cancro foi a
toxina de Coley. Esta consiste numa vacina bacteriana mista constituida por duas
espécies de bactérias mortas: Streptococcus pyogenes e Serratia marcescens. (Nelson,
Diven, Huff, & Paulos, 2015)

Hé& evidéncias de que o microbiota desempenha um papel importante na maturagao
do sistema imunitario e na protecdo contra patogéneos. E importante o contacto das
criangas com os microrganismos. O aumento da diversidade do microbiota intestinal

melhora o perfil metabolico e as respostas imunoldgicas. (Bermon, et al., 2015)

59



Caracterizacgdo do Microbioma Humano

60



8. Microbioma Humano e Human Imonodeficiency Virus (HIV)

8. Microbioma Humano e Human Immunodeficiency Virus (HIV)

A infecdo com HIV através do ato sexual tem maior incidéncia em paises néo
desenvolvidos. Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado que a comunidade
bacteriana da vagina desempenha uma agéo protetora contra a infecdo com HIV e outras
DST’s. Através de estudos tem-se verificado que alteragbes no microbioma vaginal,
como por exemplo, desenvolvimento de vaginose bacteriana aumenta o risco de infecdo
com HIV. Existem diferengas na composi¢do normal do microbioma vaginal de acordo
com a etnia. Pessoas de raca negra tém demonstrado diferencas nas bactérias causadoras
da vaginose, o que levam a uma maior taxa de prevaléncia de infecdo por HIV nesta
etnia. Variaces na composicdo do microbiota é um fator responsavel pelas diferencas
de susceptibilidade a infecdo por HIV. (Buve, Jespers, Crucitti, & Fichorova, 2014)

A cerca de 10 anos atras, estudos sobre o microbioma vaginal consideravam a
espécie Lactobacillus como a dominante no microbiota vaginal saudavel. O microbioma
humano vaginal considera-se saudavel se houver auséncia de corrimento vaginal e/ou
outros sintomas de vaginite e um pH baixo. No entanto, técnicas moleculares e,
especialmente pirosequenciacdo, levaram a compreender esta complexidade em relacao
ao microbioma vaginal. Parece ndo haver um unico modelo de microbiota vaginal
“saudavel” mas sim uma diversidade de composi¢des deste. De acordo com estudos
realizados, cerca de 20-27% de mulheres saudaveis tém um microbioma vaginal em que
Lactobacillus (L. crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii) ndo € a espécie
predominante. Esta € uma caracteristica frequentemente encontrada em mulheres afro-
americanas e hispanicas, quando em comparagdo com mulheres caucasianas. (Buve,
Jespers, Crucitti, & Fichorova, 2014)

Através de esfregacos vaginais foi analisada a microflora vaginal durante a
menstruacdo. Verificou-se um aumento da concentracdo de Gardnerella e uma
diminuicdo de L. crispatus, concluindo desta forma que as mulheres estdo sujeitas a
desequilibrios do microbioma vaginal ao longo da menstruacdo. Pensa-se ser devido aos
baixos niveis de estrogénio e glicogénio durante a menstruacdo, pelo que prejudica o
crescimento de Lactobacillus. Por outro lado, o ferro presente na menstruacdo estimula
o0 crescimento de G.vaginalis. As mulheres que se encontram na menopausa, tém uma
microflora vaginal caracterizada por menos Lactobacillus em comparacdo com as

mulheres em idade fértil. (Buve, Jespers, Crucitti, & Fichorova, 2014)
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Apos infecdo por HIV, alteragBes na flora bacteriana sdo responsaveis pela
propagacdo da infecdo para SIDA. O desenvolvimento de estratégias de forma a
manipular o microbioma pode trazer grandes beneficios, como retardar o
desenvolvimento consequente da imunodeficiéncia. Microrganismos prejudiciais como
Pseudomonas, Escherichia coli, Salmonella e Staphylococcus sdo mais abundantes em
individuos infectados por HIV. (Buve, Jespers, Crucitti, & Fichorova, 2014)

8.1 Efeito Protetor do microbiota vaginal

No entanto, o microbioma vaginal saudavel desempenha um papel importante no
sistema de defesa natural contra 0 HIV e outras DST’s. Estes mecanismos de defesa
consistem em antagonismos entre 0S microrganismos constituintes do microbioma,
acOes microbicidas diretas de substancias derivadas de bactérias e mudancas na funcao

imunologica. (Buve, Jespers, Crucitti, & Fichorova, 2014)

Como vimos anteriormente, a presenca de Lactobacillus sp. no microbiota
vaginal dificulta a colonizagédo e a sobrevivéncia bacteriana de agentes patogénicos do
trato urogenital, tais como Escherichia coli, Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Streptococcus do grupo B e Neisseria gonorrhoeae, através da producdo de factores
microbicidas sinérgicos tais como H,0,, bacteriocinas, acido lactico e provavelmente
mais mediadores que ainda ndo foram identificados. Quando existe vaginose bacteriana,
a falta de producdo de H,0, por Lactobacillus aumenta o risco de infe¢cdo por HIV.
H,0, tem grandes propriedades microbicidas e eficacia na supressdo do crescimento de
vaginose bacteriana, sendo as bactérias reduzidas no fluido vaginal e no sémen,
possivelmente devido aos antioxidantes que ocorrem naturalmente. Por outro lado, o
acido lactico tem grandes capacidades bactericidas contra o HIV e vaginose bacteriana,
quando este se encontra no fluido vaginal a pH &cido. (Buve, Jespers, Crucitti, &
Fichorova, 2014)

A vaginose bacteriana aumenta os niveis vaginais da proteina de chogue térmico
(HSP), aumentando assim, os niveis de Oxido nitrico. O Oxido nitrico é um fator
imunoldgico de dupla-acdo com actividade microbicida de ampla gama de proteccédo, e
também com acdo indesejada, com efeitos pro-inflamatérios e imunossupressores

prejudiciais. (Buve, Jespers, Crucitti, & Fichorova, 2014)
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Entre os mais preocupantes efeitos da vaginose bacteriana estd a supressdo da
proteccdo da imunidade inata e, em particular, a protease do leucocito secretdrio
inibidor (SLPI). SLPI tem ac¢do inibitéria direta das propriedades do HIV in vitro. Os
niveis vaginais de SLPI estdo diminuidos em mulheres com infe¢des sexualmente
transmissiveis (IST) e portanto nestes casos a probabilidade de infecdo por HIV é
maior. Portanto, a vaginose bacteriana € um fator que diminui negativamente e dai
concluirmos que aumenta a probabilidade de infecdo por HIV. (Buve, Jespers, Crucitti,
& Fichorova, 2014)

8.2 Microbioma do Sémen e Infecdo por HIV

Neste subcapitulo pretende-se perceber a relacdo que existe entre 0 microbioma
do sémen e a imunologia local e Carga Viral na infecgéo por HIV. (Liu, et al., 2014)

O Sémen é uma das formas de transmissédo de HIV. A carga viral do esperma
varia ao longo do tempo, sendo esta maior do que a presente no sangue. Tendo isto em
consideracdo, hd que haver precaucdes de forma a reduzir a transmissdo sexual deste
virus. Além disso, quanto maior a carga viral RNA maior o risco de transmissdo. Na
presenca de infe¢Oes genitais e inflamacdo, ou mesmo na auséncia de patogenicidade,

pode ocorrer esta infecdo viral. (Liu, et al., 2014)

Foram realizados estudos através de pirosequenciacao do gene 16S rRNA e PCR
quantitativo. Foi analisada a relacdo das bactérias e espermatozoides na infecdo por
HIV, os niveis de citocinas no sémen, ou seja, a emissdo de sinais entre as células

quando ha desencadeamento de respostas imunes. (Liu, et al., 2014)

Independentemente do estado de infecdo por HIV, foram encontrados
Staphylococcus no sémen. No entanto, Streptococcus era a bactéria mais comum no
esperma, independentemente do estado da infeccdo por HIV. Em homens néo
infectados, na ureia plasmatica foi encontrado abundantemente Mollicutes enquanto
Mycoplasma dominava em individuos infectados. Com ART, a abundancia proporcional

de Mycoplasma diminuiu ao longo do tempo nos homens infectados. (Liu, et al., 2014)

Outras infe¢6es virais, como por exemplo Citomegalovirus, Epstein-barr, Herpes

simples do tipo 1 e 2, assim como infecBes bacterianas causadas por Chlamydia

63



Caracterizacgdo do Microbioma Humano

trachomatis e Neisseria gonorrhoeae, aumentam a carga viral em homens néo tratados.
(Liu, et al., 2014)

Estes agentes patogénicos interagem com as células T CD4+ infectadas ou
indirectamente, através de activacdo imunoldgica e recrutamento de células susceptiveis

de HIV para a mucosa genital. (Liu, et al., 2014)

Homens que fazem sexo com homens (HSH), em terapia anti-retroviral
supressiva (ART), a ativacdo de células T no esperma tem sido associada com
replicacdes virais transitorias no sémen, na auséncia de outras DST’s. Ha estudos que
dizem que o aumento de citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas no esperma pode

aumentar a replicagdo de HIV e a evolucéo no trato genital masculino. (Liu, et al., 2014)

Estudos de infertilidade tém mostrado uma grande variedade de bactérias no
sémen, incluindo aquelas que causam processos inflamatorios obstrutivos do trato
genital masculino tal como Chlamydia, Ureaplasma e Mycoplasma. Ureaplasma e
Mycoplasma, tém sido implicados na infertilidade masculina. (Liu, et al., 2014)

O sémen € constituido por espermatozoides, nutrientes, fatores imunoldgicos e
bactérias. O microbioma do sémen de homens heterossexuais apresentam alta
prevaléncia de microrganismos comensais, tal como Ralstonia, Anaerococcus e
corynebacterium, bem como as bactérias abundantes da vagina tal como Prevotella e
Lactobacillus. Este representa uma causa de ativacdo imune, pelo que contribui para o
elevado grau de variacdo dos niveis de HIV no esperma. No entanto, ha variacdo no
microbioma do sémen e na carga bacteriana de homem para homem. As bactérias mais
prevalentes, presentes em sémen ndo infectado por VIH, eram: Streptococcus,
Corynebacterium e Staphylococcus. Outras bactérias estavam presentes 1-3%, como
Prevotella, Porphyromonas, Finegoldia, Micrococcus e Actinomyces. No entanto,
Prevotella pode ser encontrado em varios locais do corpo (pénis, vagina, cavidade oral e
intestino). (Liu, et al., 2014)

ART restitui a biodiversidade do microbioma do sémen, enquanto homens
infectados por HIV e ndo tratados apresentam baixa biodiversidade. Esta restituicdo
melhora a imunidade do hospedeiro e apoia a imunidade do hospedeiro na regulacdo das

bactérias no sémen. (Liu, et al., 2014)
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A carga viral do HIV no sémen é uma medida do grau de infecciocidade das
secrecBes genitais em homens infectados. No entanto, pensou-se na hipdtese de que
mudancas no microbioma do semen poderiam influenciar a carga viral. (Liu, et al.,
2014)
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9. Conclusao

Apesar do conceito populacional de que os microrganismos sao causadores de
doencas, nesta dissertagdo podemos verificar que ndo funciona assim como dizem e que
0 microbioma humano pode ser a solucdo de varias doengas. Para tal, ao contrario do
que se pensa, as criancas devem ter um grande contacto com microrganismos desde
pequenas de forma a que o seu microbioma seja muito diverso. Quanto maior a
diversidade mais protegido o individuo esta de infecGes, pois mais desenvolvido esta o
sistema imunitario. No entanto, 0 microbioma humano comensal varia de pessoa para
pessoa de acordo com inimeros fatores, sendo que ndo existe apenas um padrdo

universal de microbioma “‘saudavel”.

Em relacdo ao HIV podemos concluir que a raga negra tem maior prevaléncia de

infecdo e apresenta um microbioma diferente da populacdo caucasiana.

No entanto, 0 microbioma esta em constante investigacao e estudo através das novas
tecnologias emergentes com o objectivo de definir quais as varias funcdes dos
microrganismos na saude humana e doengas e de poderem vir a ser usados na prevengao

e/ou tratamento destas ultimas.
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