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Resumo
O microbioma gastrointestinal caracteriza-se como o conjunto de microrganismos que habitam

o trato gastrointestinal, sendo considerado um componente integral do sistema digestivo. Apesar da
sua constituicdo ser composta por bactérias, fungos, protozoarios e virus, a presente dissertagdo
aborda apenas a componente bacteriana, pela representatividade e pelos beneficios que oferecem ao
hospedeiro. Nos caes e gatos saudaveis, os filos predominantes sdo Fusobacteria, Bacterioidetes,
Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria. O microbioma canino e felino tem uma constituicdo
semelhante, apesar da possibilidade de variagéo interindividual devido a numerosos fatores tanto
endogenos como exdgenos. A saude dos animais de companhia esta interligada com a sua composi¢ao
microbiana, a qual se encontra alterada em diferentes doengas gastrointestinais, tais como em linfoma
e doenga inflamatodria intestinal (IBD). Nestas enteropatias ocorre uma alteragdo da composigao
microbiana, sendo que o seu estudo é essencial para que no futuro seja possivel utilizar esta
informagdo na modulagdo do tratamento, adaptado as alteracdes caracteristicas de cada doenca ou
individuo tal como na determinag¢éo do progndstico.

Na presente dissertacdo, pretende-se efetuar uma revisdo, de forma sumaria, sobre o microbioma
bacteriano em caes e gatos, relativamente ao conhecimento atual sobre composigéo e fungbes, bem
como as principais técnicas de avaliacdo. A influéncia e alteragdes do microbioma na doenca
gastrointestinal, em particular na doenga inflamatoria intestinal e no linfoma alimentar serdo

adicionalmente abordados.

Palavras-chave: bactérias, IBD, linfoma, microbioma gastrointestinal



Abstract
The gastrointestinal microbiome is characterized as the group of microorganisms that inhabit

the gastrointestinal system, being considered an essential component of the gastrointestinal system.
Despite being composed of bacteria, fungus, protozoa and viruses, the present dissertation focuses on
the bacterial component. In healthy animals, the predominant phyla are Fusobacteria, Bacterioidetes,
Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria. The canine and feline microbiome have a similar
constitution, although it can differ between individuals due to a number of endogenous and exogenous
factors. Companion animal health is interconnected with the microbiome composition. In fact, the
composition is altered in different gastrointestinal diseases such as lymphoma and inflammatory bowel
disease (IBD). In these enteropathies occurs a change in the microbiome composition. The study of
these alterations is essential so that this information can be used in the future for modulation of
treatment, adapted to characteristic changes of each disease, and in determining the prognosis.

In the present dissertation, a summarized review is made on the bacterial component of the microbiome
in cats and dogs, relatively to the knowledge there is today about its composition and functions as well
as the methods used to evaluate these parameters. The influence and alterations of the microbiome in
gastrointestinal disease, in particular in inflammatory bowel disease and in alimentary lymphoma will be

additionally approached.

Key-words: bacteria, gastrointestinal microbiome, IBD, lymphoma



1. Introducédo

Os animais domésticos coabitam com os humanos ha milhares de anos, tendo sido essenciais
em varias fungdes tanto de companhia como de trabalho. Hoje em dia, coabitam com os humanos em
regides urbanas e rurais, sendo mesmo considerados parte da familia por muitos tutores (Grzeskowiak
et al., 2015). Esta alteragdo de ambiente foi uma evolugdo gradual para os humanos, mas uma
alteragao brusca no habitat e modo de vida destes animais que passaram a coabitar com os humanos
com beneficio mdtuo num registo que difere daquele ao qual se encontravam habituados. Devido a
esta proximidade, durante as ultimas décadas o interesse na saude e bem-estar dos animais de
companhia tem vindo a aumentar, tal como a investigagao cientifica relativa a saude e prevengéo de
doencgas destes animais. Neste contexto encontra-se incluida a saude gastrointestinal, que engloba
uma grande parte das doengas que possivelmente poderdo afetar animais de companhia. Uma das
areas de investigagédo referente a saude animal engloba o estudo da composigdo microbiana do
sistema gastrointestinal, com o propdsito da manutencdo e promocédo da saude do hospedeiro
(Alessandri et al., 2020; Mondo et al., 2019).

Os caes e gatos tém vindo a alterar a sua dieta ao longo do tempo, sendo que historicamente
ingeriam uma maior quantidade de proteina, em oposi¢ao as dietas ricas em hidratos de carbono que
sdo mais comuns hoje em dia. A saude e bem-estar destes animais, tal como a dos seus tutores,
depende do microbioma gastrointestinal, sendo que a composigéo e atividade do mesmo tem vindo a
ser associada a varias doengas tanto em animais como nos seus tutores (Grzeskowiak et al., 2015).

A relacédo entre a comunidade microbiana e o hospedeiro tem uma grande importancia na
saude dos animais. Desta forma, pela ligagdo indissociavel com a saude animal, o microbioma
gastrointestinal nos animais de companhia tem vindo a alcancar importancia crescente tanto na clinica
de animais de companhia como na area da investigagdo. O alimento tem um papel fundamental na
manutengéo, composigdo e modulagdo do microbioma gastrointestinal de cées e gatos, funcionando
como substrato do mesmo (Wernimont et al., 2020). A importancia de uma populagdo microbiana
equilibrada deve-se ao facto de proporcionar inumeros beneficios nutricionais e gastrointestinais,
proteger o intestino de agentes patogénicos e promover uma estrutura intestinal saudavel tal como uma
funcéo intestinal otimizada (Lyu et al., 2020). Existem estudos que sugerem que o microbioma, para
além do seu papel no sistema gastrointestinal, também influencia o desenvolvimento e regula o sistema
nervoso, renal, digestivo, dérmico, enddcrino, imunitario e respiratério (Tizard & Jones, 2018;
Wernimont et al., 2020). Desta forma, os tutores tém um papel essencial nesta modulagao,

nomeadamente através da selegéo do alimento dos seus animais (Wernimont et al., 2020).



2. O Microbioma

O microbioma intestinal refere-se ao conjunto de microrganismos que habitam o sistema
gastrointestinal. Este € composto por bactérias, protozoarios, fungos e virus, sendo considerado um
componente integral do sistema digestivo (Honneffer et al., 2014; Lyu et al., 2020; Suchodolski, 2011b;
Wernimont et al., 2020). A definigao inclui também o seu material genético. Tradicionalmente este era
considerado como “um agregado de material genético da totalidade dos microrganismos que habitam
um habitat definido” (Wernimont et al., 2020), mas hoje em dia devido aos seus possiveis efeitos na
saude humana e animal, o microbioma gastrointestinal &€ reconhecido como um 6rgdo com fungdes
metabdlicas Unicas (Possemiers et al., 2011). De acordo com estudos recentes, o trato gastrointestinal
dos mamiferos tem aproximadamente 10'°a 10* microrganismos, sendo este valor aproximadamente
10 vezes maior que o numero das células do hospedeiro (Lyu et al., 2020; Suchodolski, 2011a). Na
presente dissertacdo sera abordada a componente bacteriana do microbioma, uma vez que representa
0 maior numero da populagdo gastrointestinal dos mamiferos ( Suchodolski, 2011b, 2016). A sua
representatividade deve-se maioritariamente aos beneficios que oferecem ao hospedeiro, sendo estas
atividades metabdlicas a fermentagao de hidratos de carbono complexos em acidos gordos de cadeia
curta, a sintese de vitaminas como por exemplo a vitamina A, K2 e a B12, a conversado de acidos
biliares, entre outros ( Suchodolski, 2016)

Hoje em dia é reconhecido que o microbioma tem um desenvolvimento in utero (Stinson et al.,
2019), e tera uma influéncia ao longo da vida do hospedeiro, incluindo na sua fisiologia, anatomia,
reprodugao e atividade fisica (Wernimont et al., 2020). Em humanos e ratos, estd comprovado que o
seu desenvolvimento antecede o nascimento. Nao existem estudos que comprovem que a colonizagao
microbiana gastrointestinal ocorre previamente ao nascimento em cées e gatos, contudo considerando
as semelhangas fisioldgicas e o facto de serem mamiferos e sugerida essa possibilidade (Grzeskowiak
et al., 2015). O microbioma habita em simbiose com o seu hospedeiro. Desta forma, o hospedeiro
promove um ambiente propicio a sobrevivéncia do microbioma, proporcionando um ambiente com
temperatura e niveis de oxigénio adequados aos microrganismos, bem como defesa contra agentes
patogénicos. Por sua vez o microbioma cumpre o seu papel, sendo que a sua agéo influencia varios
componentes da fungao do sistema gastrointestinal — tamanho das vilosidades, turnover de enterocitos
e motilidade. A presenca de um microbioma estavel e saudavel é essencial para o desenvolvimento e
para o constante equilibrio do sistema imunitario, incluindo da mucosa gastrointestinal (Ettinger et al.,
2017). Tem também uma agao importante na prevengao da colonizagao de agentes patogénicos, pois
liberta nutrientes e metabolitos que vé&o influenciar as células imunitarias (Tizard & Jones, 2018). Esta
acgao é essencial para o correto desenvolvimento fisioldgico do intestino, sendo moldada pela agéo do
microbioma (Mondo et al., 2019; Tizard & Jones, 2018). Nos casos de doenga gastrointestinal a
composi¢cao do microbioma encontra-se alterada, e a sua diversidade reduzida. A alteracdo da
composicao resulta numa alteragédo das espécies que constituem a flora de um animal saudavel, o que

podera resultar num aumento de espécies com propriedades nocivas (Ettinger et al., 2017)



A composigdo microbiana intestinal ndo é uniforme: vai-se alterando ao longo do trato
gastrointestinal, estando identificadas comunidades qualitativamente e quantitativamente distintas em
cada regido anatémica (Wernimont et al., 2020). A biodiversidade e o numero de bactérias vai
aumentando gradualmente ao longo do trato gastrointestinal e a composi¢ao deste sistema complexo
pode ser influenciada por fatores exégenos (Honneffer et al., 2017; Ritchie et al., 2008; Suchodolski et
al., 2008). A dieta, a presencga ou auséncia de muco, alteragdes metabdlicas, enteropatias agudas ou
cronicas e o sistema imunitario do hospedeiro sao os principais fatores que vao influenciar e moldar a
localizagdo e a composi¢cdo da populagdo microbiana gastrointestinal (Alessandri et al., 2020;
Donaldson et al., 2015). Em caes e em humanos existe evidéncia que a administragdo de antibidticos
podera resultar na alteracdo da composicao de alguns grupos de bactérias, resultando em altera¢des
significativas da composigao microbiana. Estas alteragbes podem estender-se durante varias semanas
(Lyu et al., 2020). A bibliografia consultada (Inness et al., 2007; Janeczko et al., 2008) refere que foi
possivel comprovar alteracdes relevantes na composicdo da microbiota intestinal em casos de

enteropatias crénicas em humanos e animais.

1.1 Constituicdo do microbioma canino e felino

Os animais de companhia ndo dependem do seu microbioma para obtengéo de energia. Estes
animais sofreram uma evolugédo carnivora € o seu ftrato gastrointestinal € muito simples quando
comparado com o trato gastrointestinal do ser Humano ou de animais de espécies pecuarias (Deng &
Swanson, 2015). Apesar de apresentarem muitas semelhangas anatdomicas com os gatos, os caes séo
animais omnivoros que ingerem hidratos de carbono como fonte energética, sendo possivel digerirem,
absorverem e metabolizarem estes compostos (Deng & Swanson, 2015). Os gatos domeésticos tém
maior exigéncia de proteina, alimentando-se de tecidos animais para satisfazerem as suas
necessidades nutricionais. Estes animais estdo metabolicamente adaptados, pois tém uma utilizacao
menor de glicose e um metabolismo proteico mais elevado, que fornece energia (Deng & Swanson,
2015; Wernimont et al., 2020).

Apesar das diferengas descritas anteriormente, a composigdo do microbioma gastrointestinal em
caes e gatos saudaveis €, na sua base, muito semelhante (Hoffmann et al., 2016). Isto n&o significa
que ndo existam diferengas entre ambos, nomeadamente entre ragas, idade, género, constituigao
genética, doengas e respetivo tratamento e areas geograficas. Estes fatores resultam numa diversidade
individual entre espécies, mas também entre individuos da mesma espécie, tendo cada animal uma
composicao individual (Deusch et al., 2015; Wernimont et al., 2020). Nas Figuras 1 e 2 observam-se
0s microrganismos bacterianos dominantes no trato gastrointestinal de caes e gatos (Grzeskowiak et
al., 2015).

Apesar de ser conhecido que existem variagbes ao longo do trato gastrointestinal, quer seja de
acordo com a sua taxonomia ou nimero, a maioria dos estudos publicados foram realizados utilizando
amostras fecais, que nado traduzem as diferengas nas distintas regides. As amostras fecais apresentam

como vantagem a maior facilidade na recolha de amostra e menores questbes éticas associadas



comparativamente a colheita de amostras provenientes de multiplas porgdes do trato gastrointestinal
(Alessandri et al., 2020).

A biodiversidade e a quantidade microbiana gastrointestinal em animais saudaveis vai aumentando
gradualmente ao longo do trato gastrointestinal (Honneffer et al., 2017; Ritchie et al., 2008; Suchodolski
et al., 2008). A composigao varia entre 10%a 10'° unidades formadoras de colénias (ufc)/g de contetido
luminal, sendo que no estdbmago e intestino delgado o numero ¢ significativamente mais baixo que no
trato gastrointestinal distal (Ritchie et al., 2008). No intestino delgado estdo presentes bactérias
aerdbias e também anaerébias (Alessandri ef al., 2020). No colon e no ceco, os locais com maior
fermentagao do trato gastrointestinal, verifica-se a proliferagao de bactérias anaerdbias, pela auséncia
de oxigénio (Honneffer et al., 2017; Suchodolski, 2016; Suchodolski et al., 2008).

Apesar das diferengas no microbioma entre os animais de companhia, (Handl et al., 2011; Jha et
al., 2020), sdo de forma comum predominantes os filos Fusobacteria, Bacterioidetes, Firmicutes,
Proteobacteria e Actinobacteria (Alessandri et al., 2020; Handl et al., 2011; Minamoto et al., 2012;
Ritchie et al., 2008; Wernimont et al., 2020). No filo Firmicutes as bactérias com maior
representatividade pertencem a classe Bacilli, Clostridia e Erysipelotrichi. Estes nimeros sdo comuns
a caes e gatos, ndo existindo diferengas entre o seu trato gastrointestinal. Apesar das classes nao
apresentarem uma variacdo marcada entre espécies, dentro destas ocorre uma especificacdo sendo
que a classe Bacilli esta representada predominantemente pelo género Streptococcus e Lactobacillus
em cées e Enterococcus e Lactobacillus em gatos (Handl et al., 2011). A classe Clostridia encontra-se
representada por clusters de Clostridium |V (familia Ruminococcaceae e Faecalibacterium prausnitzii),
Xl (familia Peptostreptococcaceae) e XlIVa (familia Lachnopsiraceae e Blautia), enquanto a classe
Erysipelotrichi se encontra representada pelos géneros Turicibacter, Catenibacterium e Coprobacillus
(Handl et al., 2011; Pilla & Suchodolski, 2020; Ritchie et al., 2008). Os filos bacterianos mais comuns
do microbioma de gatos saudaveis inclui Enterobacteriaceae, Bacterioides spp, Helicobacter spp,
Fusobacterium spp, Firmicutes, incluindo clusters IV e XIVa de Clostridium spp, e Faecalibacterum spp.
(Honneffer et al., 2014; Ritchie et al., 2008; Tizard & Jones, 2018).

Nas amostras fecais existe a predominancia de Firmicutes em ambas as espécies (Alessandri et
al., 2020), mais especificamente os clusters X/Va e IV de Clostridium, mas também Bacteroides e
Prevotella (Handl et al., 2011; Honneffer et al., 2014; Ritchie et al., 2008). Nos casos em que foi possivel
recolher amostras gastricas verificou-se uma maior prevaléncia de Helicobacter representando mais de
90% das leituras de sequenciagdo (Honneffer et al., 2014). No duodeno identificaram-se
Enterobacteriaceae, Clostridiales, Bacterioales e Lactobacilales (Honneffer et al., 2014).

O género Fusobacterium, pertencente ao filo Fusobacteria, encontra-se presente em numero
significativo no trato gastrointestinal de animais de companhia, sendo considerado um dos principais
constituintes do microbioma gastrointestinal. Apesar de presente em ambas as espécies, este género
tem uma menor abundancia relativa em gatos (Alessandri et al., 2020; Suchodolski et al., 2008).
Apresenta-se no trato gastrointestinal de animais carnivoros saudaveis, ndo sendo associada a sua

presenga a doenga gastrointestinal (Deng & Swanson, 2015).



Os filos Proteobacteria e Actinobacteria estéo representados em menor quantidade relativamente
aos filos Bacteroidetes, Firmicutes, e Fusobacteria que sdo predominantes no microbioma intestinal
(Tun et al., 2012). Destes, Actinobacteria tem uma maior abundancia em felinos enquanto que
Proteobacteria apresenta uma abundancia mais marcada no trato gastrointestinal de caninos
(Alessandri et al., 2020; Handl et al., 2011).

Apesar dos constituintes do microbioma canino e felino serem semelhantes e a sua constituicdo
incluir os mesmos microrganismos, como ja foi referido anteriormente, este pode variar de acordo com
varios fatores tanto exdgenos como enddgenos, sendo um destes fatores doengas gastrointestinais
(Deng & Swanson, 2015).

A saude dos animais de companhia esta intimamente ligada a sua interagdo com o microbioma
gastrointestinal. Tal como acontece em humanos, um desequilibrio no microbioma gastrointestinal
destes animais pode resultar na proliferagdo de agentes patogénicos entéricos ou na alteragdo dos
mecanismos fisiologicos e metabdlicos essenciais para o hospedeiro que dependem destes

microrganismos, podendo resultar em doenga gastrointestinal (Deng & Swanson, 2015).

1.2 Métodos de estudo da componente bacteriana do microbioma gastrointestinal

Nos estudos pioneiros que pretendiam identificar os constituintes do microbioma, foram utilizados
métodos tradicionais, baseados em culturas microbianas, cuja contagem apresentava valores baixos,
entre 102 a 10%ufc/g (Honneffer et al., 2014). Estes métodos baseavam-se na cultura e posterior
isolamento e identificagdo dos microrganismos presentes nas amostras de acordo com as suas taxas
de crescimento. A identificagdo através de culturas era utilizada maioritariamente para determinar se
existia ou ndo uma infegéo ativa ou para efetuar antibiogramas, permitindo a identificagao de agentes
patogénicos entéricos tais como Salmonella spp. ou Campylobacter spp. (Johnston et al., 2000; Pepin-
Puget et al., 2020). O método de cultura, apesar das vantagens, apresenta varias desvantagens, tal
como a necessidade de processamento imediatamente apds recolha, dado que os resultados sao
afetados pelas condigbes laboratoriais utilizadas. A complexidade do ambiente gastrointestinal resulta
numa dificuldade na sua replicagcdo em laboratério e, desta forma a avaliagdo da biodiversidade
intestinal é dificil de efetuar por métodos de cultura, s6 permitindo a avaliagdo de constituintes
especificos que beneficiem das condig¢bes laboratoriais (Hoffmann et al., 2016; Suchodolski, 2016).

Atualmente as limitagdes dos métodos de cultura foram ultrapassadas por métodos de identificagdo
mais recentes tais como tecnologias de sequenciagdo molecular. Estas permitem um maior
conhecimento e uma avaliacdo mais precisa do microbioma gastrointestinal, com metodologias
independentes de culturas microbiolégicas, que incluem a avaliagio metagenémica e
metatranscriptémica (Alessandri et al., 2020).

A avaliagdo metagendmica permite efetuar o estudo da composigéo e fungdes da comunidade
microbiana intestinal. Permite a identificagcao de bactérias que nio tém classificagdo taxonémica e para
as quais ainda nao foi possivel a cultura in vitro. Para além das bactérias, também é possivel a detecao

e identificagdo de outros microrganismos que habitam o trato gastrointestinal e que também compdem



0 microbioma intestinal, também é possivel (Blake & Suchodolski, 2016; Hamady & Knight, 2009). Estes
microrganismos incluem protozoarios, fungos, archaea e virus (Suchodolski, 2011). As fungbes,
interacdes e influéncias destes microrganismos no estado de saude dos hospedeiros ainda s&o
desconhecidas, sendo necessarios mais estudos para avaliar a prevaléncia e abundancia dos mesmos
no trato gastrointestinal (Blake & Suchodolski, 2016).

O primeiro método molecular a ser utilizado foi o método de sequenciagéo do gene 16s rRNA. Este
aplica primers universais para amplificagéo pela técnica de Reagéo em cadeia da polimerase (PCR do
inglés polymerase chain reaction) e sequenciagdo subsequente de uma ou mdultiplas regides
hipervariaveis (Dams et al., 1988; Hamady & Knight, 2009). Este método apresenta algumas limitagdes,
nao existindo consenso entre a comunidade cientifica sobre os primers mais adequados para a
amplificagdo ou qual regido hipervariavel do gene 16S rRNA para maior especificidade taxondmica.
Para além disto, este método normalmente permite apenas a identificagdo bacteriana taxonémica até
ao género, e apresenta falhas na identificagao na identificagdo de grupos taxondémicos bacterianos sub-
representados. Isto leva a que os resultados sejam parciais de acordo com o estudo efetuado e primers
escolhidos (Alessandri et al., 2020).

Atualmente existe outro método para determinar o perfil microbiano, pela sequenciagdo do
espacador interno transcrito, que permite uma maior precisao taxondmica, pois utiliza um marcador
filogenético mais especifico permitindo uma identificagdo mais precisa em termos de espécie e até
subespécie. A Unica desvantagem é que este método apenas se encontra disponivel para géneros
microbianos especificos tais como Bifidobacterium ou Lactobacillus (Milani et al., 2014, 2018). Também
existe a opcdo de utilizar a técnica de sequenciacdo metagendmica shotgun que, para além de
identificar a composi¢ao de acordo com a taxonomia, confere também informagéo acerca do contelido
e fungdes dos microrganismos. Apesar de ter maior preciséo, esta técnica tem também um custo muito
superior as técnicas apresentados anteriormente, pelo que a maior parte dos estudos publicados
apresenta resultados utilizando as técnicas descritas anteriormente (Alessandri et al., 2020).

O método de hibridizagao in situ fluorescente (FISH do inglés fluorescence in situ hybridization)
permite estudar a populagéo bacteriana in situ, ou seja, as bactérias que se encontram nos tecidos,
permitindo preservar o biofilme. Desta forma, é possivel avaliar a quantidade e diversidade bacteriana
nos tecidos analisados (Amann et al., 2001; Giaretta et al., 2020). Esta técnica permite superar técnicas
tais como o PCR, que permitem a detegao de bactérias, mas oferecem informagao limitada acerca da
sua distribuicdo e nimero (Amann et al., 2001). A técnica de FISH permite identificar as bactérias
através de sondas de moléculas de rRNA, que através de fluorescéncia permitem a sua analise (Amann
et al., 2001; Garraway et al., 2018; Giaretta et al., 2020).



Estomago Duodeno
Lactobacillus | gctobacillus

Helicobacter  cjostridium

Jejuno, ileo
/' Lactobacillus

Célon
Firmicutes
Bacterioidetes
Proteobacteria
Fusobacteria
Bifidobacterium
Lactobacillus

Figura 1 — Microrganismos bacterianos dominantes nos diferentes segmentos do trato gastrointestinal de

caninos (Adaptado de Grzeskowiak ef al., 2015).

Estomago ~

Lactobacillus Duodeno Jejuno, ileo Célon
Oral Helicobacter Lactobacillus Lactobacillus Firmicutes
Firmicutes \ Bacterioidetes
Proteobacteria Proteobacteria
Fusobacteria Fusobacteria
Actfinobacteria Bifidobacterium
Spirochaetes Lactobacillus
Bacterioides Eubacterium

Figura 2 — Microrganismos bacterianos dominantes nos diferentes segmentos do trato gastrointestinal de
felinos (Adaptado de Grzeskowiak et al., 2015).
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1.3 O Microbioma na doenga Gastrointestinal

Nas doengas gastrointestinais ocorrem alteragdes da barreira epitelial intestinal, com variagao
na permeabilidade da membrana que eventualmente originam uma perturbagdo da homeostasia
intestinal (Honneffer et al., 2014). Da mesma forma, mudangas abruptas na composigdo e/ou na
quantidade de microrganismos presentes no microbioma, tal como em alteragdes na atividade funcional
do microbioma podem resultar numa desregulacdo da resposta imunitaria. Esta alteragdo traduz-se na
ativacdo de um processo inflamatério, com consequente aumento de suscetibilidade a infecbes
oportunistas. Uma ou varias destas perturbacdes da homeostasia gastrointestinal estdo normalmente
associadas ao desencadeamento de doengas tais como enteropatias cronicas, diarreia aguda
hemorragica ou ndo-hemorragica ou mesmo neoplasias em caes e gatos (Alessandri et al., 2020; Kieler
et al., 2016; Minamoto et al., 2012; Suchodolski & Markel, et al., 2012). As alteragdes na
permeabilidade da membrana vao resultar em maior biodisponibilidade de oxigénio no lumen intestinal
resultante da inflamagdo da mucosa. A permeabilidade também interfere na composi¢cdo do
microbioma, sendo que a inflamagdo leva a uma alteragédo pelo favorecimento de microrganismos
anaerobios facultativos tais como da familia Enterobacteriaceae (Alessandri et al., 2020; Janeczko et
al., 2008). A alteragdo do metabolismo dos acidos biliares encontra-se muitas vezes associada a
inflamagéo intestinal porque a bilis é essencial para a digestdo e absorgéo de lipidos, e tem um papel
anti-inflamatorio significativo. Os &acidos biliares primarios s&o transformados em acidos biliares
secundarios pela comunidade microbiana presente no lumen intestinal através de reacbes de
desconjugacao e desidroxilagdo. Os metabolitos produzidos acumulam-se no [limen com posterior agao
anti-inflamatoéria (Suchodolski, 2016).

Os acidos biliares de cadeia curta tém também fungao anti-inflamatéria. Aquando da disbiose
intestinal, estes encontram-se em concentragbes baixas devido a um decréscimo significativo de certos
géneros ou espécies bacterianas que fermentam hidratos de carbono complexos. Os acidos biliares de
cadeia curta estimulam a diferenciagdo de linfocitos T CD4+ (do inglés T helper -Th) que s&o
precursores de células T reguladoras (Treg) (Alessandri et al., 2020; Suchodolski, 2016).

Os estudos que investigam as alteragbes do microbioma em doenga gastrointestinal sdo
numerosos. Contudo, ainda ndo foi possivel chegar a uma conclusdo se as alteragdes taxondmicas
microbianas que ocorrem no intestino sdo a causa ou o efeito de doencas inflamatérias intestinais. Nos
animais de companhia, o diagnostico de doenga inflamatéria intestinal € efetuado geralmente apenas
apo6s descartar outras doengas, nomeadamente apds um ensaio empirico de antibioterapia. A auséncia
de resposta ao tratamento podera permitir o diagndstico, contudo a alteracao resultante no microbioma
dificultara a interpretagéo da composigcao do mesmo (Pilla & Suchodolski, 2020). A investigagdo neste
campo vai ser essencial para identificar possiveis biomarcadores que permitam diagnosticar doenga
inflamatdria intestinal (IBD do inglés inflammatory bowel disease) numa fase mais inicial da doenga e
também para modular possiveis intervencdes terapéuticas, sendo importante continuar a investigagao

para identificar as alteragdes microbianas e metabdlicas (Blake & Suchodolski, 2016).
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A etiologia de enteropatias cronicas, tais como IBD e neoplasias alimentares, permanece
desconhecida. Os estudos nesta area sugerem que a disbiose gastrointestinal podera ter influéncia na
mesma, sendo que estudos utilizando regides hipervariaveis do gene 16S rRNA demonstraram que as
enteropatias cronicas caninas estdo associadas a alteragbes na composicdo microbiana
gastrointestinal, nomeadamente na diversidade e aumento seletivo de espécies bacterianas
(Allenspach et al., 2010; Cassmann et al., 2016; Suchodolski et al., 2010; Suchodolski, Dowd, et al.,
2012; Xenoulis et al., 2008).

Recentemente o estudo da constituicdo do microbioma gastrointestinal e a sua incidéncia e
influéncia nas doengas cronicas gastrointestinais tem vindo a aumentar (Wernimont et al., 2020). A IBD
tem recebido maior atencéo, sendo que os estudos sao realizados sobretudo em cies. Em comparagao
com caes saudaveis, os caes com enteropatias cronicas apresentam menores concentragdes de acidos
gordos de cadeia curta, tal como alteragbes na composigao o microbioma fecal (Minamoto et al., 2019).
Os gatos com IBD também apresentam alteragbes na composi¢gao microbiana intestinal quando
comparados com gatos saudaveis. Em gatos com linfoma gastrointestinal, o género Fusobacterium

spp. encontra-se aumentado em comparagdo com gatos com IBD (Garraway et al., 2018).

2. Doenga inflamatoria intestinal

A IBD é um termo que se refere a doencgas gastrointestinais que sado caracterizadas por sinais
clinicos gastrointestinais persistentes ou recorrentes que se encontram associados a um infiltrado
inflamatério intestinal, ou seja, com evidéncias histologicas de inflamagao intestinal (Ettinger et al.,
2017).

A etiologia de IBD em cées e gatos permanece desconhecida. Em medicina humana a etiologia
também nao é totalmente conhecida, sendo considerado que estdo envolvidos fatores ambientais, para
além da composi¢cdo do microbioma intestinal e respostas imunes desreguladas em hospedeiros
geneticamente suscetiveis a doenga gastrointestinal, no caso de doenga de Crohn e colite ulcerativa
(Jergens, 2012). O estudo de IBD em animais de companhia também sugere que os fatores genéticos
e o tipo de bactérias entéricas tém interferéncia no desenvolvimento de doenga, podendo mesmo o
hospedeiro ter respostas imunes anormais a flora comensal resultando em inflamacgao (Ettinger et al.,
2017; Jergens, 2012). A bibliografia que sustenta a consideragdo da importancia genética refere a
predisposi¢do que algumas ragas caninas apresentam no desenvolvimento de doengas inflamatérias
intestinais especificas. A titulo de exemplo, as enteropatias imunoproliferativas na raga Basenijis, as
enteropatias com perda de proteina na raga Soft coated Wheaton Terrier, e a colite granulomatosa na
ragca Boxer (Jergens, 2012; Handl et al., 2013; Magro et al., 2013). Os Pastores Alemaes demonstram
suscetibilidade a enteropatias crénicas caracterizadas por inflamacéao linfocitica-plasmocitica com
resposta ao tratamento com antibiéticos, dieta ou imunossupressores (Allenspach et al., 2010). A
disbiose intestinal também esta correlacionada com inflamagao gastrointestinal, pois quando ocorre

uma mudanga na composigao do microbioma ha um desequilibrio que podera eventualmente resultar
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na inflamagéo intestinal e posterior evolugdo para IBD (Cassmann et al., 2016; Honneffer et al., 2014;
Lyu et al., 2020).

As manifestagdes clinicas de IBD sao variadas, sendo que os sinais clinicos apresentados se
encontram relacionados com os o6rgaos afetados, sendo muitas vezes intermitentes devido as
diferentes fases da doenca, que podera estar ativa ou inativa. A IBD canina e felina tem maior incidéncia
em animais de meia idade ( Jergens, 2012; Cerquetella et al., 2010). Os sinais clinicos mais frequentes
sdo a diarreia e 0 vomito, sendo comum estarem associados a anorexia relacionada com inflamacgao
grave ou polifagia com perda de peso significativa. A gravidade pode variar entre individuos
dependendo da extenséo e das porg¢des anatomicas afetadas ( Jergens, 2012; Jergens et al., 2003).
Nos gatos o sinal clinico mais comumente associado a IBD é o vomito. Estes animais tém predisposicao
para o desenvolvimento de triadite, podendo a inflamacdo intestinal estar também associada a
inflamacé&o pancreatica e hepatica ( Jergens, 2012).

Clinicamente o diagnodstico de IBD é geralmente feito por exclusdo, sendo que € necessario
associar um bom exame clinico a exames complementares de diagnostico podera fim de excluir
doengas que mimetizem a IBD (Jergens, 2012; Cerquetella et al., 2010). A avaliagao histopatolégica
das amostras recolhidas do sistema gastrointestinal continua a ser o exame de diagnéstico considerado
golden standard para a IBD (Couétil et al., 2007). A inflamagé&o intestinal € comprovada através de
biépsia, que pode ser realizada através de endoscopia, colonoscopia ou laparotomia exploratéria,
dependendo das circunstancias de cada animal (Cerquetella et al., 2010). A endoscopia vai permitir
uma visualizagdo da mucosa sendo os achados mais comuns em IBD canina e felina a friabilidade da
mucosa, a presenca de tecido de granulagdo e erosdes na mucosa (Jergens, 2012; Allenspach et al.,
2007; Suchodolski et al., 2010; Zentek et al., 2007). As amostras obtidas por endoscopia podem nao
ser suficientes, pois ndo é possivel recolherem-se amostras de porg¢des do ileo, que conferem maior
valor de diagnostico (Garraway et al., 2018). Na endoscopia as alteragdes visualizadas em gatos n&o
s&o compativeis com o estado clinico do animal nem com os resultados histopatolégicos das leses (
Jergens et al., 2010) As amostras recolhidas podem n&o ser compativeis com um diagnéstico, pelo que
é recomendado que sejam recolhidas amostras na porgéo do ileo. Estas recolhas sdo importantes,
visto que o linfoma intestinal é um diagndstico diferencial de IBD em gatos (Evans et al., 2006). E
importante salientar que o trato gastrointestinal tem uma extensao significativa, sendo que bidpsias
inconclusivas ndo excluem a possibilidade de existir doencga inflamatdria intestinal noutras localizagdes
(Cerquetella et al., 2010).

A histopatologia tem limitagcdes tais como a interpretagdo entre patologistas nem sempre ser
concordante, a qualidade das amostras pode variar de acordo com a técnica utilizada ou de acordo
com o profissional que a executar, a amostra pode ndo apresentar alteragdes devido a sua localizagao,
a distingdo entre amostras sem alteragdo com enterite linfoplasmocitaria leve sao dificeis e a distingdo
entre amostras com enterite linfoplasmocitaria grave e linfoma também é complicada (Jergens, 2012;
Willard et al., 2002). A padronizagao da avaliagdo histopatolégica entre patologistas néo é facil, pelo
que foram criados critérios de avaliagao histologica, em formato de orientagbes (descritos na Tabela 1

e 2). Apesar da falta de consenso entre especialistas, € recomendada a utilizagao destes critérios
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aquando da interpretacdo das amostras, de forma a tentar reduzir variagdes (Couétil et al., 2007; Day
et al., 2008).

Tabela 1 - Orientagdes Histopatologicas para o Diagnoéstico de IBD em cées e gatos — Avaliagdo da mucosa
duodenal (Adaptado de ACIVM Consensus Statement - Endoscopic, Biopsy, and Histopathologic Guidelines for
the Evaluation of Gastrointestinal Inflammation in Companion Animals) (Day et al., 2008)

Caracteristicas Morfolégicas Avaliagao de alteragoes

Atrofia das vilosidades Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Leséo Epitelial Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Distenséo das criptas Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Linfangiectasia Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Fibrose da mucosa Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Inflamagao Avaliagao de alteragoes

Linfécitos Intraepiteleais Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Linfécitos na lamina prépria Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Neutréfilos na Iamina prépria Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Eosindfilos na lamina prépria Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado
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Tabela 2 - Orientagdes Histopatologicas para o Diagnoéstico de IBD em cées e gatos - Avaliagdo da mucosa do
coélon (Adaptado de ACIVM Consensus Statement - Endoscopic, Biopsy, and Histopathologic Guidelines for the

Evaluation of Gastrointestinal Inflammation in Companion Animals) (Day et al., 2008)

Caracteristicas Morfolégicas

Avaliagao de alteragoes

Leséo epitelial de superficie

Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Hiperplasia das criptas

Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Dilatagao/Distorgéo das criptas

Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Fibrose/Atrofia da mucosa

Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Inflamagao

Avaliagao de alteragoes

Linfécitos na lamina prépria

Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Macrofagos na lamina propria

Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Neutréfilos na Iamina prépria

Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado

Eosindfilos na lamina prépria

Normal

Ligeiramente alterado

Moderadamente alterado

Gravemente alterado
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2.1 Alteragdes da composicao do microbioma gastrointestinal em IBD

Os caes com IBD apresentam alteragdes na composigao do microbioma gastrointestinal, sendo
que a disbiose se encontra identificada como uma alteragdo do microbioma no geral, aliada a
diminuigdo de espécies que produzem acidos gordos de cadeia curta (Omori et al., 2017; Wernimont
et al., 2020). A abundancia relativa de Fusobacteria, do filo Bacteriodetes, nomeadamente
Bacterioidaceae e Prevotellaceae, do filo Firmicutes que inclui Megamonas, Ruminococcus,
Faecalibacterium, Blautia, Turicibascter e da familia Lachnospiracae, encontra-se reduzida quando
comparada com controlos saudaveis (Minamoto et al., 2015; Ramadan et al., 2014; Suchodolski, Dowd,
etal., 2012; Suchodolski, Markel, et al., 2012). Em animais saudaveis nos quais avaliaram as bactérias
aderentes em amostras de mucosa intestinal utilizando a técnica de sequenciagao do gene 16S rRNA,
demonstrou-se um aumento significativo de Fusobacteria, Clostridiales, Bacterioidaceae e
Prevotellacae. Demonstrou-se também que os caes diagnosticados com IBD possuiam um aumento
no numero de bactérias do género Proteobacteria, incluindo Acinetobacter e Diaphorobacter,
relativamente aos animais saudaveis ( Suchodolski, Dowd, et al., 2012). Foi igualmente descrito um
aumento de bactérias da familia Enterobacteriacae em caes diagnosticados com IBD, particularmente
E. coli (Alessandri et al., 2020; Minamoto et al., 2015; Suchodolski, Dowd, et al., 2012). Esta bactéria
encontrou-se maioritariamente aderida ao epitélio celular ou mesmo no interior da mucosa intestinal
(Cassmann et al., 2016). De acordo com outro estudo mais recente, E.coli encontrou-se aumentada
em caes com enteropatias cronicas, apesar de Helicobacter spp. € Akkermansia spp. estarem
diminuidas (Giaretta et al., 2020). Em humanos, o género Akkermansia spp. tem uma abundéancia
significativa no trato gastrointestinal, contudo de acordo com um estudo recente, este ndo tem um
numero significativo em animais de companhia. Em humanos este género esta associado a fungéo de
degradacéo do muco gastrointestinal (Garcia-Mazcorro et al., 2020).

Os diferentes métodos de identificagdo da populagao microbiana gastrointestinal demonstram
resultados que diferem entre si, apesar de serem utilizadas as mesmas amostras. Uma estudo de caes
com IBD, através de bibliotecas gendmicas de clones 16s rRNA identificou-se uma maior abundancia
de Proteobacteria e abundancias reduzidas de Clostridia. A analise das mesmas amostras utilizando
amplificagdo do gene 16s rRNA baseado em pirosequenciagdo 454 obteve resultados de maior
abundancia de Proteobacteria mas menor abundancia de Clostridia, Fusobacteria, Bacteriodaceae e
Prevotellaceae ( Suchodolski et al., 2010; Suchodolski, Dowd, et al., 2012).

A principal bibliografia referente a alteragdes de microbioma em animais de companhia é
baseada em amostras fecais, sendo a informacdo sobre a distribuicdo espacial da microbiota na
mucosa é mais limitada. Estudos envolvendo a técnica de FISH demostraram que existem diferengas
na composi¢cdo da microbiota da mucosa gastrointestinal entre caes com enteropatia crénica e caes
saudaveis. Nos animais com IBD, observou-se um aumento na concentragdo de Bacterioides,
Enterobacteriacae em amostras da mucosa do ileo e do ceco. Nas amostras de ileo verificou-se um
aumento de Clostridia e nas amostras de colon um aumento de E.coli. (Cassmann et al., 2016) O

aumento de E.coli e outras Enterobacteriacae destacou-se com relevancia cientifica pois demostra uma
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alteragdo em amostras fecais € intestinais concordante com outros estudos em céaes, gatos e humanos,

com utilizagdo de métodos diferentes dos métodos de identificagdo de microrganismos (Allenspach et
al., 2010; Cassmann et al., 2016; Janeczko et al., 2008; Suchodolski et al., 2010; Suchodolski, Dowd,

etal., 2012; Xenoulis et al., 2008). A variedade dos resultados pode depender ndo so6 da diferenga entre

amostras e métodos (Deng & Swanson, 2015), mas também da propria variabilidade do microbioma

em si, sendo que este difere entre individuos e depende de varios fatores referidos anteriormente como

por exemplo a idade, o ambiente e a administragdo de farmacos como antibioticos (Alessandri et al.,

2020).

A Tabela 3 sumariza as alteragdes do microbioma gastrointestinal em cées diagnosticados com

IBD.

Tabela 3 — Alteragbes do microbioma gastrointestinal em cées diagnosticados com IBD. (IBD do inglés
inflammatory bowel disease; FISH do inglés fluorescence in situ hybridization; PCR do inglés polymerase chain

reaction)
Referéncia Tipo de Amostra (n) Método Alteragao
amostra

(Giaretta et al., Bidpsia Controlos (n=11) FISH T Enterobacteriacae, E.coli
2020) intestinal Enteropatia JHelicobacter

inflamatoria crénica

(n=22)
(Cassmann et Biopsia Controlos (n=15) FISH 1 Bacterioides,
al., 2016) intestinal IBD (n=19) Enterobacteriacae, Clostridia,

Adenocarcinoma (n=9)

Linfossarcoma (n=3)

E.coli

(Xu et al., 2016)  Amostra fecal Controlos (n=10) Pirosequenciacdo 454 |l actobacillus
IBD (n=23)
(Rossi et al., Amostra fecal IBD (n=20) gPCR L Faecalibacteriumspp,
2014) Controlo (n=10) Turibacterspp
Bidpsias de cées
eutanasiados (n=3)
( Suchodolski, Amostra fecal Controlo (n = 32) Pirosequenciagao 454 TSutterella,
Markel, et al, Diarreia agudanao Clostridiumperfringens
2012) hemorragica (n= 12) JBlautia, Ruminococcaceae,
Diarreia aguda Turibacter
hemorragica (n= 13)
IBD idiopatica, ativa e
controlada (n = 10)
( Suchodolski, Biopsia Controlo (n = 6) Pirosequenciagdo 454  TProteobacteria
Markel, et al, duodenal IBD idiopatica, ativa e e Fusobacteria,
2012) controlada (n = 14) gPCR Bacterioidacae, Clostridiales,
Prevotellaceae
( Suchodolski et  Biopsia Controlo (n=7) Biblioteca gendmica de  TProteobacteria
al., 2010) duodenal IBD (n=7) clones (gene 16s | Clostridia
rRNA)
(Xenoulis et al., Raspagem Controlo (n=9) Biblioteca genémicade  TEnterobacteriacae
2008) duodenal IBD (n=10) clones
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Existem poucos estudos sobre as alteragbes do microbioma em gatos com doenca
gastrointestinal (Lyu et al., 2020). No entanto algumas alteragbes ja foram descritas. Os gatos com IBD
apresentam também uma reduc¢do na abundancia geral de microrganismos gastrointestinais, sendo
que Bacterioides, Bacteriodetes, a familia Ruminococcaceae e o género Turicibacter encontram-se
reduzidos quando comparados com controlos saudaveis (Inness et al., 2007; Lyu et al., 2020; Marsilio
et al., 2019). Gatos com diarreia cronica apresentaram uma abundancia elevada de Erysipelotrichia e
do género Lactobacillus ( Suchodolski et al., 2015). Um estudo em que foi avaliada a composigao do
microbioma gastrointestinal em gatos diagnosticados com IBD ou Linfoma intestinal, demonstrou que
a abundancia de Enterobacteriacae e Streptococcacae se encontrava elevada enquanto que a
abundancia de Ruminococcacae, Turicibacteracae, Bifidobacterium e Bacteroidetes se encontrava
reduzida (Marsilio et al., 2019).

A Tabela 4 sumariza as altera¢cdes do microbioma gastrointestinal em gatos diagnosticados
com IBD.

Tabela 4 - Alteragées do microbioma gastrointestinal em gatos diagnosticados com IBD (IBD do inglés
inflammatory bowel disease; FISH do inglés fluorescence in situ hybridization)

Referéncia Tipo de Amostra (n) Método Alteragao
amostra
(Marsilio et al., Amostra fecal Controlo (n=38) Sequenciagdo lllumina T Enterobacteriacae,
2019) IBD (n=13) Streptococcacae
Linfoma de baixo grau N Ruminococcacae,
(n=14) Turicibacteracae,
Bifidobacterium,
Bacterioidetes
(Janeczko et al., Biopsia Controlo (n=10) FISH 1 Enterobacteriacae
2008) duodenal IBD (n=17)
(Inness et al., Amostra fecal Controlo (n= 34) FISH 1 Desulfovibrio
2007) IBD (n=11) J Total de bactérias,
Bifidobacterium spp.,
Bacterioides

3. Linfoma Alimentar

O linfoma é a neoplasia mais comum em gatos, sendo que a localizagdo anatémica mais
comum € o trato gastrointestinal (Barrs & Beatty, 2012; Gieger, 2011; Guillermo Couto, 2001; Richter,
2003). O linfoma alimentar (LA; Sin. Linfoma gastrointestinal) caracteriza-se pela infiltragédo de linfocitos
neoplasicos e pode ocorrer afegao dos ganglios linfaticos mesentéricos (Barrs & Beatty, 2012; Gieger,
2011).
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Os fatores de risco incluem infegdo pelo virus da leucemia felina (FeLV do inglés feline
leukaemia virus), o virus da imunodeficiéncia felina (FIV do inglés feline immunodeficiency virus)
(Lingard et al., 2009; Louwerens et al., 2005) e inflamacéao intestinal cronica (Barrs & Beatty, 2012). O
FeLV é considerado um retrovirus oncogénico, apesar de no caso do LA, apresentar a menor
associagdo oncogénica comparativamente a outras localiza¢gdes anatomicas. No LA apenas uma
reduzida proporgéo (0-12%) dos animais s&o positivos ao antigénio do FeLV (Stutzer et al., 2011). No
caso do FIV, a infecdo deste virus resulta num risco mais elevado de desenvolvimento de linfécitos
neoplasicos comparativamente a gatos ndo infetados (Barrs & Beatty, 2012).

O LA pode ser diagnosticado em gatos com 1 até aos 20 anos de idade, sendo a média de
idade 13 anos (Louwerens et al., 2005). Os sinais clinicos mais caracteristicos sao a perda de peso,
vomito, diarreia, anorexia ou hiporexia, e letargia (Barrs & Beatty, 2012; Fan, 2003; Gieger, 2011;
Richter, 2003).

Histologicamente o LA pode ser diferenciado em subclassificagbes de acordo com o grau
histolégico como segue: baixo grau (LGAL do inglés low grade alimentary lymphoma), grau intermédio
(IGAL do inglés intermediate grade alimentary lymphoma) e alto grau (HGAL do inglés high grade
intermediate lymphoma) (Valli et al., 2000).

O diagndstico de LA pode ser efetuado com recurso a varios testes, sendo indispensaveis o
hemograma, um painel bioquimico, testes de FIV e FelLV, analise de urina e testes de fungao da tirdide
(Gieger, 2011). A ecografia abdominal permite avaliar possiveis alteragcdes. Contudo as alteragdes
detetadas no exame ecografico sao dificeis de diferenciar de IBD, particularmente no caso de LGAL.
Estas incluem aumento da espessura da parede intestinal, embora também possam apresentar
auséncia de alteragao, com preservagao da diferenciagao entre camadas intestinais (Carreras et al.,
2003; Lingard et al., 2009). Também pode estar presente linfadenomegalia, intussuscepgao, e massas
intestinais diferenciaveis (Gieger, 2011). No caso de HGAL, os achados ecograficos incluem
espessamento intestinal transmural, alteragao da disposi¢do das camadas intestinais, hipomotilidade
localizada, linfadenomegalia, alteragbes de ecogenicidade da parede intestinal e a presenga de massas
intestinais (Zwingenberger et al., 2010). O diagndstico final de LA é efetuado através de histopatologia,
podendo as amostras ser recolhidas utilizando o método de pungao aspirativa por agulha fina (PAAF)
de massas intestinais ou ganglios linfaticos aumentados. No caso de inflamagao intestinal generalizada,
recomenda-se a realizagdo de biopsias intestinais (Gieger, 2011; Paulin et al., 2018; Richter, 2003).

O LA é menos comum em caes, representando apenas 7% dos linfomas caninos.
Frequentemente encontra-se confinado ao trato gastrointestinal, embora também possa estar envolvido
no linfoma multicéntrico (Rassnick et al., 2009). Tal como nos gatos, os sinais clinicos incluem vémito,
diarreia, perda de peso, anorexia e letargia. Ao exame fisico os achados mais frequentes séo ascite,
ma condig&o corporal, massa abdominal palpavel e espessamento das ansas intestinais (Frank et al.,
2007; Gieger, 2011; Rassnick et al., 2009)
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3.1 Alteragoes do microbioma em linfoma alimentar

O papel do microbioma na imunidade e homeostasia gastrointestinal ja foi descrito
anteriormente. Em humanos e animais de laboratério existe uma associagédo causal entre a presencga
de infegbes bacterianas invasivas da mucosa gastrointestinal persistentes em linfoma gastrointestinal
(Hoehne et al., 2017), sendo que varios estudos revelam que as bactérias invasivas da mucosa
gastrointestinal promovem uma inflamagéao crénica de mucosa. Esta inflamagao resulta num ambiente
propicio a possiveis alteragdes malignas, nomeadamente linfomagénese (Perry et al., 2013; Tsai et al.,
2017; Yamamoto & Schiestl, 2014). A patogenia de 20% de doengas malignas em humanos inclui
desequilibrios microbianos, incluindo neoplasias gastrointestinais, nas quais se incluem
adenocarcinomas colorrectais e carcinomas gastricos (Garraway et al., 2018). Em gatos com linfoma
de grau elevado, foram detetadas bactérias invasivas da mucosa utilizando a técnica de FISH (Hoehne
et al., 2017), contrastando com animais diagnosticados com IBD, que apresentam bactérias aderentes
da mucosa, ao invés de bactérias invasivas (Janeczko et al., 2008). Desta forma, verifica-se uma
associagdo entre uma alteragdo da composi¢gdo do microbioma gastrointestinal e a inflamagéo da
mucosa gastrointestinal e malignidade linfoide gastrointestinal (Allenspach et al., 2010; Hoehne et al.,
2017; Janeczko et al., 2008; Suchodolski et al., 2010; Suchodolski, 2011b; Xenoulis et al., 2008).

Um estudo que avaliou a presenga de bactérias invasivas em linfoma gastrointestinais em
gatos com linfoma de baixo grau (n=33) e linfoma de alto grau (n=17) detetou bactérias invasivas da
mucosa gastrointestinal em 82% dos gatos com linfoma de grau elevado e em 18% dos gatos com
linfoma de baixo grau. A alteragdo da estrutura da mucosa, nomeadamente dos enterdcitos, pode
resultar numa maior concentragéo bacteriana (Hoehne et al., 2017). Os animais diagnosticados com
linfoma de grau elevado estdo mais predispostos a translocagao bacteriana, septicémia e peritonite
devido a presencga de bactérias invasivas no interior dos vasos sanguineos (29%) e na serosa (57%)
(Hoehne et al., 2017; Richter, 2003; Wilson, 2008). Em humanos, a doenga de Crohn também apresenta
inflamagéao intestinal crénica. A gravidade de inflamagdo e ulceragdo gastrointestinal encontra-se
relacionada com alteragdes da distribuicdo espacial de bactérias intestinais em humanos com doenca
de Crohn bem como em roedores utilizados como modelos de ileite (Baumgart et al., 2007; Craven et
al., 2012).

Em medicina humana existe um aumento do risco de neoplasias colorrectais e pancreaticas
quando associados a presenca de Fusocabacterium spp., nomeadamente Fusobacterium nucleatums,
sendo que contribuem para a tumorogénese, pois interferem com a morfologia celular levando a sua
expansao (Garraway et al., 2018; Gholizadeh et al., 2017; Nosho et al., 2016).

Em gatos saudaveis os numeros de Bacterioides sdo mais elevados comparativamente a gatos
com IBD em estudos realizados utilizando amostras fecais (Inness et al., 2007; Suchodolski et al.,
2015). Em biopsias intestinais de felinos com linfoma gastrointestinal de baixo grau, bactérias
Bacterioides-Prevotella encontram-se em quantidades superiores quando comparadas com felinos

diagnosticados com IBD, de acordo com amostras de bidpsia intestinal (Garraway et al., 2018). Em
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humanos, o aumento de Bacterioides spp. esta descrito como estando associado a um aumento das
suas subespécies enteropatogénicas (Purcell et al., 2017; Wexler, 2007). Nos gatos diagnosticados
com linfoma gastrointestinal de baixo grau, o aumento de Bacterioides spp. também podera estar
relacionado com subespécies enteropatogénicas (Garraway et al., 2018).

Em cées, gatos e humanos com inflamagao intestinal crénica, a populagéo de
Enterobacteriaceae encontra-se aumentada enquanto que Clostridium spp. se encontra diminuida e
com menor diversidade (Garraway et al., 2018; Inness et al., 2007; Suchodolski et al., 2010;
Suchodolski, Dowd, et al., 2012; Suchodolski, Markel, et al., 2012). Em gatos com enteropatias cronicas
identificou-se um decréscimo de Faecalibacterium spp. enquanto que Enterobacteriaceae se
encontrava aumentada em felinos com diarreia e também em caes com IBD ( Suchodolski, Dowd, et
al., 2012; Vazquez-Baeza et al., 2016).

Um estudo recente revelou alteragdes significativas na composi¢do bacteriana do microbioma
em caes com linfoma gastrointestinal, nomeadamente aumento da familia Eubacteriaceae, pertencente
a ordem Clostridiales (Omori et al., 2017). A familia Clostridiales inclui o género Clostridium, sendo que
esta compreende membros dos clusters IV e XIVa que produzem acidos gordos de cadeia curta e
butirato, clusters estes que tem potencial para induzir células T reguladoras (Tregs) em ratos e
humanos, respetivamente (Atarashi et al., 2011, 2013).

Em ratos utilizados como modelos de cancro colorretal associou-se Bacterioides e
Parabacterioides a tumorigénese (Zhu et al., 2014) e em cédes com linfoma gastrointestinal encontrou-
se um aumento significativo de Parabacterioides (Omori et al., 2017). Sendo assim, é possivel que esta
espécie possa ter alguma influéncia no desenvolvimento de linfoma canino gastrointestinal, podendo

refletir a gravidade da doenga (Omori et al., 2017).

4. Consideragoes finais

A componente bacteriana do microbioma gastrointestinal tem influéncia na saide gastrointestinal
dos animais de companhia (Blake & Suchodolski, 2016). A sua composi¢do pode ser alterada por
fatores exdgenos ou enddégenos, sendo que a sua composigdo podera ter alteragdes significativas no
caso de enteropatias cronicas (Honneffer et al., 2017; Inness et al., 2007; Richter, 2003; Ritchie et al.,
2008; Wernimont et al., 2020).

Atualmente existem métodos que permitem identificar as bactérias que coabitam com os
hospedeiros, formando o microbioma gastrointestinal, tais como o PCR, FISH, Pirosequénciagao 454,
entre outros (Alessandri et al., 2020; Amann et al., 2001; Blake & Suchodolski, 2016; Giaretta et al.,
2020; Guard et al., 2015). Desta forma € possivel avaliar a composi¢do microbiana em animais
saudaveis e comparar com a composicdo microbiana de animais com doenga gastrointestinal
(Honneffer et al., 2014).

A bibliografia consultada descreve alteragbes na composigdo microbiana na presenga de doenga
gastrointestinal, sendo que na presente dissertagdo foram abordadas a IBD e o linfoma alimentar.

Diferentes estudos comprovam que existem diferencas na composicado do microbioma bacteriano entre
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animais saudaveis (controlo) e animais diagnosticados com IBD (Cassmann et al., 2016; Giaretta et al.,
2020; Guard et al., 2015; Rossi et al., 2014; Suchodolski et al., 2010; Suchodolski, Markel, et al., 2012;
Xenoulis et al., 2008; Xu et al., 2016). Em gatos com IBD, apesar de menor nimero de bibliografia
disponivel, foram descritas alteragdes microbianas intestinais (Inness et al., 2007; Janeczko et al.,
2008; Marsilio et al., 2019). No caso do linfoma alimentar, existem também estudos que comprovam
também alteragbes do microbioma bacteriano em animais de companhia (Garraway et al., 2018;
Hoehne et al., 2017; Omori et al., 2017). Em ratos de laboratério e em Humanos, também existem
alteragbes do microbioma gastrointestinal no caso de Linfoma Alimentar (Purcell et al., 2017; Wexler,
2007).

O estudo do microbioma bacteriano gastrointestinal em animais de companhia é importante, pois
no futuro o conhecimento da sua composi¢do podera ser ndo s6 permitir a orientacdo do tratamento

como auxiliar no progndstico.
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