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Resumo

O termo doencas neurodegenerativas abrange varias doencas com
fisiopatologias diferentes, mas que tém como ponto comum a degeneracao
progressiva e a morte de neurénios, que resulta em fendmenos de ataxia ou
deméncia. Neste grupo de doencas incluem-se a doenca de Alzheimer (DA), a doenca

de Parkinson (DP), a esclerose multipla (EM) e a esclerose lateral amiotréfica (ELA).

Na ultima década, o interesse pelo microbioma intestinal e a sua influéncia nos
processos fisioldgicos cresceu exponencialmente, verificando-se que a sua acgao
transcende o intestino e se estende a outros 6rgdos, nomeadamente o cérebro através

do eixo microbioma-intestino-cérebro (EMIC).

O microbioma esta envolvido ndo s6 em processos relacionados com a
homeostase energética, 0 metabolismo, a atividade imunoldgica, a sinalizagéo
endécrina e a saude do epitélio intestinal, mas também com o desenvolvimento
neurolégico e comportamental. Deste modo, devido ao envolvimento que o
microbioma tem na saude do hospedeiro, em situacfes de altera¢des no equilibrio do
microbioma podem ser desencadeados processos fisiopatoldgicos, nomeadamente
stress oxidativo e neuroinflamacédo que podem resultar ha degeneragdo e morte de
neuronios. Por esta razao, o microbioma, em estado de disbiose, esta cada vez mais
implicado na modificagcdo da suscetibilidade para a progressdo de doencgas

neurodegenerativas.

Desencadearam-se varios estudos no sentido de avaliar e caracterizar o
microbioma intestinal de individuos diagnosticados com as diferentes doencgas
neurodegenerativas, sendo que foram obtidos alguns resultados muito promissores,
no entanto, alguns resultados foram contraditérios em virtude da complexidade e

interindividualidade do microbioma.

E ainda necessaria alguma cautela na interpretacéo dos dados obtidos até a data,
no entanto, com o0s avancos tecnolégicos e com a utilizacdo de métodos de
investigacdo mais robustos e reprodutiveis, é expectavel que, no futuro, a modulagéo
do microbioma seja frequentemente utilizada na profilaxia e terapéutica das diferentes

doencas neurodegenerativas.

Palavras-chave: Microbioma; Doencas neurodegenerativas; Eixo microbioma-

intestino-cérebro; Disbiose; Neurodegeneracao
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Abstract

The term neurodegenerative diseases encompasses several diseases with
different pathophysiologies, which have as common point the progressive
degeneration and death of neurons, which results in the ataxia or dementia
phenomena. This group of diseases includes Alzheimer's disease (AD), Parkinson's

disease (PD), multiple sclerosis (MS) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS).

In the last decade, interest in the gut microbiome and its influence on physiological
processes has grown exponentially, verifying that its action transcends the intestine
and extends to other organs, namely the brain through the microbiome-gut-brain axis
(MGBA).

The microbiome is involved not only in processes related to energy homeostasis,
metabolism, immune activity, endocrine signaling and the health of the intestinal
epithelium, but also with neurological and behavioral development. Thus, due to the
microbiome's involvement in the host's health, in situations of changes in the
microbiome's balance, pathophysiological processes can be triggered, namely
oxidative stress and neuroinflammation that can result in the degeneration and death
of neurons. For this reason, the microbiome, in dysbiosis states, is increasingly
involved in modifying the susceptibility to the progression of neurodegenerative

diseases.

Several studies were prompted in order to evaluate and characterize the intestinal
microbiome of individuals diagnosed with different neurodegenerative diseases, and
some very promising results were obtained, however, some results were contradictory

due to the complexity and inter-individuality of the microbiome.

To date caution is still needed when it comes to the interpretation of the data
obtained, however, with technological advances and the use of more robust and
reproducible research methods, it is expected that, in the future, the modulation of the
microbiome will be frequently used in prophylaxis and therapeutics of different

neurodegenerative diseases.

Keywords: Microbiome; Neurodegenerative diseases; Microbiome-gut-brain axis;

Dysbiosis; Neurodegeneration
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Abreviaturas

16s rRNA
SHT
a-sin
BA
ACh
BHE
CCK
CEE
DA

DP
ELA
EM
EHHA
EMIC
FFAR
GABA
GALT

GDNF

GF
GLP-1
GOS
IEC

LPS
NGF
NV
PAMPs
PYY

Gene 16S do RNA ribossomal
Serotonina

Alfa-sinucleina

Beta-amiloide

Acetilcolina

Barreira hematoencefélica
Colecistocinina

Células enteroenddcrinas

Doenca de Alzheimer

Doenca de Parkinson

Esclerose lateral amiotréfica
Esclerose mdltipla

Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
Eixo microbioma-intestino-cérebro
Recetores de acidos gordos livres
Acido gama-aminobutirico

Tecido linfatico associado ao intestino

Glial cell line-derived neurotrophic factor (Fator neurotréfico derivado
da célula glial)

Germ-free

Glucagon-like peptide-1

Galactooligossacaridos

Intestinal epithelial cells (Células epiteliais intestinais)
Interleucina

Lipopolissacéarido

Nerve growth factor (Fator de crescimento de nervos)
Nervo vago

Padrdes moleculares associados a patégenos

Péptido YY
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RNS
ROS
SCFAs
SNC
SNE
SNS
TGI
TLR
TMF
Th

Reactive nitrogen species (Espécies reativas de azoto).
Reactive oxygen species (Espécies reativas de oxigénio)
Short-chain fatty acids (Acidos gordos de cadeia curta)
Sistema nervoso central

Sistema nervoso entérico

Sistema nervoso simpatico

Trato Gastrointestinal

Toll-like receptors (Recetores Toll-like)

Transplante de microbiota fecal

T Helper
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1 Introducao

H& mais de 2000 anos atras, HipOcrates, considerado o pai da medicina, dizia:
“Todas as doencas comecam no intestino”. Esta frase ganha um novo sentido numa
altura em que o papel do microbioma intestinal na satde tem vindo a ganhar cada vez
mais destaque. Nos Ultimos anos tem-se verificado um nimero crescente de estudos
que pretendem identificar os constituintes do microbioma, analisar 0 genoma
microbiano, caracterizar as interacdes entre o microbioma e o hospedeiro ou

determinar qual a sua influéncia em processos fisiopatolégicos de doencas.

Com os avangos tecnolégicos que se observaram nos ultimos anos, tem sido
possivel obter cada vez mais evidéncias de que a acdo do microbioma ndo se
restringe apenas ao trato gastrointestinal (TGI), demonstrando também ter um papel
ativo em varios processos fisiol6gicos e fisiopatoldégicos no sistema nervoso central
(SNC) (1). Esta acdo no SNC é possivel devido a comunicacao bidirecional entre o
cérebro e o intestino efetuada através do EMIC. O aumento da investigacgao cientifica
nesta area demonstrou que desregulagfes neste eixo poderéo estar implicadas na

fisiopatologia de doencas neurodegenerativas como a DA, DP, EM e ELA.

Com o aumento da esperanca média de vida da populagéo, é expectavel que a
incidéncia e prevaléncia destas doencas tenham tendéncia para aumentar, no entanto
0S avancos na descoberta de novos alvos terapéuticos ndo tém sido muito
significativos. Por esta razdo, a comunidade cientifica sentiu necessidade de ampliar
horizontes e, com base na evidéncia da existéncia de um eixo de comunicacao
bidirecional entre o microbioma intestinal e o cérebro, surgiu o interesse em estudar o
microbioma como possivel modulador dos processos fisiopatologicos das doencas

neurodegenerativas.
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2 Objetivos

Esta monografia pretende sumariar o conhecimento atual existente acerca do eixo
microbioma-intestino-cérebro e 0 seu impacto no neurodesenvolvimento e, sobretudo,
na neurodegeneracdo. O principal objetivo desta monografia é evidenciar a potencial
relacdo entre o microbioma intestinal e os processos patoldgicos que resultam em

doencas neurodegenerativas como a DA, DP, EM e ELA.

Com esta revisao bibliogréfica pretende-se estabelecer uma melhor compresséo
desta relagéo e ainda avaliar se é suficientemente robusta para constituir uma base
para a criacdo de novas abordagens terapéuticas para estas doencas, que até aos

dias de hoje ainda nao apresentam cura.
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3 Métodos

Para a realizacdo desta monografia foi efetuada uma analise da literatura com
base na revisdo de artigos cientificos pesquisados em varios motores de busca como
o PubMed, Google Scholar, Nature e ClinicalTrials. Os principais termos pesquisados

” o« [T

foram: “microbiome”, “dishiosis”, “neurodegenerative diseases”, “microbiome-gut-brain

” o ”

axis” “Alzheimer's disease”, “Parkinson’s disease”, “multiple sclerosis” “amyotrophic
lateral sclerosis”, “neuroinflamation” e “fecal microbiota transplantation”. A pesquisa

iniciou-se a 9 de janeiro de 2021 e terminou a 21 de maio de 2021.

Como critério de inclusédo dos artigos encontrados foi dada preferéncia aos
publicados apés 2014, no entanto, de modo a confirmar informacdes incluidas nesses
artigos foi necessério consultar referéncias bibliograficas neles mencionadas, sendo
algumas anteriores a esta data, mas nunca anteriores a 2002. Em contrapartida, os
artigos encontrados que ndo forneciam informacdo adicional relevante foram

excluidos.
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4 Microbiota e microbioma

Estima-se que o TGI seja habitado por cerca de 10 a 10! bactérias (2), que
existem simbioticamente com o ser humano (3). Para além de bactérias, o TGI é
também colonizado, ainda que de forma menos expressiva, por arqueobactérias, virus
e eucariontes unicelulares. A comunidade formada por estes microrganismos da-se o
nome de microbiota, que em conjunto com 0s seus metabolitos e genomas formam o
microbioma (4). O conjunto de células bacterianas que coloniza o intestino contém
cerca de 150 vezes mais genes do que o genoma humano completo (5), o que

representa 99% do total de genes no organismo humano (6).

Por ter uma expressado tdo significativa no organismo humano, o papel das
bactérias reveste-se de particular importancia, sendo que, nos ultimos anos, varios
estudos tém demonstrado o seu impacto na saude do hospedeiro, sendo este cada
vez mais reconhecido devido a sua conexao com varios 6rgaos, inclusive o cérebro
(3). Assim, esta monografia ird ter um maior foco nas bactérias, em detrimento dos

restantes constituintes da microbiota.

O microbioma participa numa grande variedade de processos fisiol6gicos como a
homeostase energética, o metabolismo, a atividade imunoldgica, a sinalizacéo
enddécrina, a saude do epitélio intestinal e o desenvolvimento neurologico e

comportamental (4,7) pelo gue modulam fortemente a salide do organismo.

4.1 Caracterizacdo da microbiota intestinal

Nos Ultimos anos, o desenvolvimento de novas tecnologias permitiram a
identificacéo filogenética dos constituintes da microbiota intestinal ao analisar 4cidos
nucleicos diretamente extraidos de fezes, sendo que a sequenciacdo do gene 16S do
RNA ribossomal (16s rRNA), uma regido conservada do genoma bacteriano que
apresenta sequéncias hipervariaveis entre as espécies, é a técnica mais utilizada para
caracterizar a diversidade e abundéancia do microbioma em termos de microrganismos
bacterianos (8). Mais recentemente, comegcaram a ser utilizadas novas técnicas
metagenomicas, nomeadamente a sequenciacdo shotgun que permite a analise
completa do genoma, tornando possivel o estudo taxondmico e a identificagdo de

microrganismos ndo bacterianos que séo excluidos da sequenciacdo 16s rRNA (4).

O perfil microbiano do TGl ndo é constante ao longo de toda a sua extensao: o
intestino é a porcdo do TGl onde se verifica ndo s6 uma maior quantidade de

bactérias, mas também uma maior diversidade (9).
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Existe uma enorme diversidade de espécies bacterianas, o que se reflete numa
grande variabilidade na composicdo da microbiota entre diferentes individuos, ndo
sendo possivel definir qual o microbioma intestinal “normal” ou “saudavel” (10). Cada
individuo tem o seu préprio microbioma, é como se de uma impresséo digital se
tratasse. Para além disso, a microbiota intestinal € dindmica e ao longo da vida do

hospedeiro, em resposta a diversos fatores, sofre alteracdes (9).

Apesar desta variabilidade interindividual ha bactérias que sdo transversais a
todos os microbiomas, sendo possivel destacar dois filos como os principais
constituintes da microbiota intestinal: o filo Firmicutes que inclui os géneros
Clostridium, Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus e Ruminicoccus (8), e o filo
Bacteroidetes, que inclui os géneros Bacteroides e Prevotella (2,10). Em minoria
existem os filos Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, Spirochaetes,

Verrumicrobia e Lentisphaereae (11) (Figura 1).

l Firmicutes Bacteroidetes l Outros filos (Proteobacteria, Actinobacteria,
Fusobacteria, Spirochaetes, Verrumicrobia,
Lentisphaereae)

Figura 1: Caracterizagcdo proporcional dos filos constituintes da microbiota

Através de um estudo metagendémico foi possivel identificar trés grupos distintos,
mais conhecidos como enterotipos, em que cada um € dominado por um género
bacteriano diferente: Bacteroides (enterotipo 1), Prevotella (enterotipo II) ou
Ruminococcus (enterotipo 1ll). Fatores como o sexo, idade ou indice de massa
corporal ndo influenciam os enterotipos, sendo que estes sdo também transversais a

varios continentes (12).

4.2 Fatores que influenciam a composi¢ao do microbioma

O microbioma intestinal é dindmico, uma vez que, tanto a curto como a longo
prazo, é influenciado por diversos fatores que promovem a sua modificacdo. Estes
fatores incluem, por exemplo, o tipo de parto e alimentacéo, a idade, o tipo de dieta

adotada por cada individuo, a utilizagdo de antibiéticos, o stress e a idade (Figura 2).

4.2.1 Primeira colonizagao
Hoje em dia ha evidéncia de que a colonizacgdo intestinal se inicia ainda no Gtero

(13,14), no entanto, a maioria da microbiota é adquirida pelo recém-nascido durante
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e apos o parto. As primeiras bactérias a colonizar o intestino neonatal sdo as aerébias
ou anaerbbias facultativas, como Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Escherichia coli e Enterobacterias (15). Com a sua multiplicacdo o consumo de O
aumenta, o que favorece a proliferagdo de bactérias estritamente anaerdbias, como
Bifidobacterium spp., Clostridium spp. e Bacteroides spp., sendo que o género que
normalmente predomina na microbiota infantil € o Bifidobacterium (16), que promove
a producao de acidos gordos de cadeia curta (SCFA) ao participar na fermentacéo de
galactooligossacaridos (GOS) (8). Logo no microbioma dos recém-nascidos verifica-
se uma grande variabilidade interindividual, sendo que a primeira colonizagéo ira
depender principalmente de fatores como o tipo de parto (vaginal ou cesariana) e do

tipo de alimentagéo (leite materno ou formulas lacteas) (17).

Os intestinos dos recém-nascidos, durante o parto, sdo colonizados pelos
microrganismos com 0s quais entram em contacto. Assim, a microbiota intestinal de
bebés nascidos por parto vaginal € muito semelhante a microbiota vaginal da sua mae,
o que se reflete numa colonizagdo pelos géneros Lactobacillus spp., Prevotella spp. e
Sneathia spp., enquanto que a microbiota dos que nascem por cesariana €
caracterizada por um perfil microbiol6gico muito semelhante ao encontrado na pele
(4), o que inclui bactérias como Staphylococcus spp., Corynebacterium spp.,
Propionibacterium spp. (10,17). Estudos demonstram que bebés que nascem por
cesariana, quando comparados com bebés nascidos por parto vaginal, ttm uma
populacdo de Bacteroidetes diminuida em relacdo a Firmicutes, pelo que sé&o

normalmente mais colonizados por Clostridium difficile (18,19)

ApGs o parto, o tipo de alimentacao também parece ser um fator determinante na
modulac¢éo do microbioma. O leite materno para além de n&o ser estéril, é rico em
prebidticos importantes para o0 desenvolvimento do microbioma (19). Os
oligossacaridos, prebidticos encontrados no leite materno, estimulam seletivamente o
crescimento de bactérias do género Bifidobacterium (20,21), o que se reflete numa
maior proporcdo de bactérias deste género no microbioma de bebés em
amamentacdo quando comparado com o de bebés alimentados por férmulas lacteas
(22), que apresentam niveis mais elevados de Lactobacillus spp. e bactérias
potencialmente patogénicas como Escherichia coli, Clostridium difficile, Bacteriodes
fragilis (23).

Apl6s a ablactacdo e a introducdo de comida soélida, a microbiota continua a
modificar até que, entre os 2 e os 3 anos de idade, é estabelecido um microbioma

mais complexo e estavel, semelhante ao do adulto (24).
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4.2.2 Idade

Aos 3 anos de idade a microbiota, até entdo dominada pelo género
Bifidobacterium (filo Actinobacteria), altera-se para uma microbiota dominada pelos
filos Firmicutes e Bacteroidetes (25), mantendo-se relativamente estavel durante a
idade adulta sendo apenas transitoriamente alterada por fatores externos, como a
dieta ou antibioterapia (26). Em idades mais avancadas esta estabilidade nao é tao
evidente, uma vez que alteracdes tipicas do avanco da idade, como a deterioragédo da
denticdo, da funcdo salivar e redugdo do tempo do transito intestinal, parecem

influenciar o microbioma (17), que se torna menos diversificado (27).

A microbiota de individuos idosos foi estudada pelo consércio ELDERMET, que
apurou que algumas das grandes diferengas em relagdo a microbiota de individuos
mais jovens esta relacionada com um rearranjo no filo Firmicutes, nomeadamente
uma alteragdo nas proporcdes dos clusters de Clostridium (28). O numero de
Bacteroides spp., Prevotella spp. e Faecalibacterium prausnitzii, assim como o de
Bifidobacterium spp., esta diminuido (29,30), 0 que resulta num decréscimo da
atividade amilolitica e da disponibilidade de SCFA. Por outro lado, foi observado um
enriguecimento em bactérias do filo Proteobacteria, homeadamente da familia
Enterobacteriaceae, e de Clostridium spp. (31), assim como um aumento na atividade
proteolitica (32).

4.2.3 Alimentacéo

A dieta é considerada um dos fatores mais importantes no desenvolvimento do
microbioma ao longo de toda a vida. Ha evidéncia de que a dieta influencia a
abundancia relativa entre filos e grupos especificos de bactérias (15), sendo que
padrées de dieta de longa duracdo foram identificados como um fator determinante
para a estabilizacdo de dois dos trés enterotipos reconhecidos (33). Uma dieta de
padrdo ocidental, caracterizada por elevados teores de proteina e gordura, esta
associada ao enterotipo Bacteroides, enquanto que, uma alimentacdo
predominantemente vegetariana, rica em hidratos de carbono, estd associada ao

enterotipo Prevotella (33).

Ao introduzir mudangas na dieta, rapidamente sdo detetadas alteragbes na
composi¢do do microbioma, que podem ser revertidas de forma igualmente rapida
(34)(35), ainda assim, o enterotipo, a curto prazo, mantém-se estavel, indicando que

este apenas é influenciado por padrées dietéticos de longa duracao (33).

De Filippo et al. (36) comparou o microbioma fecal de criancas africanas naturais

de uma vila rural de Burkina Faso, normalmente alimentadas com leite materno até

O microbioma e as doengas neurodegenerativas | Catarina Calado 16



aos 2 anos de idade assumindo depois uma dieta predominantemente vegetariana,
com o de criangas europeias, alimentadas com leite materno até cerca de 1 ano de
idade sendo posteriormente alimentadas com uma dieta de padrédo ocidental. Neste
estudo, apurou que nas crian¢as de Burkina Faso a microbiota fecal apresentava um
enriquecimento em bactérias do filo Bacteroidetes (maioritariamente Prevotella spp. e
Xylanibacter spp.) e um ndimero reduzido de bactérias do filo Firmicutes, quando
comparado com a de criancas europeias, que apresentavam niveis elevados de
Enterobacteriaceae, nomeadamente Shigella spp. e Escherichia spp.. Em ambas as
populacbes foram encontradas bactérias produtoras de SCFA, no entanto, nas
criangas de Burkina Faso, por se verificar uma maior abundancia de bactérias dos
géneros Prevotella e Xylanibacter, que hidrolisam xilano, xilose e carboximetilcelulose,
h& maior producdo de SCFA, sendo que esses niveis estdo significativamente

reduzidos nas criangas europeias.

As dietas ricas em frutos, vegetais e fibras foram associadas a uma maior
diversidade microbiana, tanto a nivel genémico como taxonémico (29,37). Zimmer et
al. (38) comparou a microbiota fecal de individuos estritamente veganos ou
vegetarianos com a de individuos consumidores de uma dieta omnivora. Chegou a
conclusdo de que os numeros totais de Bacteroides spp., Bifidobacterium spp.,
Escherichia coli e Enterobacteriaceae spp. estdo diminuidos em individuos veganos.
Uma dieta vegana implica o consumo de maiores quantidades de hidratos de carbono
e fibras, o que se reflete na producdo de maiores quantidades de SCFAs pelas
bactérias. Com a producdo de SCFAs verifica-se uma diminui¢cdo do pH luminal para
valores entre 5,5 e 6,5. Estes valores de pH ndo sdo promotores do crescimento de

E. coli ou Enterobacterias, o que se reflete numa contagem diminuida das mesmas.

As circunstancias de vida de cada individuo podem ditar alteracdes nos padrées
de dieta, particularmente em fases de vida mais avancadas. ldosos que vivem em
comunidade tém uma alimentagcdo mais variada do que os que vivem em residéncias
de longa duragdo, o que, nestes ultimos, se reflete numa microbiota intestinal com

menor variedade (28).

4.2.4 Antibiéticos

O tratamento com antibiéticos tem demonstrado ter uma enorme influéncia na
microbiota intestinal. Estes farmacos n&o séo seletivos para bactérias patogénicas,
pelo que sdo também responséveis pela supressédo do crescimento de determinadas
bactérias comensais no intestino, 0 que podera resultar numa maior colonizagdo por

parte de outras menos benéficas.
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Muito frequentemente, o tratamento com antibi6ticos de largo espetro em idosos
leva a um desequilibrio entre Bacteroidetes e Firmicutes, aumentando a propor¢ao
dos primeiros em relacao aos segundos (28). Bactérias anaerdbias comensais como
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. estao frequentemente diminuidas ou mesmo
erradicadas com o uso de antibiéticos (39,40,41), o que pode facilitar a coloniza¢ao
do intestino por bactérias oportunistas, como Clostridium difficile, aumentando a

producao de toxinas, provocando diarreia (42).

Consoante a classe do antibiético, dose e periodo de exposi¢cédo verificam-se
alterac@es distintas na microbiota (43) (Tabela 1), no entanto, de uma forma geral e
transversal a qualquer antibioterapia, ocorre uma diminuicdo da diversidade e
abundancia bacteriana. Normalmente, a microbiota volta a assumir um estado
semelhante ao que se verificava antes do tratamento ao fim de alguns dias ou
semanas (28), mas ha relatos de situacdes em que as altera¢cdes se mantém durante
longos periodos de tempo apés o fim do tratamento (44).

Tabela 1. Alteragdes na microbiota intestinal provocadas por antibiéticos.
Adaptado de (43)

Legenda: § Niveis diminuidos; T Niveis aumentados

Antibiético Alteragdes na microbiota Referéncia

Bacteroides spp. T

Claritromicina Proteobacteria 1 (39)
Actinobacteria !
Firmicutes !
Clindamicina Lactobacillus spp. ! (40)

Bifidobacterium 1

Actinobacteria (Bifidobacterium spp.) {
Bacteroidetes (Alistipes spp.) {
Firmicutes (Faecalibacterium spp., Oscillospira spp.,
Ruminococcus spp. e Dialister spp.) {
Bacteroidetes (Bacteroides) T

Ciprofloxacina (41) (40)

Bacteroides T
Proteobacteria 1
Actinobacteria |

Firmicutes {
Diversidade total !

Macrdlidos (45)

Vancomicina Firmicutes | (46)
Proteobacteria 1

4.2.5 Stress
O stress pode resultar de varias situagfes a que cada individuo é exposto, pelo
gue subjacente a este podem estar causas ambientais, fisiolégicas, fisicas ou

psicolégicas. Ha evidéncia de que o stress medeia alteracdes patologicas que
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aumentam a suscetibilidade do organismo para doencas, sendo inclusive um fator

promotor de desequilibrios no microbioma - situacao designada por disbiose (47).

O efeito do stress na microbiota intestinal inicia-se ainda antes do nascimento e
mantém-se durante toda a vida. Murakami et al. (48) estudou as alteracbes na
microbiota intestinal induzidas pelo stress provocado pela separacéo da progenitora,
verificando uma diminuicdo na abundancia de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus
spp. € um aumento de Clostridium spp.. Estas alteracdes sdo semelhantes as

induzidas pela exposicao a stress social (49).

Os mecanismos através dos quais o stress influencia a microbiota ainda ndo sao
conhecidos, mas poderdo estar relacionados com alteragdes do habitat microbiano
provocadas por mudancas da motilidade intestinal e da secre¢cdo de mucina. Para
além disso, o0 stress ao aumentar os niveis de noradrenalina, podera interferir com a

expressado de genes bacterianos virulentos (50).

TIPO DE PARTO

NASCIMENTO

Parto normal Cesariana

Lactobacillus spp. Staphylococcus spp.
Prevotella spp. Corynebacterium spp.
Propionibacterium spp
INFANCIA TIPO DE ALIMENTACAO
(< 3 ANDS)

Amamentagdo ‘ Férmulas lacteas
Niveis aumentados de Lactobacillus spp.
Bifidobacterium spp Escherichia coli

Clostridium difficile
Bacteroide fragilis
IDADE ADULTA DIETA

Dieta ocidental Dieta Mediterranica

(rica em gordura e proteina) (rica em hidratos de carbono)
Enterotipo Bacteroides Enterotipo Prevotella
T Enterobacteriaceae {Bactérias género Firmicutes

. TSCFA
Dieta Vegana

{ Bacferoides spp.

| Bifidobacterium spp

{ Enterobacteriaceae spp.
{ Escherichia coli

TSCFA

ANTIBIOTICOS
| Bacteroidetes ’ LLactobacillus spp.
| Firmicutes @, T Clostridium difficile
1 Bifidobacterium spp. ; : © +  \Diversidade bacteriana
STRESS
why
I Lactobacillus spp.
I Bifidobacterium spp.
T Clostridium difficile
SENIORIDADE IDADE
Bacteroides spp. . TProtecbacteria
\ Bifidobacterium spp. TClostridium difficile
Enterobacteriaceae spp. TEnterobacteriaceae spp.
1 Bifidobacterium spp TAtividade proteolitica
{SCFA

L Atividade amilolitica

Figura 2: Fatores que influenciam o microbioma intestinal
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4.3 Influéncia do microbioma em processos fisioldgicos

Com o estudo do microbioma intestinal, a influéncia deste nos processos
fisiologicos do organismo tem-se tornado cada vez mais evidente, sendo notéria,
principalmente, em processos metabdlicos, imunolégicos e de prote¢cdo da mucosa
(51).

As bactérias colonizadoras do intestino sdo essenciais para processos basicos
como a digestdo, uma vez que possuem enzimas que tém a capacidade de fermentar
hidratos de carbono complexos nao digeridos, permitindo a extracdo de nutrientes e
metabolitos como os SCFAs, em que se incluem o acetato, propionato e butirato (47).
Os SCFAs tém um papel relevante a varios niveis: para além de serem fontes de
energia, de atuarem nos recetores acoplados a proteina G, de serem inibidores das
desacetilases das histonas, influenciando, por sua vez, processos de regulagéo
celular como a expressado génica (52), também aumentam a imunidade através da
producao de IgA pelas células plasmaticas (53) e inibem o fator de transcrigé&o nuclear
kappa B (NF-kB), o que se reflete numa redugdo da produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (54). O butirato, particularmente, € amplamente reconhecido como um
agente promotor de saude, devido aos seus efeitos antinflamatérios, antioxidantes,
antineoplasicos (47) e promotores da funcdo da barreira intestinal, atenuando a
translocacdo bacteriana ao alterar as juncbes célula-célula (tight-junctions) e a

producédo de mucina (52).

A microbiota intestinal contribui ainda para a modulacdo de respostas
imunoldgicas inatas e adaptativas (51). Um dos principais mecanismos de defesa
providenciados pela microbiota é limitar o acesso de bactérias patogénicas ao epitélio
intestinal por exclusdo competitiva. A imunidade local é alcancada através do
reconhecimento de padrées moleculares associados a patogenos (PAMPS), como os
lipopolissacaridos (LPS), por recetores, como os Toll-like (TLR), presentes, por
exemplo, nas células epiteliais intestinais (IEC), que quando ativados promovem a
producdo de péptidos antimicrobianos (AMP) como as defensinas, catelicidinas e
lectinas tipo C (51). A microbiota é ainda importante para o desenvolvimento normal
do tecido linfatico associado ao intestino (GALT) (55) e para a estimulacao da resposta
das células Theper (Th) 17, importantes na protecdo contra infe¢cdes fungicas e

bacterianas (54).

Outros papéis relevantes da microbiota séo a sintese de vitamina K e algumas
vitaminas do complexo B, transformagdo de polifen6is em compostos bioativos,
desconjugacao dos acidos biliares primarios e convertendo-os em secundarios, que

sao passivamente absorvidos no colon, e metabolismo de xenobioticos (51,55).
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Para além de todos os processos ja mencionados, a microbiota tem sido ainda
associada a producdo de moléculas neurologicamente ativas como a serotonina
(5HT), melatonina, &cido gama-aminobutirico (GABA), catecolamina, acetilcolina
(ACh) e histamina (19), sendo que cerca de 90% da 5HT e 50% da dopamina
proveniente do intestino sdo produzidos por intervencao de bactérias intestinais. H&
evidéncia de que os SCFAs induzem a acédo da triptofano hidroxilase-1 em células
enterocromafins (CEC) sintetizando 5HT (55).

A acao do microbioma, apesar de se iniciar no TGI, ndo se limita a este, uma vez
que se expande ao SNC comunicando com 0 mesmo através do EMIC, pelo que tem
um papel importante em diversas questdes neuroldgicas, homeadamente, no
desenvolvimento neuronal, na capacidade cognitiva e de memorizagéo e na resposta

ao stress e ansiedade.
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5 O eixo microbioma-intestino-cérebro

Durante a ultima década tem-se verificado uma mudanca de paradigma na
compreensdo do EMIC, sendo notério o crescimento da evidéncia das interagfes
entre o TGl e o SNC.

O EMIC é um sistema bidirecional que permite a comunicagao entre 0 microbioma
e o0 cérebro, e vice-versa (2). Por um lado, o microbioma pode ser afetado pelo cérebro
na sequéncia de modificacbes na motilidade gastrointestinal, funcdes secretorias e
reacdes imunoldgicas que, por sua vez, podem levar a altera¢des das condi¢cBes do
ambiente em que se inserem 0s microrganismos (56). Por outro lado, o microbioma
pode, ele préprio, ter influéncia e repercussdes no SNC, uma vez que muitas das
hormonas e metabolitos secretados pela microbiota e pelas CEE interferem com as
vias bioquimicas que influenciam o SNC, criando um meio de comunicagdo direto
entre o ambiente externo, que contacta com a microbiota intestinal, e o cérebro, que

esta protegido pela barreira hematoencefalica (BHE) (3).

Este eixo atua como um sistema fisiolégico complexo, através da acao combinada
do microbioma intestinal, do sistema nervoso entérico (SNE), sistema nervoso
parassimpéatico (SNP), sistema nervoso simpatico (SNS), SNC, conexdes
neuroenddcrinas, vias humorais, citocinas, neuropéptidos e moléculas sinalizadoras,
gue no seu conjunto permitem a comunicacao entre o0 TGl e SNC (3). O microbioma
€ agora visto como um componente chave desde eixo, e perturba¢cdes na homeostase
ou desregulacdo do mesmo podem estar relacionados com doencas psiquiatricas,

neurolégicas e neurodegenerativas (19).

5.1 Vias de comunicac¢éo entre o microbioma e o cérebro

Ainda hoje, o exato mecanismo de comunicagéo entre o microbioma, intestino e
cérebro ndo esta completamente esclarecido, mas ha uma evidéncia crescente que a
interacdo entre a microbiota e o hospedeiro ao nivel do intestino leva a libertagéo de
varios compostos, como citocinas, quimiocinas, neurotransmissores, neuropéptidos,
hormonas, metabolitos microbianos. Estas moléculas podem entrar na circulagéo
sanguinea e linfatica ou criar sinais que sdo detetados pelos aferentes vagais ou

espinhais que, de forma constante, comunicam com o cérebro.

Esta comunicacdo poderd ocorrer por trés vias principais: a via neural,
caracterizada por sinais emitidos pelo microbioma que séo transmitidos ao SNC pelo

nervo vago; a via neuroenddcrina, na qual os metabolitos formados pela microbiota
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intestinal entram na circulagcdo sanguinea, podendo regular fun¢des neurolégicas; e,
por ultimo, a via imunolégica, em que 0s microrganismos modulam a resposta
imunitaria ao produzir PAMPs que promovem a produgcdo e ativacao de células
imunitarias e citocinas que afetam o SNC (3,56).

5.1.1 Vianeural

Esta via de comunicag&o entre o microbioma e o cérebro inicia-se com a detec¢éo,
por parte do sistema nervoso entérico (SNE), de sinais emitidos pelo microbioma.
Estes sinais sao transmitidos ao SNC pelo nervo vago (NV), um nervo craniano que
se estende desde o cérebro até ao intestino, sendo a via de comunicagao mais rapida
entre estes dois 6rgdos. As suas fibras, 80% aferentes e 20% eferentes, inervam tanto
a camada muscular do intestino, como a mucosa e, mais recentemente, foi descrita

uma conexao com as células enteroendécrinas (CEE) (6).

O NV nao se projeta diretamente no limen, no entanto bactérias neuroativas
podem alterar a sinalizacdo vagal aferente de dois modos: ao modificar a atividade
contratil do intestino, o que sera detetado pelos mecanorrecetores intramusculares e
intraganglionares, ou ao ativar os quimiorrecetores presentes nas microvilosidades da
mucosa e algumas células epiteliais, através de diversas substancias, como os SCFA,
gue podem ser transportados através da barreira epitelial, ou mediadores paracrinos
como a histamina, colecistocinina (CCK), ATP ou GLP-1 (57).

Varios estudos em animais demonstram o papel fundamental do NV para uma
adequada sinalizacéo bidirecional microbioma-cérebro. Num estudo, no qual foram
administradas doses orais subclinicas de Campylobacter jejuni, verificou-se um
aumento significativo na expressdo de c-fos em neurdnios bilaterais dos ganglios
vagais e nucleos sensoriais viscerais ativados no tronco cerebral, mesmo na auséncia
de niveis elevados de citocinas proé-inflamatérias (58). Em ratos inoculados com
Salmonella typhimurium, apés vagotomia subdiafragmatica, verificou-se ndo s6 uma
expressao atenuada de c-fos, como também uma diminuicdo das percentagens de
células T CD8+ (59). Noutro estudo, Bravo et al. (60) demonstrou que o tratamento
cronico com Lactobacillus rhamnosus reduziu a producéo de corticosterona associada
ao stress e comportamentos relacionados com ansiedade e depressao, no entanto,
estes efeitos benéficos ndo se verificaram em ratos submetidos a vagotomia,
indicando que este nervo é crucial para a comunicagdo entre o microbioma intestinal

e o cérebro.
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Apesar da evidéncia que implica o NV como via de comunicagdo entre o
microbioma e o cérebro, ainda ndo foi possivel mapear as redes neuronais

subjacentes ao EMIC de forma detalhada.

5.1.2 Vianeuroenddcrina

Outra via importante através da qual o microbioma comunica com o SNC envolve
as CEE do intestino. Estas células estdo intercaladas com as células epiteliais do
intestino ao longo de todo o seu comprimento e contém mais de 20 tipos de moléculas
sinalizadoras. A microbiota intestinal pode atuar em conjunto com as CEE, que tém a
capacidade de produzir diversos fatores neuroativos, como o péptido YY (PYY),
triptofano e histamina. Alguns destes fatores neuroativos podem entrar na circulagédo
sanguinea, resultando numa possivel influéncia sobre o SNC, nomeadamente,
através da estimulacdo da produgéo de hormonas intestinais no SNC, como a grelina

e acido indol-3-propionico, que apresentam fungfes neuroprotetoras.

As préprias bactérias libertam metabolitos neuroativos, como o GABA
(Bifidobacterium e Lactobacillus spp.), noradrenalina (Bacillus, Escherichia e
Enterococcus spp), 5HT (Enterococcus e Steptococcus spp.), dopamina (Bacillus
spp.) e acetilcolina (Lactobacillus spp.) (2,61); tém ainda a capacidade de regular a
producdo de neurotransmissores ao alterar os niveis dos seus percursores (2): foi
demonstrado que Bifidobacterium infantis aumenta os niveis de triptofano
influenciando a sintese de 5HT (62). Estes neurometabolitos podem influenciar o SNC
ao estimular localmente os aferentes vagais, de forma indireta atuando no SNE, ou
através da sua acao enddcrina distal apds serem absorvidas para a circulagao

sanguinea (3).

No que toca a comunicacao entre o microbioma e o SNC, os SCFAs também tém
um papel importante, uma vez que héa evidéncia que estes compostos influenciam de
forma bastante relevante processos neuroldgicos e cognitivos (63). Os SCFAs ao
interagir com os seus recetores nas CEE promovem uma comunicagéo indireta com
0 cérebro, uma vez que induzem a secrecao de hormonas intestinais como o GLP1,
PYY, assim como GABA e 5HT (64); ao ativar os recetores de acidos gordos livres
(FFAR), promovem a libertacdo de glucose que resulta na propagacédo de sinais
através do SNE (3); parecem ativar o sistema nervoso simpatico (SNS) e aliviam a
inflamacado intestinal (61). Verificou-se ainda que no SNC os SCFAs também
influenciam o estado de inflamacédo cerebral ao alterar a morfologia e funcéo das

células gliais, assim como modulando os niveis de fatores neurotropicos, como o fator
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de crescimento de nervo (NGF) ou o fator neurotropico derivado da célula glial (GDNF)
que regulam o crescimento, sobrevivéncia e diferenciagcdo de neuronios e sinapses

no SNC, tendo ainda um papel importante na aprendizagem e memoria (64).

Um mecanismo de extrema importancia influenciado pela microbiota intestinal &
a modulacao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (EHHA) e a consequente libertagao
de cortisol, que suprime a resposta inflamatéria e influencia numa grande variedade
de processos neuroldgicos. Este eixo é o principal responsavel pela resposta ao stress
e é influenciado pela microbiota: em ratos germ-free (GF) verificaram-se niveis mais
elevados de corticosterona em resposta ao stress do que em ratos colonizados de
forma convencional (65)(66), sendo que esta resposta exagerada foi revertida apds

colonizacdo com Bifidobacterium infantis (66).

5.1.3 Viaimunoldgica

O TGI tem uma grande densidade de células imunitarias na sua constituicdo
estando em constante comunicacdo com 0 microbioma intestinal, quer seja por
contacto fisico direto ou por libertacdo de compostos secretados pelas bactérias,
sendo importantes para a manutencdo da homeostase entre a microbiota e o
hospedeiro, no entanto, atuam também como intermediérias entre a microbiota

intestinal e o cérebro (19).

Conforme mencionado anteriormente, a microbiota intestinal contribui para a
modulacdo de respostas imunolégicas inatas e adaptativas ao libertar certos
compostos, como LPS ou peptidoglicanos (19,51). Quando a integridade da mucosa
€ comprometida, bactérias Gram-negativas que expressam LPS podem ser
translocadas do intestino para a circulagdo sistémica levando a uma ativacdo da
imunidade periférica (19), através de TLRs que estao expressos ndo sé em células
imunitarias, como também em células do SNC, como 0s neurdnios e as células gliais
(67). As microglias sédo as células imunitarias mais abundantes do SNC. Constituindo
5-12% de todas as células gliais, as microglias tém a capacidade de detetar alteracdes
no meio molecular circundante e quando ativadas libertam citocinas, quimiocinas,
expressam marcadores de antigénio, regulam neurotransmissores e alteram a sua

morfologia, o que lhes confere capacidade de efetuar fagocitose (6,67).

Erny et al. (68) confrmou que ha uma relacdo entre as células imunitarias
cerebrais, as microglias, e o0 microbioma intestinal, uma vez que em ratos GF estas
células exibiram defeitos globais nas suas propor¢des celulares e apresentavam

fenétipo imaturo, o que resultou em respostas imunes defeituosas: a ativagéo

O microbioma e as doengas neurodegenerativas | Catarina Calado 25



microglial ap6s administragdo de LPS estava diminuida em ratos GF, o que sugere
gue a microbiota é essencial para uma resposta neuroimune adequada. O mecanismo
pelo qual o microbioma influencia as microglias ndo esta completamente esclarecido,
no entanto as alteragdes nas microglias encontradas em ratos GF sdo normalizadas
apoés suplementacdo com SCFAs, indicando que estes compostos poderdo eliminar

as anomalias destas células.

A sinalizacéo entre o intestino e o cérebro mediada por citocinas é outra via de
comunicacdo documentada. Devido a interacdo entre a microbiota e o hospedeiro
ocorre producao de citocinas no intestino, que depois entram na circulacao sistémica
(6). Em condigdes fisiolégicas normais as citocinas ndo passam a BHE, no entanto ha
evidéncia de que conseguem influenciar &areas onde esta barreira nédo é
completamente integra, como o hipotalamo e os 6rgéos circunventriculares. E através
deste ultimo mecanismo que as interleucinas (IL)-1 e 6 ativam o EHHA, o que resulta

na producao de cortisol (69).
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Figura 3: Vias de comunicacgao entre a microbiota e o cérebro
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6 As doencas neurodegenerativas e a sua
conexao com o microbioma

Hoje em dia, ha ja evidéncia consistente de que modificacdes no microbioma
podem ter efeitos moleculares benéficos e influenciar positivamente o
neurodesenvolvimento e a neuroproteccao. Por outro lado, nos ultimos anos, o estudo
da relacdo existente entre o microbioma e a ocorréncia de processos
neurodegenerativos tem aumentado consideravelmente, havendo ja dados pré-
clinicos e clinicos que permitem relacionar a disbiose com um grande espetro de
doencas neurodegenerativas (70) no qual se incluem a DA, a DP, a EM e a ELA.
Apesar de cada uma destas doencas apresentar caracteristicas fisiopatologicas e
manifestacdes fisioldgicas diferentes, a microbiota intestinal e os seus metabolitos,
em situacdes de disbiose, por desempenharem varios papéis no organismo, podem
participar em determinados processos fisiopatoldgicos comuns no envelhecimento e

associados a doengas neurodegenerativas (3).

6.1 Vias comuns de neurodegeneracao

Com o envelhecimento € comum ocorrerem varias alteragdes fisiologicas. Estas
alteracbes, em determinadas situagbes, podem provocar inflamagdo e danos
oxidativos, que sdo duas das principais causas do inicio ou agravamento de processos

neurodegenerativos.

Os danos oxidativos sédo provocados por espécies oxidativas reativas (ROS) que
normalmente sdo convertidas em compostos inofensivos pelos sistemas de defesa
antioxidante das células, no entanto, com a idade ocorre uma perda progressiva
destas defesas, o que resulta numa acumulacdo de danos celulares, genéticos e
membranares (3). Os neurdnios sdo gravemente afetados pelos ROS, sendo que a
sua acao pode mesmo resultar na morte celular (71). A acumulacgéo lenta de ROS nos
neuronios, através da ativacao da via de sinalizacao do NF-kB, resulta na estimulagéo
da libertacdo de citocinas pro-inflamatdrias que consequentemente promove a
ativacdo microglial e a neuroinflamacéo (3), que sédo caracterizadas por um aumento
da producdo de radicais livres, como ROS e espécies reativas de azoto (RNS) (71).
Para além do exposto, uma das caracteristicas do proprio processo de
envelhecimento é o aumento da expressao de citocinas pro-inflamatdérias (72). Assim,
a combinacdo dos danos oxidativos e dos processos inflamatorios proprios do
envelhecimento cria um ciclo vicioso conhecido como “inflamm-aging” (Figura 4),

sendo este a base comum para um amplo espetro de patologias relacionadas com a
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idade, nomeadamente as doengas neurodegenerativas (72). O “inflamm-aging” é
definido como um estado crénico de inflamagédo de baixo grau, caracterizado por
niveis elevados de citocinas e mediadores inflamatérios sem que exista uma causa

especifica (73).

As doengas neurodegenerativas, como DA e DP, apresentam processos
patoldgicos diferentes, no entanto, tém em comum algumas particularidades,
nomeadamente a acumulacdo e agregacado anormal de proteinas especificas da
doenca, que parecem induzir processos neurodegenerativos. Estudos recentes
indicam que estas proteinas se podem alastrar de uma célula ou area do cérebro para
outra, induzindo o misfolding proteico em zonas anteriormente nao afetadas. Os
exatos mecanismos que promovem o misfolding e acumulacéo proteica ndo sédo ainda
bem conhecidos, contudo ha evidéncia de que mutacdes genéticas e fatores
ambientais, como stress oxidativo e metabdlico, estdo relacionados com este

processo (74).

6.2 Disbiose nas doencas neurodegenerativas

Na ultima década, tém surgido cada vez mais estudos a destacar a influéncia do
microbioma intestinal, especialmente em estado de disbiose, no inicio e progressao
de vérias doencas neurodegenerativas, sendo que a reducdo da diversidade da
microbiota que se verifica no envelhecimento podera ser um dos principais fatores

responsaveis por este processo (75).

Conforme mencionado anteriormente, a neuroinflamacéo e o stress oxidativo
estdo intimamente relacionados com a neurodegeneracdo. O préprio microbioma
também desempenha um papel ativo nestes processos: interfere com o estado
oxidativo do SNC através da produgdo de vitaminas (antioxidantes), SCFAs,
polifendis, neurotransmissores e até produtos toéxicos; interfere com estado
inflamatoério através da producédo de LPS que podem levar a ativagcéo de varias vias
de sinalizacdo que resultam na producdo de citocinas proé-inflamatorias; estes
processos tém ainda maior expressao em situagdes de disbiose (71), o que podera

agravar o estado oxidativo e de inflamacao do cérebro.

Para além do supramencionado, é de realcar que existe uma elevada

percentagem de pessoas com doencas neurodegenerativas que também apresentam
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disturbios no TGI, como obstipacdo ou diarreia (76), sendo que um possivel
denominador comum entre as duas situacfes podera ser um estado de dishiose.

e @b

Ativagao Acumulagéo
microglial de ROS
Destruicao
- neuronal
CITOCINAS
Neuroinflamagao PRO-INFLAMATORIAS

INFLAMM-AGING

Figura 4: Danos oxidativos e processos inflamatérios como base para a ocorréncia de

neurodegeneracao

6.2.1 Doencade Alzheimer

A Doenca de Alzheimer € uma doenca neurodegenerativa que leva a uma
deterioracéo global e progressiva de diversas fun¢des cognitivas (77), constituindo a
forma mais comum de deméncia entre os idosos (78). As principais caracteristicas
patolégicas da DA incluem a deposicao de beta-amiloide (BA) - péptidos que derivam
da proteina percursora de amiloides -, de proteinas tau hiperfosforiladas e de
emaranhados neurofibrilares no tecido cerebral (79). Uma das consequéncias da
deposigao de BA no cérebro é ativacao de respostas neuroimunes executadas pelas
microglias, que de forma aguda e limitada tem um efeito neuroprotetor, no entanto, de
forma cronica, pode suportar processos neurotoxicos que resultam em lesdes

cerebrais e morte de neurénios (78).

A falta de tratamentos de alvo Unico eficazes e as falhas em ensaios clinicos,
particularmente os relacionados com BA, séo evidéncias de que o conhecimento atual

da patogénese da DA deve ser expandido.
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Nos ultimos anos, cada vez mais evidéncias tém demonstrado uma correlagao
entre a disbiose e a ocorréncia de DA, principalmente devido a influéncia do
microbioma em processos neuroinflamatorios. Para além da producgéo de LPS, vérias
espécies bacterianas, como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium, Salmonella enterica, Mycobacterium tuberculosis e Staphylococcus
aureus, tém ainda a capacidade de produzir amiloides que poderdo favorecer a
patogénese da DA durante o envelhecimento, quando tanto a barreira epitelial
intestinal como a BHE se tornam mais permedaveis devido ao fenémeno de “inflamm-
aging” (77,80).

Estudos em ratos transgénicos modelo da DA (APPswe/PS1aeg) demonstram que
mudangas prolongadas da composicdo e diversidade microbiana induzidas por
tratamentos com antibioticos de largo espetro podem diminuir a deposi¢édo de placas
BA (81). Um outro estudo, também realizado com ratos transgeénicos, relacionou a
microbiota com a acumulacédo de placas amiloides nestes ratos; os autores do estudo
criaram ratos transgénicos modelo da DA, em condigbes GF, e verificaram uma
reducdo drastica da deposicao de BA em comparacdo com a verificada nos ratos
modelo de controlo, que apresentavam uma microbiota intestinal normal, mas
diferente da dos ratos wild-type saudaveis. O mais intrigante foi que, apds colonizacao
dos ratos GF modelo da DA com microbiota de ratos modelo da DA criados
convencionalmente, se verificou um aumento drastico na patologia amiloide cerebral
nos primeiros, enquanto a colonizacdo com microbiota dos ratos wild-type foi menos

eficaz a provocar esse aumento (82).

Pelo tdo recente interesse da comunidade cientifica nesta area, a evidéncia desta
relacdo em humanos ainda ndo estd completamente esclarecida, no entanto ja
existem alguns estudos neste ambito. Vogt et al. (83) caracterizou a composi¢ao
taxonodmica bacteriana de amostras fecais de individuos com e sem diagndstico de
DA, verificando que o microbioma intestinal de individuos com diagnéstico de DA
apresenta uma menor diversidade microbiana, sendo composicionalmente distinto do
grupo de controlo de individuos com a mesma idade e sexo; foi ainda identificada uma
reducdo na abundancia de bactérias do filo Firmicutes e género Bifidobacterium, e,
por outro lado, um aumento da abundancia de bactérias do filo Bacteroidetes nos
individuos com DA. Também Zhuang et al. analisou a composi¢do da microbiota
intestinal de individuos saudaveis e de individuos com DA, verificando, nos doentes
com DA, niveis significativamente diminuidos de Bacteroides fragilis, uma bactéria
anti-inflamatéria que tem a capacidade de fortalecer a barreira intestinal e reverter a

secrecao intestinal (84).
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Outro estudo transversal observacional demonstrou que os niveis de bactérias
dos géneros Escherichia e Shigella - associados a processos inflamatorios - estao
aumentados em amostras fecais de doentes com DA quando comparados com 0s
verificados em individuos saudaveis; e que os niveis de Eubacterium rectale - bactéria
caracterizada como anti-inflamatoria - estdo diminuidos; esta situa¢éo podera ser uma
das justificacBes para o estado inflamatorio que se verifica em doentes com DA (85),
no entanto, é necessario ter em consideracdo que estes resultados provém de
pequenos estudos que abrangem poucos participantes e que serdo necessarios
estudos longitudinais com coortes maiores para avaliar qual é o real envolvimento da

microbiota intestinal na progressado da DA.

Foram ainda realizados estudos para investigar qual o papel dos probiéticos na
fungéo cognitiva. Akbari et al. (86), num ensaio clinico randomizado, duplamente cego,
com individuos diagnosticados com DA, analisou qual o efeito da suplementacdo com
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium bifidum, verificando uma reducdo de cerca de
18% dos niveis do marcador inflamatério proteina C-reativa no grupo de individuos
suplementados com probidticos em oposicdo a um aumento de cerca de 45% no grupo
placebo. A suplementacdo também demonstrou efeitos benéficos na melhoria da

funcéo cognitiva em individuos com DA.

Em conjunto, todos estes estudos evidenciam que o microbioma tem um papel na
regulacdo de componentes moleculares da DA, que poderdo contribuir para o seu

desenvolvimento.

6.2.2 Doencgade Parkinson

A Doenca de Parkinson caracteriza-se por alteracdes na fungdo motora,
observando-se sintomas como acinesia, rigidez muscular, tremor em repouso ou
dificuldade em andar e, ainda, por alteracdes ndo motoras, que incluem sintomas
como deméncia, depressdo, perda de olfato, e disfungBes gastrointestinais,
nomeadamente nauseas, disfagia, salivagdo anormal, obstipacdo e disfun¢gBes na
defecacdo. Na DP observa-se uma deposicao progressiva de alfa-sinucleina (a-sin)
no corpo celular de neurénios, o que resulta na formacao de inclusdes citoplasmaticas
eosinofilicas, os corpos de Lewy (77); a degeneracdo da funcdo motora ocorre na

sequéncia da perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia nigra (70).

Esta bem estabelecido que as disfun¢des intestinais, nomeadamente na forma de
obstipacéo, que se verificam em cerca de 80% dos individuos diagnosticados com DP

(87), podem surgir mesmo antes do inicio dos sintomas motores tipicos (75). Esta
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correlacd@o entre a DP e as disfuncdes intestinais leva ao surgimento da hipétese de
que a DP pode ter origem em 6rgaos periféricos, como o intestino, onde também se
verifica acumulacdo de a-sin, neurodegeneracdo do SNE, com aumento da

inflamacéao local, stress oxidativo e permeabilidade intestinal (87).

Alguma evidéncia pré-clinica demonstra que a a-sin acumulada no intestino pode
ser transportada até ao cérebro através do NV (1). Estudos epidemiolégicos
demonstraram que ha um menor risco de desenvolvimento de DP em doentes
vagotomizados (88), o que sugere que o NV pode estar estreitamente envolvido na

patogénese da DP.

Na ultima década, o interesse na associacao entre o TGl e a DP tem aumentado
apos se considerar o microbioma intestinal como um potencial biomarcador ou
modificador da doenca (89). Um estudo demonstrou que, em ratos modelo de DP, a
microbiota intestinal pode promover a agregagéo de a-sin e evitar a eliminagéo de
proteinas insollveis através da ativacdo da microglia em regides do cérebro

envolvidas na acumulacédo de a-sin (90).

Em termos da composicao da microbiota intestinal em individuos com DP também
se verificaram algumas alteracdes. Scheperjans et al. (91), verificou uma reducéo na
abundéancia de espécies bacterianas da familia Prevotellaceace e, por outro lado, uma
maior abundancia de Enterobacteriaceae nas fezes de doentes com DP. Os membros
da familia Prevotellaceace estao envolvidos na producdo de mucina e SCFAs, pelo
que a reducédo desta populacéo resulta num aumento da permeabilidade intestinal e
na exposicdo sistémica a endotoxinas bacterianas que iniciam ou promovem a
expressao de a-sin (92). A abundancia de Enterobacteriaceae foi positivamente
associada com a severidade da instabilidade postural e dificuldade na marcha (91).
Noutro estudo, a realizagdo de biopsias intestinais permitiu identificar diferengas entre
a mucosa do colén sigmoéide de individuos diagnosticados com DP e individuos
saudaveis, destacando-se a reducdo significativa de bactérias do género
Faecalibacterium, que apresentam propriedades anti-inflamatérias e sdo produtoras
de SCFAs, e o aumento claro nos niveis de bactérias pro-inflamatérias do filo
Proteobacteria, nomeadamente do género Ralstonia (93). Apesar de tudo o que foi
exposto, ainda néo foi alcangcado um consenso sobre se existe alguma composi¢cao

microbiana caracteristica da propria DP.

Em ratos transgénicos com expressdo aumentada de a-sin humana criados sob

condi¢cdes GF ou apds administracdo de antibiéticos, foi observada uma reducéo da
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ativacdo microglial, das inclusdes de a-sin e ainda dos défices motores, quando

comparado com o que se verificou em ratos com uma microbiota mais complexa (90).

Notavelmente, a coloniza¢do de ratos com a microbiota de individuos com DP,
através de transplante de microbiota fecal (TMF), resultou num maior agravamento
das dificuldades motoras quando comparado com 0s que receberam transplante
dadores saudaveis (90), reforcando a ideia de que o microbioma pode mesmo ser um

fator que influencia o risco para a DP.

Para além de tudo o que foi abordado, a microbiota intestinal pode ainda afetar a
DP através da interacdo com os agentes farmacolégicos utilizados no seu tratamento:
por exemplo, Kessel et al. (94) verificou que em ratos as tirosina-descarboxilases
microbianas intestinais podem reduzir as concentragfes plasmaticas de levodopa

utilizada no tratamento da DP.

6.2.3 Esclerose Lateral Amiotréfica

A Esclerose Lateral Amiotrofica é caracterizada pela degeneragdo progressiva
dos neurdnios motores, que se manifesta clinicamente através de fraqueza muscular,
caibras, problemas de coordenac¢do, musculos rigidos e espasmos musculares (77),
gue gradualmente levam a perda da capacidade de falar, engolir e, eventualmente, de

respirar, o que culmina na morte (95).

Existem dois tipos de ELA: esporadica e familiar, que é provocada por alteracées
genéticas (77). Até aos dias de hoje, apenas 5% dos casos de ELA sdo considerados
familiares, pelo que os restantes 95% dos casos continuam sem uma explicacdo
valida do histérico etiologico (70). Dadas as dificuldades em encontrar os agentes
causadores desta doenca, varias pesquisas procuraram encontrar evidéncia que
comprovasse que 0 microbioma podera ser um fator modificador ou de prevencéao da

doenca.

Para estudar o papel do microbioma na ELA foram utilizados ratos modelo
transgénicos (SOD1G93A), que permitiram verificar que, mesmo numa fase anterior
ao inicio da degeneracao neuronal, estes ratos modelo demonstram um aumento da
permeabilidade intestinal, devida a uma reducdo dos niveis de proteinas de oclusédo
Z0-1 que existem nas tight-juctions, e uma disrup¢céo da BHE (96). Amostras de fezes
destes ratos modelo demonstram niveis diminuidos de bactérias produtoras de
butirato, como Butyrivibrio fibrosolvens e Peptostreptococcus spp. (97). Outro estudo

demonstrou que a administrac&o de butirato em ratos SOD1G93A resultou num atraso
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na progressao da doenca, provavelmente devido a melhoria da integridade da mucosa

intestinal e ao aumento dos numeros de bactérias produtoras de butirato (98).

A administragéo de antibioticos de largo-espetro ou a cria¢do de ratos modelo de
ELA em condi¢des GF resultaram num agravamento dos défices motores (99). Estas
observacdes contrastam com o que se observou em ratos modelos de DA e PD.

Apbs analise das fezes de 6 doentes diagnosticados com ELA verificou-se que
estas apresentavam baixos niveis de bactérias dos géneros Oscillibacter,
Anaerostipes, e Lachnospiraceae (100) — produtoras de butirato (77) — e, por outro
lado, niveis aumentados de bactérias do género Dorea, que possuem caracteristicas
prejudiciais para a saude por sintetizarem etanol como produto final do metabolismo
da glucose (100). Noutro estudo realizado em 20 doentes diagnosticados com ELA,
foi possivel observar que a razao entre 0 nimero de bactérias do filo Bacteroidetes e
o do filo Firmicutes estava aumentada nos doentes com ELA em comparagdo com
individuos saudaveis (101). A sequenciagcdo metagenomica do microbioma intestinal
de 37 doentes com ELA revelou algumas diferencas em comparacao ao de individuos
saudaveis, nomeadamente na abundancia de Anaerostipes hadrus, Bacteroidales
bacterium e Bifidobacterium pseudocatenulatum que estéo ligeiramente aumentados,
e de Clostridium leptum e Escherichia coli que estédo ligeiramente diminuidos em
doentes com ELA (99). Em contrapartida, noutro estudo que envolveu 25 doentes ndo
se verificaram diferengas significativas na composi¢cdo da microbiota intestinal dos
doentes com ELA em comparacgéo com individuos saudaveis, a nao ser no numero de

espécies microbianas, que estava aumentado nos primeiros (102).

Os resultados contraditérios podem dever-se ao poder limitado dos estudos
realizados em seres humanos, destacando-se uma necessidade de investigacéo
sistematica e reprodutivel da microbiota com coortes maiores do que aqueles com que

tém sido realizados até ao momento.

6.2.4 Esclerose Multipla

A Esclerose Mudltipla é uma doenca neuroldgica autoimune caracterizada por
desmielinizacdo e danos axonais (77), sendo também considerada uma doenca
neurodegenerativa devido a perda de neurénios que ocorre como consequéncia dos
processos anteriores (103). As manifestacdes clinicas incluem vertigens, perda de
visdo, tonturas, dores, disfuncdo motora, défices de coordenagéo, fadiga, dorméncia,
disfung@es intestinais e da bexiga, depressdo e défices cognitivos (77). A etiologia

desta doenca incuravel ainda ndo é conhecida, mas, nos ultimos anos, tem sido
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investigada a possibilidade de o microbioma estar relacionado com o desenvolvimento
de EM (70).

A base autoimune da EM resulta do desequilibrio entre os mecanismos anti-
inflamatorios ou reguladores e os pré-inflamatérios de células Thl e Thl7 (56). A
suplementacdo com acido propiénico, um SCFA, demonstrou um aumento do nimero
de células T reguladoras (Treg) funcionalmente competentes, juntamente com uma

diminuicdo do nimero de células Thl e Thl7, atrasando a progressao da EM (104).

Estudos em doentes com EM tém demonstrado baixa abundéancia de Prevotella,
Parabacteroides e Bacteroides, elevada abundancia de Akkermansia e Dorea e
deplecdo de Adlercreutzia, Collinsella e Slackia (56). As bactérias dos géneros
Bacteroides, Parabacteroides e Prevotella induzem a producéo de SCFAs e ajudam
na manutengdo de células imunitarias responsaveis pela resposta anti-inflamatoria
(77).

O TMF j& demonstrou melhorar a cognigéo e a estabilizacdo de sintomas durante
um periodo prolongado de tempo. Makkawi et al. (105) descreveu um tratamento Unico
de uma doente de 61 anos com EM, apds episodios de enterocolite, que resultou numa
melhoria significativa dos sintomas da doen¢ca numa janela temporal de 10 anos.
Noutro estudo, que envolveu 3 doentes com EM que receberam TMF, também se
verificou remisséo dos sintomas da doenca, sendo que os doentes voltaram a ter, por
exemplo, a capacidade de andar, durante um largo periodo temporal sem recaidas
(106).

Tal como nas doencgas anteriormente abordadas, a evidéncia existente para a
relagéo entre o microbioma e a EM demonstra alguma consisténcia, no entanto séo
necessarios mais estudos e ensaios clinicos para decifrar exatamente qual a relagédo

causal entre os dois.

O microbioma e as doengas neurodegenerativas | Catarina Calado 35



7 Impacto do microbioma nas doencas
neurodegenerativas: Perspetivas futuras

Com os avancos tecnoldgicos, os conhecimentos existentes sobre o microbioma
intestinal expandiram-se bastante. Através dos topicos ja abordados foi possivel
observar que varios estudos ja demonstraram e comprovaram que existe uma relacao
entre o microbioma e diversas doencas neurodegenerativas. A grande maioria destes
estudos foi realizada em modelos animais, pelo que o verdadeiro desafio sera avaliar
a relevancia destes dados pré-clinicos e a sua aplicabilidade a seres humanos. Para
que seja possivel perceber efetivamente qual é a extensao do impacto do microbioma
nestas doencas € imperativo que sejam realizados estudos em que sejam utilizadas
coortes maiores e representativas das populacfes diagnosticadas com este tipo de
doencas, utilizando métodos de investigacdo sistematicos e reprodutiveis, uma vez
que as varias técnicas de processamento de amostras, de sequenciacao e estatisticas
utilizadas em diferentes estudos dificultam a comparacéo direta entre 0s mesmos.
Para além disso, a influencia de aspetos como a dieta, idade e outros fatores ja

mencionados também devem ser tidos em consideracao.

ApOs a obtencédo de uma explicagdo mais detalhada acerca desta relagcdo sera
mais facil criar e definir novas abordagens para a modulag&o do microbioma intestinal
que promovam a prevencao destas doencas, a melhoria dos seus sintomas ou até

mesmo a sua remissao.

Pesquisas futuras no ambito das doencas neurodegenerativas devem ser
direcionadas no sentido de investigar, entre outras coisas, 0 microbioma intestinal
enquanto biomarcador para o desenvolvimento destas doencas; o efeito da
suplementacdo com probidticos e/ou prebidticos; os efeitos da utilizacdo de
antibiodticos; a pertinéncia da realizacdo de TMF; ou outras substancias que

influenciem a microbiota intestinal.

De entre os varios modos de alcancar a modificacdo do ambiente microbiano no
TGI, o TMF, apesar de se ter vindo a demonstrar como uma opcgao promissora para o
tratamento de doencas neurodegenerativas, € ainda bastante controverso. O TMF a
partir de dadores saudaveis para o TGl de doentes com patologias intestinais ou
extraintestinais permite renovar esse ambiente e reverter alguns processos
patolégicos. Hoje em dia, esta técnica € ja utilizada na pratica clinica em situacdes
como infegbes por Clostridium difficile, colite ulcerativa, doenga de Crohn ou
obstipacéo refrataria. Apesar de varios estudos cientificos e ensaios clinicos com TMF

apresentarem resultados muito satisfatérios ao demonstrarem ser possivel alcancar
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uma melhoria significativa dos sintomas de DA, DP ou EM, devido a questfes éticas,
esta técnica ainda nao é utilizada na pratica clinica nestas situacfes (56). Tendo em
consideracao os resultados promissores desta técnica, sera expectavel que a mesma
seja cada vez mais explorada e aplicada na pratica clinica. Com esse objetivo, estdo
a decorrer alguns ensaios clinicos onde o TMF é aplicado em doentes diagnosticados
com DP e EM. Ainda gue o tamanho das amostras seja relativamente reduzido, o
desenvolvimento dos mesmos demonstra o interesse emergente nesta técnica.
Alguns destes ensaios clinicos sdo: MS-BIOME, com 30 participantes (NCT03594487)
(107); Oral FMT in Subjects with Multiple Sclerosis, com 15 participantes
(NCT04096443) (108); A Trial of Fecal Microbiome Transplantation in Parkinson's
Disease Patients, com 48 participantes (NCT04854291) (109); Study of the Fecal
Microbiome in Patients With Parkinson's Disease, com 12 participantes
(NCT03671785) (110). Nestes ensaios é estudada a capacidade desta técnica
promover uma melhoria dos sintomas da doenca ou, até mesmo, de alcancar a sua

remissao.

Para além do TMF e de alguns farmacos convencionais, como os antibiéticos,
comecam a aparecer novas maneiras de manipular a microbiota intestinal. O
oligomanato de sddio (GV-971), um oligossacérido derivado de algas, demonstrou ter
a capacidade de reverter de forma evidente a disbiose intestinal e regular a producéo
anormal de metabolitos como a fenilalanina e a isoleucina, o que resultou na inibicdo
da neuroinflamacédo provocada pelas células Thl, o que por sua vez influencia a
progressao da DA (56). De notar ainda que este oligossacéarido tem como alvo varias
sub-regides dos péptidos BA, tendo a capacidade de inibir a sua aglomeracéo e
destruir os agregados ja formados transformando-os em compostos nao toxicos (111).
Em agosto de 2020 foi iniciado o recrutamento de participantes, entre os 50 e os 85
anos diagnosticados com DA leve a moderada, para os ensaios clinicos de fase 3 -
GREEN MEMORY (112), que serdo desenvolvidos nos Estados Unidos da América e
no Canada. Apesar de a data o processo de recrutamento ainda ndo estar concluido,
estima-se que contara com a cooperacédo de cerca de 2046 participantes e que estara

finalizado no final do ano 2026.

O futuro, em conjunto com o avanco da tecnologia, ir4 permitir ndo s6 descodificar
0 modo exato como microbioma, intestino e cérebro interagem, mas também, com
base nesse conhecimento, criar novas abordagens terapéuticas para as doencas

neurodegenerativas.
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8 Conclusao

A influéncia do microbioma intestinal em processos fisiolégicos, nomeadamente,
metabdlicos, imunolégicos ou inflamatérios, necessarios para a manutencao da
homeostase, torna-o fundamental para o estabelecimento do estado de saude do
hospedeiro. Esta acdo do microbioma ndo se limita ao intestino estendendo-se a
varios outros 6rgaos, inclusive o cérebro, onde apresenta um papel ativo no
neurodesenvolvimento, na neuroproteccdo e, em casos de disbiose, nha

neurodegeneracao.

E incontestavel que as doencas neurodegenerativas estdo de alguma forma
relacionadas com a idade, no entanto ndo sendo o envelhecimento por si s6 causador
deste tipo de doencas, terdo de existir outros fatores que, associados a este, resultem
no desenvolvimento de processos neurodegenerativos provocados, normalmente, por
danos oxidativos e pela neuroinflamagéo. Assim, surgiu um interesse global em
relacionar o microbioma com a ocorréncia destes processos, 0 que levou a um
aumento exponencial de estudos nesta area que evidenciam uma conexao percetivel
entre o microbioma e a neurodegeneracdo ao verificar-se um agravamento de
sintomas apés TMF de dadores doentes em comparacao com dadores saudaveis, a
remissdo de sintomas apds administracdo de probibticos e ainda as diferencas na
composi¢do do microbioma observadas em cada uma das doencgas. Mais ainda do
que as espécies bacterianas que compdem a microbiota, é bastante relevante a
capacidade que cada uma delas tem para produzir determinados metabolitos, como
os antioxidantes, SCFAs, neurotransmissores ou citocinas, tanto pré-inflamatérias
como anti-inflamatérias, uma vez que estes compostos, consoante 0s seus niveis de
abundéncia, sdo determinantes para a modulacdo de um ambiente com maior ou
menor carater inflamatério e oxidativo, sendo este, respetivamente, mais ou menos

propicio para a progressao de processos neurodegenerativos.

Apesar de tudo, é importante ter cautela e evitar uma interpretacao desadequada
dos dados numa fase em que os estudos sdo ainda um pouco contraditérios, sédo
realizados na sua maioria em modelos animais e necessitam de superar alguns
desafios, relacionados com a uniformidade, reprodutibilidade e robustez dos métodos

utilizados.

Com base nos dados recolhidos até a data, é expectavel que a modulacédo do
microbioma se torne um método recorrentemente utilizado na profilaxia e terapéutica
das diferentes doencas neurodegenerativas. Devido a complexidade, individualidade

e variabilidade do microbioma provocada por varios fatores externos desde a infancia

O microbioma e as doengas neurodegenerativas | Catarina Calado 38



até idades mais avancgadas, podera ser necessério adotar estratégias terapéuticas
personalizadas. Estas estratégias terapéuticas podem passar pela aplicacdo de novas
abordagens, como o TMF, que cada vez mais € alvo de ensaios clinicos, a
administracdo de probidticos, ou até mesmo por simples ajustes na dieta que

promovam o desenvolvimento de um microbioma intestinal saudavel.
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