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Resumo

A doenca inflamatéria intestinal é a terminologia que engloba patologias inflamatérias
cronicas, idiopaticas, no trato gastro-intestinal inferior, nomeadamente, intestino delgado e
grosso. Pode ser diferenciada em doenca de Crohn e colite ulcerosa. Apesar de nao existir
um mecanismo fisiopatolégico bem caracterizado nem uma causalidade definida,
atualmente sabe-se que é uma patologia multifactorial. Assim sendo, a doenca inflamatoria
intestinal resulta de complexos fatores como predisposicdo genética e ambiental,
desregulacdo imunoldgica e um desequilibrio dos microorganismos intestinais. Cada vez
mais é reconhecida uma forte e estreita relacdo entre a microbiota intestinal e diversas
patologias, inclusive esta.

A microbiota intestinal humana € o conjunto de diferentes microrganismos que constituem
0 ecossistema intestinal. A maioria desses sdo bactérias e sabe-se que a sua morte,
sobrevivéncia e desenvolvimento séo influenciados por fatores como dieta, antibioticos,
probidticos e prebioticos. Uma vez que a microbiota intestinal € um dos factores propicios
ao desenvolvimento destas doencas inflamatdrias, € importante entender as diferengas do
microbioma nos individuos saudaveis e comparar com os individuos que sofrem de doenca
inflamatdria intestinal. Para isso recorre-se a analises metagendmicas, metataxondmicas,
metabolémicas, etc. Conclui-se que existe uma relacdo entre uma maior biodiversidade do
microbioma e a normal dindmica imunoldgica no intestino, ndo existindo um so6
microorganismo especifico que cause ou que possa por si sO regularizar a flora, pelo
contrario, associacOes de espécies identificam-se como desencadeadores de resposta se em
concentracbes propicias. Contudo, evidenciou-se que determinadas bactérias como
Faecalibacterium e Bacteroidetes funcionam como auxiliares da regularizacao, diminuindo
a inflamagdo devido, essencialmente, aos acidos gordos de cadeia curta que inibem a
progressdo de mediadores inflamatérios. Numa época, onde ha lacunas a nivel das
ferramentas farmacotecnologicas no combate a infeccBes, a area de desenvolvimento e
conhecimento dos metabolitos sintetizados por microrganismos pode ser uma nova area de
desenvolvimento.
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Abstract

An inflammatory bowel disease is the terminology that includes chronic inflammatory
conditions, idiopathic, in the lower gastrointestinal tract, namely, small and large intestine.
It can be differentiated into Crohn’s disease and ulcerative colitis. Although there is no
well-characterized pathophysiological mechanism or definite causality, it is known to be
multifactorial. Having said that, inflammatory bowel disease results from complex factors
such as genetic and environmental predisposition, immune dysregulation and an imbalance
of intestinal microorganisms. After all, the human intestinal microbiota is the set of
different microorganisms that make up the intestinal ecosystem. And most of these are
bacteria and their death, survival and development are known to be influenced by factors
such as diet, antibiotics, probiotics and prebiotics. Since the intestinal microbiota is one of
the most important factors to the development of these inflammatory diseases, it is
important to understand the differences of the microbiome in healthy individuals and
compare it with individuals suffering from inflammatory bowel disease. For that it is used
metagenomic, metataxonomic, metabolomic analyzes, etc. We can conclude that there is a
relationship between greater microbiome biodiversity and normal immune dynamics in the
gut. Since there is not one specific microorganism that causes or can regulate on its own the
flora. On the contrary, combinations of strains are identified as triggers if in favorable
concentrations. However, it has been shown that certain bacteria such as Faecalibacterium
and Bacteroidetes work as regularization aid by decreasing inflammation due to short chain
fatty acids that inhibit the progression of inflammatory. In short, at a time when less
pharmacotechnological tools exist to fight infections the development knowledge of
metabolites synthesized by microorganisms may be a new area of development.

Keywords: Inflammatory bowel disease, microbiota, immunity, inflammation
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Abreviaturas

5-ASA  Acido 5 — aminossalicilico
AB Acido biliar

Ag Antigénio

AGCC Acidos gordos de cadeia curta
AIEC  E.coli invasiva aderente

CCR Cancro do coldn e reto

CD Celulas dendriticas

CuU Colite Ulcerosa

DC Doenca de Crohn

DIl Doenca inflamatoria intestinal
FMT Transporte de microbiota fecal
FOS Fruto-oligossacarideos

FXR Farnesoid X receptor

GF Germ free

HF Alto teor de gordura

HSB Hidrolase de sais biliares

ICD Infecdo por Clostridium difficile

IFN Interferéo

IgA Imunoglobulina A
IL Interleucina

Ly Linfécito

MF Microbiota fecal

MMP  Metaloproteinases da matriz

NF-KB Fator nuclear Kappa B

NK Celulas Natural killer

NLR NOD like receptor

NOD Nucleotide-binding and oligomerization domain

PAMP  Padrbes moleculares associados a agentes patogénicos



PRR Recetor de Reconhecimento de Padrdes
PSA Polisacarideo A

STNF  TNF solavel

TNF Factor de necrose tumoral

TGF Transforming Growth Factor

TGI Trato gastro-intestinal

TGR5  Transmembrane G-protein-coupled receptor
tmTNF  Percursor transmembranar TNF

Th Células T helper
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1 Introducéo

As Doencas Inflamatdrias Intestinais (DII) incluem a Doenca de Crohn (DC) e a Colite
Ulcerosa (CU) que, apesar de ndo terem a sua etiologia e fisiopatologia bem conhecidas, é
amplamente aceite que resultem de uma resposta imunoldgica desregulada num hospedeiro
geneticamente susceptivel. (1) (2)

Ao longo do tempo houve um crescente interesse por conhecer a microbiota intestinal e
como esta influencia a DII. A diversidade e avango de recursos cientificos associados a
avaliacdo da microbiota, nomeadamente a técnica de sequenciamento do ARN ribossémico
16S, permitiu amplificar e sequenciar genes e classificar microorganismos de modo a
entender melhor a distribuicdo de bactérias, virus e fungos na flora intestinal. Foi
necessario um maior aprofundamento do entendimento da microbiota e por isso técnicas
metagenomicas e metatranscriptomicas foram utilizadas visando entender quais 0s
metabolitos e proteinas que o0s genes sintetizam e qual a sua importancia para a disbiose e
consequentemente para a DII. (1-3)

2 Objectivo da Investigacao

O objectivo desta monografia foi abordar os aspectos etioldgicos, fisiopatologicos e as
terapias atuais da Doenca inflamatoria intestinal e entender a sua relacdo com a microbiota
intestinal. Posteriormente, rever se essa relacdo é suficientemente forte e causal para servir
de base a novas terapéuticas eficientes ou adjuvantes para a DII.

3 Métodos de Investigacao

Esta monografia € um estudo descritivo de andlise da literatura com base na revisdo de
artigos cientificos e de manuais de farmacoterapia, farmacologia e imunologia médica. A
andlise bibliografica dos artigos baseou-se na pesquisa e selecdo de bases de dados
internacionais como o Pubmed, Google Scholar, Nature, Gastroenterology Journal, Science
Direct, Scientific Electronic Library Online (Scielo) e Frontiers in Microbiology.

Os principais termos pesquisados (tanto na lingua portuguesa como na lingua inglesa)
foram os seguintes: “doenca inflamatoria intestinal”, “colite ulcerosa”, “doenc¢a de crohn”,
9% ¢ 29 ¢

“microbiota”, “microbioma”, “disbiose”, “transplante da microbiota fecal”, “terapéutica na
DII”, “epidemiologia da DII”” e “Microbiota e DII”.



Como critérios de inclusdo dos artigos em analise considerou-se os artigos publicados
depois de 2004 inclusive, quer em lingua inglesa ou portuguesa. Contudo, deu-se
preferéncia por artigos mais recentes com data superior ou igual a 2015.

4 Doenca inflamatodria intestinal

A Doenga Inflamatoria Intestinal (DI1) é uma doenga multifactorial do trato gastrointestinal
(TGI) com apresentacdo inflamatoria idiopéatica e crénica. Tanto a Doenca de Crohn (DC)
como a Colite Ulcerosa (CU) séo consideradas doengas inflamatdrias intestinais. Apesar de
apresentarem caracteristicas patoldgicas semelhantes, respostas positivas as mesmas classes
farmacoldgicas assim como nos sintomas, existem diferencas entre si tanto a nivel genético,
imunolégico como fisiopatoldgico. (4)

4.1 Fisiopatologia e manifestagdes clinicas

4.1.1 Doenga de Crohn

A DC pode apresentar-se em diversas areas do TGI, contudo, a regido do ileo terminal é a
mais frequente. As lesfes sdo transmurais descontinuas. Nas zonas ativas da inflamacao
observam-se infiltrados de linfocitos e macrofagos. Encontram-se com frequéncia achados
histolégicos como ulceracéo, estenoses, abcessos e fistulas. (5) (6) (7)

Os sintomas na DC sd@o dor, desconforto abdominal e perianal, perda de peso, febre e
diarreia. A DC apresenta anticorpos anti-Saccaromyces cerevisiae como marcadores
sorolégicos. (5) (6) (7)

Apresenta resposta inflamatdria marcada por Thl e Th17 com producdo exagerada de 1L-12
e IFN-y. (8) Adicionalmente, observa-se uma reducdo da atividade das Th reg. (9)

4.1.2 Colite Ulcerosa

Ao contrario da DC, a CU localiza-se mais frequentemente no reto e coélon com lesbes
intestinais continuas. Restringe-se as camadas histologicas mais superficiais do c6lon com
infiltrados de linfocitos e neutrofilos. As caracteristicas histologicas sdo edema, aumento da
fragilidade da mucosa, ulceracdo, abcessos e alteracdo da estrutura das criptas. (5) (6) (7)
Observa-se frequentemente a presenca de anticorpos citoplasmaticos anti-neutréfilos. (7)

Os sintomas da CU sdo dor abdominal, diarreia, tenesmo assim como sangramento retal
recorrente. Com o continuo comprometimento do célon pode desenvolver-se megacdlon
toxico. A probabilidade de desenvolver cancro do colon e reto (CCR) em doentes com CU
é maior do que em individuos sem esta patologia. (8)

Na CU verifica-se uma resposta inflamatoria exacerbada mediada por Th2 com producéo
de IL-5. Paralelamente, um aumento de IL-13, produzida pelas NK, e IL-4. (8)



A intensidade dos sintomas varia consoante a gravidade da doenga. Associado a estas
patologias, muitas vezes observa-se manifestacOes extra-intestinais como artrite, doenca
inflamatoria ocular, doencas de pele, osteoporose, fraturas e doenca tromboembdlica
venosa idénticas tanto na CU quanto na DC. (4) Adicionalmente, para diagnéstico
diferenciado, complementa-se a historia clinica e a sintomatologia com as andlises
bioquimicas, endoscopias e colonoscopias com bidpsias. (5)

4.2 Epidemiologia

A DIl é atualmente uma doenca mundial. Observa-se uma incidéncia continuamente
acelerada associada a industrializacdo. (10) (13) (17) Ainda hoje os paises com maior
prevaléncia da DIl sdo os mais industrializados, nomeadamente o norte da Europa e
America do Norte, em comparagdo com os em vias de desenvolvimento. (10) (11) (12) (14)

A DC e a CU sdo importantes problemas de saide a nivel mundial. Com uma maior
incidéncia e prevaléncia na Europa. A incidéncia europeia paraa DC e CU é de 12,7 e 24,3
por 100.000 pessoas/ano, respectivamente, e prevaléncia de 322 por 100.000 europeus/ano
para DC e 505 por 100.000 europeus/ano para a CU. (19)

A DIl pode atingir todas as idades. Contudo, a DC mostra dois picos etarios dos 15 aos 20
anos e dos 50 aos 70 anos, enquanto na CU nota-se um maior pico de diagnostico na
juventude. (14)

Os dados epidemiologicos da DIl em Portugal sdo escassos. No entanto, sabe-se que a
prevaléncia desta doenca aumentou de 86 casos em 100.000 pessoas em 2003 para 146 em
100.000 pessoas em 2007. As regides mais afectadas foram Lisboa e Porto (173 e 163 por
100.000 em 2007, respectivamente). A prevaléncia aumentou de 42 e 43 por 100.000 em
2003 para 71 e 73 em 2007, respectivamente para CU e DC. Em 2007, a prevaléncia foi
maior no estrato de 40-64 anos para CU (99 por 100.000) e no estrato de 17-39 para DC.
(15) (16) A prevaléncia e incidéncia sdo semelhantes tanto nos homens quanto nas
mulheres. (10) (14) Em 2018 foi estimado o valor anual de US $1.28 bilides em custos
médicos no Canada para a DI, o equivalente a US $ 4371 por pessoa num ano. (10)

Estimando os custos para os sistemas de salde juntamente com os valores de incidéncia e
prevaléncia, existe a necessidade da rapida procura de mais informac&o sobre a prevencao e
o tratamento das DII. (10) (13)



4.3 Etiologia

Apesar de ndo se conhecer exatamente a origem da DII, é aceite que a doenca €
caracterizada por processos inflamatérios exacerbados num hospedeiro geneticamente
suscetivel e praticante de habitos de risco que promovam a disbiose intestinal. (18) (24)

4.3.1 Genética

A componente genética € amplamente reconhecida como um dos pilares da DII. Estudos
genéticos com familias e sobretudo com gémeos fazem parte dessas evidéncias. (20) (24)

Um individuo com parentes ja diagnosticados com uma das DIl tem um risco de 8 a 10
vezes maior de desenvolver CU ou DC. E, mais importante, existe de facto uma
concordancia entre gémeos. (18)

Em 2008 observou-se que gémeos monozigdticos com DC tém uma concordancia de 30-
35%, enquanto aqueles com CU tém um de apenas 10-15%. (21)

Devido ao rapido desenvolvimento dos testes genéticos, existe hoje a possibilidade de
entender um pouco melhor a associacdo destes com o aparecimento da doenca. Um dos
grandes estudos genéticos identificou 163 locais de susceptibilidade genética para DII.
Observou-se 110 locais genéticos aumentados para o risco de desenvolvimento de ambas as
patologias engquanto apenas 30 e 23 locais eram exclusivos de DC e CU respectivamente.
(20) (24)

Alguns genes relacionados com a DIl sdo o0 NOD2 que auxilia na deteccdo de antigénios e
genes IL23R da via IL-23 intimamente relacionados com a diferenciagdo dos linfocitos
Th17. Adicionalmente, ha ainda os ATG16L1 e IRGM, considerados genes da autofagia.
(22)

Com relacdo a predisposicdo genética do paciente, existem evidéncias sugerindo que
individuos que apresentam mutacdes em alguns dos genes envolvidos na resposta imune
podem ser mais propensos a ativacao via NF-kB levando a superprodugdo de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-1b, IL- 6, IL-8 e TNF. (23)

Apesar destes estudos genéticos nos darem bastante informacdo, também nos esclarecem
que os factores genéticos sdo apenas uma parte da etiologia da DII. Podendo, por isso,
afirmar que um individuo que apresente estes locais genéticos tém maior suscetibilidade de
sofrer de DIl mas que também outros fatores condicionam o desenvolvimento para a
patologia. (24)



4.3.2 Imunidade

Dentro da resposta imunoldgica intestinal pode-se distinguir a Inata e a Adquirida. (25) A
primeira € mais rapida e é mediada por macrofagos, neutrofilos, células dendriticas (CD) e
células Natural Killer (NK). O processo inflamatério que ocorre no intestino € mediado por
PRRs (receptores de reconhecimento de padrdo) presentes em diversas células como
macréfagos, neutrofilos, Células Dendriticas (CD) e enterdcitos. Os PRRs sdo por exemplo
0s TLR (toll-like receptors) assim como 0s NLR (nod-like receptors) que reconhecem
PAMPs (PadrGes Moleculares Associados a Patdgenicos). Estas estruturas de
reconhecimento da imunidade inata sdo importantissimas pois podem discriminar entre
bactérias comensais e patogénicas para além de apresentarem os antigénios (Ag) aos LyTO
que, por conseguinte, iniciam a resposta adquirida, levando a diferenciacdo dos LyT e
estimulacdo dos LyB com a producéo de IgA. (26) (27) (28)

Em pacientes com DII, tanto as CD da mucosa quanto os macrofagos apresentam uma
expressdo aumentada de recetores como TLR2, TLR4, CD40 os quais contribuem e
promovem a inflamag&o, induzindo a maior produgéo de citocinas pro-inflamatorias, como
TNF, IL-1p, IL- 6 e IL-18. (29)

A apresentacdo de Ag aos LyTO leva a producdo de mediadores como citocinas que
medeiam a diferenciacdo em subpopulacdes celulares com diferentes funcées. (29)

Os LyT Helper Thl, Th2 e Th17 sdo pro-inflamatérias enquanto os Ly Th reg com fendtipo
CD4+ e CD25+ Foxp3+ sdo anti-inflamatérios. Enquanto as pro-inflamatérias levam a
estimulacdo da resposta imunoldgica, aumentando a inflamacdo, as anti-inflamatdrias
visam a tolerancia imunoldgica. Esta Gltima ¢ fundamental para que ndo seja despoletado
uma resposta inflamatéria contra particulas provenientes da alimentacdo ou bactérias
comensais. (30)

A sinalizacdo PRR-PAMP é também responsavel por processos de ativacdo de vias de
producdo de substancias que reforcam a barreira da mucosa como mucinas, AMPs(
proteinas antimicrobianas) e IgA. (28)

Entre as citocinas pro-inflamatérias, o TNF, secretado por varias populacbes de células,
incluindo macrofagos, LyT, CD e fibroblastos, tem sido um dos focos principais. Essa
citocina amplifica e mantém a cronicidade da DIl por induzir neoangiogénese, ativar
macrofagos para produzir citocinas pro-inflamatorias, aumenta a apoptose das células
epiteliais intestinais, regula a apoptose de células T e reduz a producéo de inibidor tecidual
de metaloproteinases da matriz (MMPs) por fibroblastos para mediar a leséo tecidual via
MMPs ativadas. (25) (32)
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Figura | - Imunopatogénese na DIl: Mediadores celulares e moleculares da inflamacao no
Intestino (25)

Tal como se observa na Figura I, os Ly Thl diferenciam-se a partir dos Ly TO por
estimulacdo de IL-12 e IL-27, com subsequente inducdo de fatores de transcricdo de
superficie como T-bet e STAT-4, e sdo caracterizadas pela secrecdo de IFN-y, TNF e IL-2.
Os Ly Th2, por outro lado, diferenciam-se sob a influéncia de IL-4 e expressam fatores de
transcricdo como proteina 3 de ligacdo a GATA (GATA-3) e STAT6. Os Ly Th2 sdo
caracterizados pela secrecdo de IL-4, IL-5 e IL-13. Os Ly Thl e Th2 sdo linhagens
terminais estaveis e diferenciadas que se regulam cruzadamente pela secrecédo de citocinas.
O IFN-y secretado pelos LyThl reprime a proliferacdo dos Ly Th2, enquanto o IL-4
secretado pelas Ly Th2 antagoniza a diferenciacdo celular Thl. O desequilibrio
imunoldgico dos subconjuntos Thl e Th2 demonstrou desempenhar um papel importante
no desenvolvimento da DII. (25)

Fundamentalmente, é essencial que haja um equilibrio entre Th reg e Th-1/Th-2/Th-17 de
modo a impedir a cronicidade da inflamagdo mas que esta resposta seja efectiva quando
necessario.



4.3.3 Microbiota

Sendo o intestino humano amplamente colonizado por bactérias comensais é importante
que haja um equilibrio entre os mecanismos inflamatorios e os de tolerancia mediados por
células e citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatdrias, respetivamente. Processos de
tolerdncia sdo também intrinsecos ao proprio intestino, uma vez que 0s macréfagos
intestinais, contrariamente aos periféricos, ndo libertam citocinas pro-inflamatorias. A sua
acdo bacteriostatica baseia-se no reconhecimento e fagocitose. (25) (33)

Paralelamente, a propria microbiota tém a capacidade de influenciar este balanco atraves da
estimulacdo da diferenciacdo dos LyT helper em Th17 ou Threg. Isto é, diferentes bactérias
sdo capazes de estimular a sintese de diferentes células o que, mais uma vez, reflete a
importancia da diversidade e equilibrio microbiano. (34) (35)

Alguns microrganismos patogénicos como Bacteroides fragilis conseguem aliviar a
inflamacéo intestinal através da estimulacdo da producéo de LyT reg como estratégia para
sobreviver e proliferar. (36)

A bactéria gram negativa B. fragilis apresenta na sua capsula um polissacarideo A(PSA).
Este, quando reconhecido pelos LyT CD4+ induz a diferenciacdo em Th reg Foxp3+,
estimulando a producdo de IL-10 (citocina anti-inflamatoria) suprimindo a resposta pro-
inflamatdria do Th17. (36) (37) (38)

Observou-se que o tratamento com PSA pode prevenir e melhorar bastante a colite. (36)

4.4 Terapéutica farmacoldgica

Uma vez que a fisiopatologia da DIl ainda ndo esta totalmente esclarecida, é normal que
ndo haja uma cura concreta.

O tratamento atual da DIl foca-se na reducdo da inflamacdo, diminuindo a proliferacéo e
atividade de células pro-inflamatoria. Fundamentalmente, o arsenal terapéutico moderno
compreende aminossalicilatos, corticosteroides, imunossupressores/imunomoduladores
como tiopurinas e metotrexato e anticorpos monoclonais. (40)

Este trabalho foca-se principalmente na relacdo da DIl com a microbiota, pelo que apenas
se focara nas capacidades dos medicamentos inibirem mecanismos de inflamacdo ou
estimularem regulacdo imunologica.

4.4.1 Aminossalicilatos

Vérios mecanismos de acdo para 0s 5-ASA (acido 5- aminossalicilico ) foram propostos,
incluindo inibigdo do efeito pré - inflamatério do TNF-a nas células imunologicas da
mucosa com reducdo da producdo local de prostaglandinas e leucotrienos, supressao da
producdo de citocinas pro-inflamatorias e radicais livres de oxigénio, bloqueio da
quimiotaxia de neutrofilos, ativagdo de mastocitos e comprometimento da funcéo nuclear
por ativagao do fator kB (NF-kB) nas células imunes. (32) (41)



Foi observada, com a utilizagdo 5 - ASA, uma reducéo na producédo local de citocinas na
mucosa intestinal, incluindo a reducdo de IL - 1B, IL - 2 e IFN - y. (32) (42)
Mais recentemente, foi relatado que o 5 - ASA é um forte agonista da familia de receptores
PPAR - vy, inibindo a expressdo de IL - I e TNF - o, além de vérias quimiocinas e
moléculas de adesdo envolvidas no processo inflamatorio. Além disso, 0 PPAR - y reduz a
proliferacdo mucosa de células inflamatdrias provavelmente induzindo apoptose. (32) (42)

4.4.2 Corticosteroéides

Os corticosteroides ligam-se a um receptor citosélico especifico, seguido da translocacao
do complexo para o nucleo, para ativar ou reprimir a transcricdo de genes. Além disso, o
complexo receptor pode inativar fatores de transcricdo pro-inflamatoria, como NF-«xB ¢
proteina ativadora 1, por meio de interacOes proteina-proteina, impedindo a ativacdo de
mediadores inflamatdrios (por exemplo, leucotrienos e citocinas como IL-1 e IL-6). (32)
(42)

O complexo corticosterdide / receptor também inibe competitivamente os co-ativadores
pro-inflamatorios no ndcleo celular. Todos esses mecanismos de regulagéo negativa levam
a expresséo reduzida de citocinas, como IFN-y e TNF-a. (32) (42)

4.4.3 Imunossupressores

Os medicamentos imunossupressores classicos incluem a azatioprina, metotrexato,
ciclosporina A e tacrolimus.

Tiopurinas

O efeito das tiopurinas (azatioprina e 6-mercaptopurina) € atribuido as acdes do metabolito
6-tioguanina, que substitui a guanina no ADN das células em proliferacdo, suprimindo a
proliferacdo de leucdcitos e linfocitos tanto na medula dssea quanto no tecido linfatico.

O metabolito 6-tioguanina-trifosfato (6-TGTP) bloqueia a sinalizacdo Racl mediada pelo
CD28 dos Ly, levando a apoptose dos Ly T especificamente ativados por um Ag, enquanto
Ly T inativos sem Ag ndo sdo afetadas. (32) (42)

Metotrexato

O principal mecanismo do metotrexato € a inibi¢ao intracelular do metabolismo do &cido
folico levando a uma reducdo da conversdo de homocisteina em metionina, suprimindo
assim a replicacdo do DNA. (42)

Além disso, o metotrexato afeta a sobrevivéncia dos Ly T por inibir a proliferacdo celular e
inducdo da apoptose. Esse medicamento também aumenta a libertacdo endogena de
adenosina, altera a expressdo das moléculas de adesdo celular e suprime a producdo de
citocinas pré-inflamatoérias. (42)



Ainda ha a hipOtese do metotrexato bloquear o metabolismo do aminoimidazol
carboxamida ribonucleotideo (AICAR), levando a diminuicdo da sintese de purinas e
aumento da adenosina anti-inflamatoria. (42) Tal desencadeard diminui¢do do TNF -o com
diminuigdo da IL 2 e aumento da citocina anti-inflamatdria 1L-10. (32) (42)

Ciclosporina-A e o tacrolimus

A ciclosporina-A e o tacrolimus ligam-se a receptores intracelulares especificos
(imunofilinas) e atuam blogueando a ativagao do fator de transcrigdo fator nuclear das
celulas T ativadas (NFAT) que controla a transcrigdo genética de citocinas e a resisténcia a
apoptose dos linfocitos. (42)

4.4.4 Terapéutica bioldgica

Como muitos pacientes com DIl séo intolerantes ao tratamento com os agentes classicos ja
discutidos, houve uma necessidade urgente de desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas mais especificas como a terapia bioldgica baseada em anticorpos monoclonais.
(43)

Anticorpos monoclonais direcionados contra TNF-a

A base da terapia com anticorpos monoclonais na DIl é a inibicdo do TNF-a, uma citocina
chave na inflamagé&o intestinal.

O TNF-a ¢ expresso pelas células como um precursor transmembranar (tmTNF), que ¢
convertido pela enzima de conversdo do TNF-a em TNF-a solavel (sTNF). Os mondcitos /
macrofagos sdo os principais produtores de TNF-a, mas as células T, granuldcitos também
sdo fontes importantes desta citocina. Tanto 0 TNF-a ligado a membrana quanto o solivel
sdo ligandos dos receptores | e Il do TNF. Os anticorpos monoclonais neutralizam o TNF-a
soluvel, reduzindo assim a capacidade pré-inflamatdria do sistema imunoldgica inato. (42)
(44)

Os anticorpos anti-TNF ligam-se a0 TNF-a transmembranar. Isso resultard em
citotoxicidade mediada por células com receptores, como macrofagos, células DC e Natural
Killer (NK). Os anti-corpos monoclonais ligados a superficie também ativam a cascata do
complemento, afetando uma lise geral das células T. Um mecanismo adicional proposto é a
chamada sinalizacao reversa, o que significa que anticorpos monoclonais como um ligando
para o tmTNF, iniciando um sinal de fosforilacdo reversa de volta a célula hospedeira que
ativa a apoptose. Esta sinalizacdo reversa também demonstrou suprimir a liberacdo de
citocinas de TNF-o, IL-1pB, IL-10 e IL-12. (42)



Anticorpos monoclonais direcionados contra a integrina a4p7

As integrinas sdo moléculas heterodimeras que se encontram na superficie das células para
mediar o trafego linfocitario para o tecido inflamado. A interacdo entre a integrina a4f7 e o
seu ligando endotelial intestinal MAdCAM-1, é crucial para a adesdo e diapedese dos
leucdcitos. Estes anticorpos tém como alvo a integrina a4f37 expressa por células B e T
restringindo o extravasamento de linfocitos para o local inflamado e mantendo a
especificidade intestinal. (25) (32) (42) (43)

Anticorpos monoclonais direcionados contra IL-12 e IL- 23

Este anticorpo € um tratamento que se baseia no reconhecimento da subunidade p40
comum das citocinas pro-inflamatorias IL-12 e IL- 23. Pode ser usado para o tratamento da
DC, regulando a inflamac&o, por inibir que as interleucinas se liguem a cadeia IL-12Rp1
dos recetores de superficie dos Ly T e NK neutralizando as vias inflamatérias das citocinas
responsaveis pela resposta Thl e Thl7, observadas na DII. (42)

5 Microbiota

Microbiota ¢ o termo do conjunto de microrganismos que habitam um determinado
ecossistema. Este conjunto pode ser constituido por bactérias, fungos, virus e parasitas. A
sua caracterizacdo € estabelecida através de métodos moleculares que se baseiam na analise
de genes 16S rRNA, 18S rRNA ou outros genes/regifes genéticas que sdao amplificados e
sequenciados a partir de amostras bioldgicas. (45)

Microbioma é o termo referido para o genoma dos microrganismos da microbiota. (46)

Inimeros locais s@o colonizados pela microbiota humana. Nomeadamente, pele, vagina,
boca, vias respiratoria e também, TGI. A distribuicdo, proliferacdo, sobrevivéncia e morte
dependem de diversos fatores como humidade, acidez, temperatura, dieta, imunidade do
hospedeiro e também alguns farmacos. (47) (48)

5.1 Composicéao e diversidade

A microbiota intestinal é constituida por mais de mil espécies de microrganismos incluindo
bactérias, virus, fungos e parasitas e 100 vezes mais genes do que o encontrado no genoma
humano. Estes microrganismos formam um ecossistema com comunidades comensais e
simbidticas que interagem com o hospedeiro. Este ecossistema varia ao longo do TGI ao
nivel de variedade e densidade. (49) (50)

Apesar da microbiota ser constituida por diferentes Reinos iremos abordar apenas as
bactérias uma vez que constituem a maior parcela.

As condicbes desfavoraveis da porcdo distal do TGI tais como a acidez gastrica,
movimento intestinal mais rapido, libertagdo de bilis e enzimas pancreéaticas ditam a
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reduzida sobrevivéncia bacteriana, observando-se um reduzido nimero de bactérias no
estbmago e intestino delgado. Contrariamente, quanto mais proximo do cdlon mais
diversidade e quantidade de bactérias se observa. (51)

Nomeadamente, ao longo do TGI observa-se uma continua diminuicéo de aer6bios e com a
entrada no colon a grande diversidade de anaerdbios. (51)

Tabela | - Diversidade bacteriana ao longo do TGI (53): O nimero de bactérias por grama e
predominancia bacteriana de acordo com o local anatémico

Regidao do TGl Ne células | Espécies
bacterianas/ grama predominantes
Estdmago 0-10? Lactobacillus A
Candida Aerdbios
Streptococcus
Helicobacter Pylori
Peptostreptococcus
Duodeno 10? Streptococcus
Lactobacillus
Jejuno 102 Lactobacillus
Streptococcus

fleo proximal 103 Lactobacillus
Streptococcus

fleo distal 10® Clostridium
Streptococcus
Bacteroides Anaerobios
Actinomycinae '
Coryneabacteria

Célon 10%-10%? Bacteroides
Clostridium IV e XIV
Bifidobacterium
Enterobacteriaceae

De acordo com a Tabela I, verifica-se uma relacdo entre as regides anatdmicas do TGl e as
bactérias ai predominantes. Com a proximidade do c6lon distal, observa-se a quantidade de
espécies gram-positivas e anaerobias facultativas a diminuir contrariamente ao aumento de
gram-negativas e anaerobias obrigatdrias. Estas diferencas podem ocorrer em parte devido
a utilizacdo do oxigénio pelas anaerdbias facultativas levando a uma selectividade natural
para a proliferacdo de bactérias anaerodbias estritas no fim TGI. (1) (52) (53) (54)

Resumidamente, o TGI é colonizado principalmente por 2 filos: Bacteroidetes (cerca de
60%) e Firmicutes (cerca de 30%). O primeiro inclui as bacterias Gram-negativas com 0s
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géneros Bacteroides, Alisitpes e Prevotella. JA& o segundo filo apresenta classes como
Bacilli e Clostridia de bacterias gram-positivas e géneros como Clostridium, Enterococcus,
Lactobacillus e Ruminococcus. Os restantes filos na microbiota bacteriana intestinal num
individuo saudavel sdo Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria entre outros. (1)
(52) (33) (54)

Embora a microbiota esteja geralmente assim representada, hd sempre variacdes especificas
interpessoais constantes ao longo do tempo. (55)

5.2 Evolucdo da microbiota intestinal

O desenvolvimento da microbiota inicia-se e distingue-se conforme o tipo de parto. O parto
vaginal predispde a microbiota do recém-nascido a ser um reflexo da microbiota vaginal
que € rica em lactobacilos. Paralelamente, 0s partos por cesariana provocam um atraso na
colonizagcdo microbiana nomeadamente do género Bacteroides sendo colonizada por
anaerodbios facultativos, como as espécies de Clostridium. (28) (56)

Enguanto os recém-nascidos por parto normal apresentam uma microbiota fecal (MF)
semelhante & MF da méde em 72%, os por cesariana tém apenas 41%. (28) (56)

Contudo, no inicio de vida, a microbiota tém baixa diversidade. E proposto que as
primeiras bactérias a ser colonizadas no intestino sejam as anaerObias facultativas,
incluindo Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia coli e Enterobacteria, de modo a
consumir oxigénio e, por consequente, criar um ambiente para 0s anaerobios estritos
obrigados a prosperar. (54) (56)

A alimentacdo dos bebés modula a microbiota dos mesmos. No leite materno existe a
presenca consideravel de fruto-oligossacarideos (FOS) que sdo prébioticos e podem ser
utilizados pelos Bifidobacterium longum e Bacteroides competindo com bactérias
patogénias como E. coli e Clostridium perfringens. Contrariamente, ao bebés que
consomem formulas artificiais para além de apresentam uma menor concentracdo de
Bifidobacterium spp também apresentam niveis aumentados de E. Coli, Clostridium
difficile , Bacteroides fragilis e lactobacilos. (28) (54) (56)

A microbiota da crianca com idade inferior a dois anos e meio é bastante instavel. Com o
inicio da dieta alimentar solida variada comeca a assemelhar-se cada vez mais como a
Microbiota do adulto. (28) (54) (56)

Observa-se a manutencdo da microbiota até a terceira idade. Realmente, a partir dos 65-70
anos, comeca-se novamente a observar uma alteracdo da microbiota. Nos mais idosos
ocorre um aumento dos filos Bacteroidetes e Clostridium grupo IV assim como com 0s
anaerdbios facultativos (Escherichia Coli) e diminuigdo das bactérias produtoras de AGCC.

Esta mudanca pode ser explicada por fatores como a alteracdo e empobrecimento da
diversidade nutricional e até possivel desnutricdo assim como aumento da toma de
medicamentos. (28) (54) (56)
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5.3 Importancia da microbiota e dos seus metabolitos

A microbiota intestinal tem diversas funcGes fundamentais tais como a maturacdo do
sistema imunoldgico e da mucosa intestinal, regulacdo do metabolismo energético, defesa
contra microrganismos patogénicos por competicdo, digestdo de alimentos ndo-digeriveis
pelo hospedeiro, produgéo de vitaminas e de muitos metabolitos. (52)

A importancia da microbiota para a DIl observa-se nos estudo feitos com ratinhos Germ
free (GF), ou seja, ratinhos que cresceram em ambiente estéril sem contacto prévio com
microrganismos. Ao comparar ratinhos colonizados com os GF, verificou-se que estes
ultimos apresentavam as vilosidades intestinais menos desenvolvidas e menos espessas,
capacidade reduzida de induzir apoptose assim como uma maior excrecdo renal de calorias
e quantidades inferiores de AGCC. Contudo, quando os colocaram em contacto com
microbios comensais estas fun¢des foram regularizadas. (57) (58)

Adicionalmente, ao induzir quimicamente ratinhos para CU, o fenotipo é mais grave em GF
do que em os criados convencionalmente. Os microbios comensais protegem o hospedeiro
via competicédo a colonizacao. (59)

5.3.1 Hidrolases de sais bhiliares

Os acidos biliares (AB) sdo produzidos pelo figado e libertados pela vesicula biliar no
duodeno onde ocorre a absor¢do de lipidos e vitaminas lipossolUveis provenientes da dieta.
E importante entender que os &cidos biliares sdo bactericidas e, por isso mesmo, 0s
mecanismos associados a estes sdo interessantes para recentes terapias na DII. (60) (61)

Os AB primarios sdao metabolizados em secundarios por alguns microrganismos intestinais
com hidrolases do sal biliar (HSB). Exemplo destes sdo Bacteroides intestinalis,
Bacteroides fragilis e Escherichia coli. (62) (63)

Os AB primarios ligam-se a recetores celulares como o FXR (Recetor Farnesoid X) que
funciona como fator de transcricdo induzindo a conjugacao, transporte e excrecdo de acidos
biliares. FXR inibe citocina pré-inflamatorias e tem efeitos de protecdo contra tumores. Ja
0s secundarios ligam-se a recetores celulares como TGR5 que desencadeiam diversos
efeitos metabdlicos protetores, nomeadamente resisténcia tanto ao aumento de peso, como
ao desenvolvimento de esteatose hepatica. O metabolismo tanto dos lipidios quanto da
glicose € regulada por AB secundarios no intestino. (60) (61) (64)

Ainda ndo esta claro como € que a expressdo de FXR é exatamente regulada, no entanto, a
expressao de FXR intestinal parece ser regulada pela presenca de microbiota. (61)

Os AB tém também influéncia nos esporos de C. difficile. Enquanto os primarios
estimulam a germinacdo dos esporos de C. difficile, os secundéarios inibem-a. Tal é
demonstrado nas amostras de fezes pré-TMF de individuos com infecdo recorrente por C.
difficile que apresentam reduzidos niveis de acidos biliares secundarios revertido apds o
TMF. (65)
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Altos niveis de AB secundérios estdo também ligados a doencas gastrointestinais, cancro
do colon e reto (CCR) e calculos biliares. Uma alta ingestdo de gorduras saturadas leva a
uma maior abundancia de clusters de Clostridium XI e XIVa e bactérias redutoras de
sulfato ou sulfito, que estéo ligadas a um aumento de AB produzidos pela microbiota. (60)

Assim sendo, deve existir um equilibrio remetendo, mais uma vez, para a importancia das
hidrolases de sais biliares provenientes da microbiota.

5.3.2 Bacteriocinas

As bacteriocinas sdo proteinas antimicrobianas que podem ser ativadas contra diversas
bactérias patogénicas. E, inclusivé, possuem mecanismos especificos de tolerancia para as
bactérias que as produzem. As bacteriocinas foram encontradas em todas as principais
linhagens de bactérias e em alguns membros da comunidade archaeal. Contudo, as mais
comuns sdo as bactérias do acido latico.(66) Como a parede celular é idéntica entre as
bactérias e inexiste nas células dos animais, € considerada um alvo para inibir a infeccao
por patogeénios. (67)

A substéncia antibacteriana nisina A é uma bacteriocina, produzida por Lactococcus lactis
que se liga ao lipidio Il (precursor do peptidoglicano). Esta ligacdo induz a formacdo de
poros e, em seguida, mata rapidamente as células devido a inibicdo da formacao da parede
celular e destruicdo da sua integridade. Os efeitos sinergicos da camada superficial de
Lactobacillus acidophilus e da nisina A inibem bactérias nocivas como Salmonella enterica
gram-negativa e bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus cereus gram-positivas. (66)
(67)

A espécie H22 de E. coli inibiu muitos membros de Enterobacteriaceae in vitro. Quanto in
vivo, 6 dias apds a inoculacdo oral em ratinhos GF, a E. coli H22 diminuiu a populacdo
fecal de Shigella flexneri para niveis indetectaveis. Estudos adicionais revelaram que a E.
coli H22 produz uma variedade de bacteriocinas para prevenir patogenios, incluindo
microcina C7, colicina E1 e colicina. (66) (67) (68) (69)

Atualmente, a maioria dos estudos concentra-se na descoberta de novas bacteriocinas
produzidas por bactérias. Numa época onde as infe¢cfes multi-resistentes sdo uma realidade,
0 uso sinérgico de bacteriocinas e antibidticos parece ser abordagem interessante. (68)

5.3.3 Vitaminas

A microbiota intestinal ¢ fundamental para a sintese de vitaminas essenciais que 0
hospedeiro € incapaz de produzir. Sdo elas vitamina K, B12, B9, riboflavina, biotina, &cido
nicotinico, &cido pantoténico, piridoxina e tiamina. As bactérias do acido latico sdo o0s
responsaveis pela producdo de vitamina B12, que ndo podem ser sintetizadas por animais,
plantas ou fungos. As bifidobactérias sdo os principais produtores de folato (vit. B9),
envolvida nos processos metabdlicos vitais do hospedeiro, incluindo sintese e reparo de
ADN. (28)
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A sua importancia é visivel em estudos com ratinhos GF que, se criados sem um
suplemento de vitamina K, apresentam baixos niveis de protrombina e desenvolvem
hemorragias. Contrariamente, os colonizados apresentam niveis normais de protrombina e
atividade normal de coagulacdo. Além disso, individuos humanos em dietas com baixa
vitamina K por 3 a 4 semanas ndo desenvolveram deficiéncia de vitamina, mas aqueles
tratados com um antibiotico de amplo espectro para suprimir a microbiota mostraram uma
diminuicdo significativa nos niveis plasmaticos de protrombina. (70)

5.3.4 Acidos gordos de cadeia curta

Nem todos os hidratos de carbono, principalmente as fibras, sdo digeriveis pelas enzimas
do hospedeiro. A microbiota anaerdbica no colon fermenta essas fibras que chegam ao
colon e produz Acidos gordos de cadeia curta (AGCC). Os AGCC sio fisiologicamente
importantes no intestino pois regulam a absorcdo de ifes e a motilidade intestinal, s&o
usados como a principal fonte de energia para as células epiteliais do célon e regulam a
expressdo, proliferacdo, diferenciacdo e apoptose genética. Uma vez que os AGCC
promovem a producdo de mucina e peptideo gastrointestinal, sdo também importantes para
a funcéo da barreira intestinal, afetando indiretamente as infecgdes patogénias. (71)

Enguanto o acetato € produzido principalmente por anaerobios, o butirato e proprionato séo
produzidos essencialmente por Firmicutes e Bacteriodetes, respetivamente. (28)

O propionato e butirato demonstram ser equipotentes, enquanto o acetato demonstram
menos eficacia na supressdo da atividade do NF-kB assim como na expressdo genética
relacionada com a liberacéo de citocinas in vitro. (72)

Os AGCC demonstraram aumentar a funcéo reguladora dos Ly Treg atraves da ativacao de
recetores acoplados a proteina G. (73)

Estes metabolitos para além de ter capacidade de ininbir as desacetilases das histonas que
afetam transcricdo genetica também inibem o factor de transcricdo nuclear kappa B (NF-
KB) levando a diminuicdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias. Além disso, tém
ainda a capacidade de promover a producdo de muco, inducdo de IgA. (58)

5.4 Microbiota na DIl

A disbiose tem sido uma hipdtese para a causa da DII. Os individuos com DIl apresentam
composicdo, diversidade e riqueza microbiana reduzida comparativamente com com
individuos saudaveis. (49)

Observa-se na DIl um aumento no nimero de microrganismos patogénicos como bactérias
do filo Proteobacteria, espécies de Fusobacteria e Ruminococcus gnavus (Firmicutes). E,
em contrapartida, o namero reduzido de microrganismos benéficos, como Lachnospiraceae
(Firmicutes), espécies de Bifidobacterium (Actinobacteria), Roseburia (Firmicutes),
Sutterella (Proteobacteria) e Faecalibacterium prausnitzii (Firmicutes). (49)
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Esta ultima € sugerida como um dos principais componentes microbianos da microbiota
intestinal saudavel humana, representando quase 5% da populacdo bacteriana total. (49)
(75)

Tabela Il - Alterac6es na DIl comparativamente com individuo saudavel (1): Bactérias e
metabolitos presentes na DIl em excesso e em défice comparativamente a individuos
saudaveis

Diminuidos na DI Aumentados na DIl

Composigdo microbiana Bifidobacterium sp. Proteobacteria
Clusters IV E  XIVAE.coli aderente
clostridium

Fusobacterium sp.
Roseburia sp. Ruminococcus gravusa
Suterella sp.
Bacteroides

F. prausnitzii

Funcdo microbiana AGCC Autotrofiaa

Biossintese de aminoacidos |[Transporte de aminoacidos
Transpore de sulfato
Stress oxidativo

Secrecdo de toxinas

Diferentes espécies de Clostridium (por exemplo, 1V, XIVa e XVIII), que ndo possuem
toxinas nem fatores de viruléncia, demonstram uma atividade imunossupressora induzida
pelos Ly Treg no intestino de maneira dependente de TGF-B, IL-10 ou butirato. Contudo
apresentam-se diminuidos na DIl como se verifica na Tabela 1. (1) (49)

Uma grande variedade de espécies bacterianas, principalmente os géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium e Faecalibacterium , protegem o hospedeiro da inflamacdo pela
estimulacdo da citocina anti-inflamatéria 1L-10 e regulacdo negativa de citocinas
inflamatérias. (59)

Foi demonstrado que F. prausnitzii , Blautia faecis , Roseburia inulinivorans |,
Ruminococcus e Clostridium lavalense estdo diminuidos em pacientes com DC quando
comparados a individuos saudaveis. Foi observado que a reducdo de F. prausnitzii esta
correlacionado com a recidiva de CU. Contudo, apo6s esta, quando had recuperacdo da
quantidade da populacdo de F. prausnitzii observa-se a manutencdo da remissao clinica.
Além disso, mostraram que F. prausnitzii induzem a producdo de IL-10 e inibem a
producdo de citocinas inflamatorias, como IL-12 e IFN-y. (76)
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As bactérias enterobacteriacae sdo aumentadas tanto em pacientes com DIl quanto em
ratinhos. (59)

Noutro estudo foi verificado que um ambiente menos disbio6tico é observado em areas nao
afetadas de individuos doentes. (49)

A abundéancia de E. Coli é aumentada nas bidpsias ileais de amostras de DC. (59) A analise
da microbiota em pacientes com DC mostrou que a presenca de espécies de E. Coli era
anormalmente prevalente, constituindo entre 50% a 100% do nimero total de bactérias nas
leses ileais precoces e cronicas. (92) A espécie de E. Coli predominante é E. Coli aderente
invasiva (AIEC) caracterizada pela capacidade de aderir e invadir células epiteliais usando
microfilamentos de actina e recrutamento de microtibulos. Estas podem invadir 0s
macrofagos sem induzir a morte celular, permitindo que se repliguem e ativem,
continuamente, as células imunes, desencadeando a liberacdo de TNF-a e a formacgdo de
granuloma, que séo caracteristicas da doenca de Crohn.

A reducéo de anaerobios estritos (por exemplo, grupos Clostridium 1V e X1Va), juntamente
com a expansdao de bactérias aerObicas ou anaerObicas facultativas, pode aumentar a
concentracdo local de oxigénio, levando a uma maior permeabilidade vascular promovendo
inflamacéo intestinal. Por outro lado, a inflamacdo per si também contribui para o
aparecimento de um ambiente disbidtico. (49)

De acordo com a hipotese do oxigénio, a dishiose pode ter origem no aumento da presséo
de oxigénio no intestino que ocorre durante estados inflamatorios. Este gradiente de
oxigénio leva a alteracdo das condicGes anaerdbias fisioldgicas. Assim, o enriquecimento
em oxigénio colocaria em vantagem as espécies anaerObias facultativas, explicando o
aumento observado neste tipo de bactérias (Proteobacteria e Espécies microbianas
potencialmente inflamatorias) e diminuicdo quantitativa e qualitativa de bactérias
anaerdbias obrigatdrias, nomeadamente Bacteroides thetaiotaomicron e Faecalibacterium
prausnitzii. (77) (78)

Embora se verifigue que as alteracbes a oxigenacdo influenciam a composicdo da
microbiota, ha falta de estudos que confirmem a hipédtese do oxigénio. (77) (78)

A analise da microbiota de pacientes com DIl indica uma diminuicdo geral da
biodiversidade, com uma diminuicdo especifica de bactérias do filo Bacteroidetes e
Firmicutes. Entre outros mecanismos potenciais, essas alteracbes nas populacdes
microbianas podem levar a alteracdes no metabolismo do AB. A maior parte da atividade
da HSB no trato Gl é proveniente de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes (30%),
Bacteroidetes (14,4%) e Actinobacteria (8,9%). Assim, uma diminui¢do nos bacteriodes e
Firmicutes pode estar subjacente as alteracbes no metabolismo dos AB observadas em
pacientes com DII. Em pacientes com DII, a analise metagendmica da abundancia de genes
bacterianos metabolizadores do AB indica uma perda significativa de genes HSB. Além
disso, uma atividade enzimatica reduzida foi observada nestes doentes, resultando em
desconjugacéo, desidroxilacdo e dessulfatagdo de AB deficientes. Consequentemente, uma
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reducdo de AB secundarios pode ser observada no soro e nas fezes, enquanto os AB
primérios nas fezes foram aumentados. A perda de AB secundarios pode levar a uma
ativacdo reduzida de FXR e TGRS e, portanto, a uma perda de a¢cdes anti-inflamatorias e
efeitos de protecdo da integridade intestinal, 0 que contribui para a patogénese da DII. (59)
(61)

Esses dados sugerem que o desequilibrio microbiano na DIl favorece o desenvolvimento da
inflamacgdo, reduzindo os agentes anti-inflamatorios cruciais, além de favorecer o
aparecimento de mecanismos pro-inflamatorios.

Independentemente de a inflamacgdo levar & disbiose ou vice-versa, elas tém uma forte
interacdo que deve ser direcionada para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
aprimoradas.

Em suma, as bactérias benéficas apresentam-se em parte diminuidas na DIl e as
patogénicas, com capacidade de estimular a resposta inflamatdria, encontram-se
aumentadas, tal como se observa na Tabela Il.

5.5 Factores que alteram a microbiota

A possibilidade da DIl ser causada pela microbiota intestinal levou a varias abordagens
clinicas destinadas a corrigir a disbiose. Como exemplos incluem o uso de probioticos,
antibioticos, dieta e transplante de microbiota fecal (FMT). (73)

5.5.1 Antibioticos

A exposicdo de antibiotico em criancas aumentou significativamente o risco de DC. (79)
Antibidticos podem aliviar a inflamagcdo em varios modelos animais de colite. Ja na DII
humana o uso destes farmacos tem sido limitado. Duas metanalises de ensaios clinicos
mostraram um beneficio estatisticamente significativo dos antibidticos no tratamento da DC
e da CU. Os antibidticos de largo espectro inibem sem padrdo tanto os microorganismos
benéficos como os patogénicos, com consequéncias imprevisiveis. (73)

A administracdo de certos antibidticos como clindamicina, cefalosporinas, penicilinas e
fluroquinolonas permitem a proliferacdo de patdgenios, incluindo Clostridium difficile. Isto
porque os antibioticos provocam uma disbiose na microflora intestinal provocando um
aumento de &cido sidlico nas mucosas do intestino. As bactérias C.difficile aproveitam a
oportunidade de consumir o &cido sialico e proliferam mais rapidamente. (80) (81) (82)

Existem grandes mudancas no metabolismo microbiano com uso de antibidticos.
Nomeadamente, observa-se um aumento dos AGCC. Foi ainda demonstrado que a
rifaximina reverte e normaliza uma vasta gama de citocinas inflamatorias, incluindo I1L-17,
IL-1B e TNF-0, e normaliza a expressdo genética de proteinas da tight junction. Em suma,
os efeitos dos antibi6ticos no microbiota e no metaboloma precisam ser melhor elucidados.
(83)
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5.5.2 Transporte fecal da microbiota

O transplante de microbiota fecal (FMT) é a administracdo de uma solucéo de matéria fecal
de um doador no trato intestinal de um receptor, a fim de alterar diretamente a composicao
microbiana do receptor e conferir um beneficio a salde como por exemplo restaurar a
disbiose induzida por antibidticos. (81) O sucesso da FMT para o tratamento da infeccdo
por Clostridium difficile (ICD) gerou tanto interesse que se tentou usar a técnica para
regularizar a DII. Dois estudos aleatorios, controlados por placebo, para o tratamento da
CU mostraram que a FMT foi marcadamente mais eficaz na indugdo da remissdo clinica e
endoscopica em adultos. Relativamente & DC reincidente, um estudo piloto de FMT em
adultos resultou em altas taxas de remissdo clinica e melhora clinica. Em criangas, a FMT
demonstrou beneficio clinico em alguns pacientes com DC. No geral, os dados referentes a
FMT sdo escassos e permanecem ddvidas quanto a seguranca e durabilidade dessa
abordagem. Adicionalmente, os resultados clinicos até agora tém sido dispares,
possivelmente refletindo a maior complexidade da DIl em comparacdo a colite por C.
difficile. (73)

Adicionalmente, e completando a seccdo anterior relativa aos antibioticos e C. difficile, a
FMT pode exercer seu efeito terapéutico aumentando a utilizagcdo de acido sialico por
bactérias comensais, privando assim C. difficile de uma fonte de energia vital. (81)

Vaérios estudos relataram o potencial da FMT para o tratamento da DC e, especula-se que
pode ser Util selecionar doadores com alta abundancia de bactérias benéficas, que sdo
deficientes em pacientes para melhorar a eficacia terapéutica. (84)

Outros estudos indicaram que a eficacia de um FMT ¢, inclusive, influenciada pelos
doadores de transplante. Essas observacfes deram origem ao conceito de super doadores e
destacam a importancia de uma cuidadosa selecdo de doadores relativamente a microbiota
fecal do mesmo.

Adicionalmente, foi demonstrado recentemente que a abundancia de espécies especificas de
Bacteroides (B. fragilis e B. finegoldii) nas fezes dos doadores estava associado a remissao
em pacientes recebendo FMT, enquanto o Streptococcus foi associado a nenhuma resposta
a FMT. Além disso, um aumento dos niveis de AGCC e acidos biliares secundarios nas
fezes foi consistentemente associado a pacientes em remissdo apés FMT. (85)(86)(87)

Mais ensaios clinicos aleatorios de grandes dimensdes sdo necessarios para definir melhor o
papel da FMT no tratamento da DII.(73)

5.5.3 Alimentacéo

A microbiota intestinal co-evolui com a dieta rica em polissacarideos. Tal ocorre, uma vez
gue 0s microrganismos permitem a extracdo de energia proveniente de fibra dietética. A
falta de ingestdo de fibra alimentar tem sido associada ao desenvolvimento de DIl e a uma
baixa concentracdo de AGCC. (1)
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Foi demonstrada que uma dieta ocidental predispde individuos a doengas, incluindo DII,
diabetes, obesidade, etc., assim como estd associada a uma diminui¢do na proporcdo de
Bacteroides para Firmicutes e maior suscetibilidade a uma maior presenca de infeccdo por
AIEC. Para complementar, uma recente revisao evidenciou a correlagdo significativa entre
0 aumento da incidéncia de DC e 0 aumento dos consumos de produtos de origem animal,
cerveja, mel, gordura animal e ghee. Assim como o aumento da café e abacaxi na CU.
Como é que estes produtos dietéticos influenciam a microbiota intestinal e predispdem os
individuos a DII ainda ndo se determinou. (1)

A microbiota do intestino delgado é diferente quando se compara ratinhos com dietas com
baixo teor de gordura e alto teor de gordura (HF). Uma dieta HF induz uma abundancia de
Clostridia, enquanto reduz Bifidobacteria e Bacteroides, criando um perfil microbiano com
uma capacidade aumentada para induzir genes envolvidos no transporte lipidico epitelial do
intestino delgado. De fato, quando uma microbiota de dieta de HF foi transplantada em
ratinhos GF, a absorcdo de lipidios melhorou. InvestigacGes futuras devem considerar
fatores como o estado de saturagdo de gordura na resposta da microbiota intestinal, onde
uma intervencéo dietética sera necessaria. (51)

De particular relevancia para o estudo da interaccéo entre a digestdo microbiana e a gordura
é a influéncia das HSB microbianas que metabolizam AB priméarios em secundarios. Sabe-
se que os AB afetam o crescimento bacteriano, particularmente gram-positivas, e exercem
efeitos fisiologicos de amplo espectro por meio da ativacdo do receptor FXR e da proteina
G acoplada receptor TGR5. Ha ainda evidéncias de que os AB podem contribuir para
diarréia e inflamacéo, sintomas da DII. (51)

A deficiéncia de micronutrientes (zinco, vitaminas D e A, folato) pode influenciar a
maturacdo do microbiota intestinal e a sua interacdo com o hospedeiro, tendo efeitos na
adolescéncia e na vida adulta. (54)

A dieta demonstrou ter um efeito importante na composicdo da microbiota intestinal,
alterando sua funcionalidade e metabolismo ao nivel genético. A modificacdo da dieta é
utilizada como terapia para a doenca de Crohn através de ENT ( terapia de nutricdo
entérica) com formulas elementares, semi-elementares ou poliméricas que funcionam como
terapia de primeira linha para a inducdo de remissdo na doenca de Crohn e, inclusivé, tém
sido associadas a melhoria clinica e a cicatrizacdo da mucosa. Essas observacdes destacam
a necessidade de explorar ainda mais os efeitos da dieta na composi¢cdo microbiana e na
atividade da doenca, além de apontar para a complexa relacdo entre disbiose e DII. (73)
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5.5.4 Probioticos e prébioticos

Probioticos

Probidticos sdo misturas de microrganismos vivos com efeitos benéficos a salde do
hospedeiro, como restaurar o equilibrio microbiano intestinal. (73)

Os efeitos benéficos dos probidticos podem incluir a ativacdo de macrofagos locais,
aumento na producdo de imunoglobulina, a modulagdo do perfil de citocinas e a inducéo de
hipo-resposta a Ag alimentares. Paralelamente, os beneficios ndo imunolégicos incluem o
processo de digestdo, competicdo por nutrientes contra patogénios, alteracfes de pH e
producéo de bacteriocinas. (54)

Os probidticos usados atualmente incluem bactérias do é&cido latico, bifidobactérias,
enterococos, levedura Saccharomyces boulardii, propionibactérias lacteas, Bacillus spp. e
Escherichia coli Nissle 1917. (54)

Os melhores resultados com probidticos vém de pacientes pds-cirargicos com CU que
foram submetidos a anastomose ileal da bolsa-anal. Esses pacientes estdo predispostos a
inflamacéo da bolsa ileal e os probidticos demonstraram ser eficazes na prevencdo dessa
complicacéo apos o sucesso do tratamento com antibioticos. (73)

A mistura VSL #3 (composta por quatro estirpes de lactobacilos: Lactobacillus casel,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus acidophilus; trés das
bifidobactérias: Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve e Bifidobacterium)
mostrou efeitos positivos no tratamento da UC. (54)

O VSL #3 demonstrou ser eficaz na inducdo da remissdo na CU ativa. Inclusive estes
probidticos podem ser tdo eficazes quanto a terapia 5-ASA na prevencdo da recidiva da
CU. A eficacia do VSL #3 na DC permanece incerta e sao necessarias mais evidéncias dos
ensaios clinicos.(88) Um estudo recente indicou que um tratamento de 21 dias com a
mistura probidtica VSL #3 em ratinhos foi suficiente para induzir mudancas significativas
na composicdo da microbiota e na homeostase dos acidos biliares sem alteracfes na
expressao da FXR. (61)

Prebioticos

Os prebidticos sdo substancias ingeridas pelo hospedeiro humano mas nao digeriveis,
atingindo o colon, onde sdo fermentados seletivamente por microbiota comensal. Quando
ingeridas em quantidades adequadas, produzem efeitos fisiolégicos benéficos ao
hospedeiro, estimulando, de maneira seletiva, o crescimento e a atividade metabolica de um
hospedeiro. (89) (90)

Os prebidticos mais comumente usados sdo os FOS, beta-frutanos, inulina e a oligofrutose
Alimentos ricos em prébioticos sdo o Trigo, chicdria, banana, cebola, alcachofra, aspargo e
alho. (90)
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A inulina aumenta a crescimento de lactobacilos e/ou bifidobactérias induzindo a producéo
AGCC com propriedades de diminuicdo das lesbes nas mucosas e diminuicdo da
inflamacéo da mucosa. (91)

6 Conclusao

A DIl é uma doenca inflamat6ria crénica onde a genética esta inerente mas apenas aumenta
a suscetibilidade dos individuos. Apesar de ainda ndo se saber ao certo se é a microbiota
que condiciona a inflamagdo ou vice-versa, é clara a existéncia de uma relacdo entre as
duas. Tanto pelas evidéncias da disbiose presente na DII, como na remissdo de sintomas
quando a flora bacteriana comeca a ficar mais semelhante a dos individuos saudaveis e com
metabolitos anti-inflamatdrios excretados por essas, verifica-se a existéncia da relacdo entre
doenca e a disbiose.

Mediante as evidéncias de que algumas espécies bacterianas quando presentes no doente
levam ao retrocesso da doenca, juntamente com as conclusdes para a pouca efetividade dos
probidticos, mas melhor com o FMT, questiona-se a importancia das substancias
sintetizadas belas bactérias. Sera que mais do que a microbiota em si, a relagdo com a DI|I
deve-se ao défice de metabolitos?

Cada vez mais se entende que o relevante ndo sao propriamente os filos presentes mas sim
a capacidade das bactérias de produzir determinados metabolitos — como AGCC,
bacteriocinas, moléculas como PSA, enzimas capazes de mediar citocinas anti-
inflamatdrias —, reverter substratos e modular o ambiente inflamatorio para que possam
sobreviver e proliferar.

As terapias farmacologicas atuais atuam por inibicdo de alguns recetores ou cascatas de
citocinas pro-inflamtorias. No entanto, observa-se que para alguns doentes tal ndo é
suficiente.

Seria interessante aumentar o aporte de informacdo sobre o tipo e funcdes dos metabolitos
relativamente a sua relacdo com fatores nucleares. Deste modo, poder-se-ia abrir mais uma
via para novas terapéuticas. Com estas informacGes consolidadas poder-se-ia tentar
converter os metabolitos em agonistas de rectores nucleares de modo a modular a
microbiota e, consequentemente, melhorar os padrGes sintomaticos desta doenca e
subsequentes manifestaces extra-intestinais.
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