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Resumo

Introducao: A microbiota intestinal representa todos os microrganismos que habitam o
trato gastrointestinal, sendo a sua composicao e equilibrio condicGes necessarias para o
desenvolvimento e manutencao da satide, uma vez que esta desempenha varias funcoes
essenciais na protecao e regulacdo metabodlica e imunitéaria. A disbiose, caracterizada por
um desequilibrio na normal microbiota intestinal, parece estar envolvida no
desenvolvimento de varias patologias, tanto intestinais, metabdlicas como autoimunes.
Uma dessas doencas é a Diabetes Mellitus tipo 1, que se caracteriza por uma destruicdo
das células produtoras de insulina no pancreas, levando a uma deficiéncia absoluta de
insulina. O objetivo deste trabalho foi perceber se alteracoes na microbiota intestinal

poderiam estar implicadas no desenvolvimento da Diabetes Mellitus tipo 1.

Métodos: Foi realizada uma pesquisa bibliografica no motor de busca PubMed, de forma
a identificar os artigos que comparassem a microbiota intestinal de individuos com
Diabetes Mellitus tipo 1 com a de individuos saudaveis, tendo utilizado as seguintes

"

palavras-chave: "fecal microbiota", "fecal microbiome", "gut microbiota", "gut
microbiome", "type 1 diabetes"”, “case-control study” e “observational study”. Foram,
também, consultadas as listas de referéncias bibliograficas dos artigos inicialmente

identificados.

Resultados: Foram selecionados 15 artigos. A maioria dos artigos revelou alteragoes
significativas na microbiota intestinal de individuos diabéticos, comparativamente a de
individuos saudaveis, tendo relatado uma diminuicdo na diversidade da microbiota, com a
diminuicao de algumas espécies benéficas, como Bifidobacterium e Lactobacillales. Para
além disso, a maioria dos estudos relata um aumento significativo do filo Bacteroidetes
nos diabéticos, mais concretamente o género Bacteroides. Ainda assim, os estudos

apresentaram alguns resultados discordantes.

Conclusao: A maioria dos estudos relataram uma diminuicdo da diversidade da
microbiota intestinal associada a uma reducao de bactérias consideradas benéficas, que
estariam envolvidas na permeabilidade intestinal, inflamacao e regulacdo da imunidade,
nos individuos diabéticos. Porém, os estudos apresentam algumas limitacoes, pelo que fica
por esclarecer se essas alteracoes sao causa da Diabetes Mellitus tipo 1 ou consequéncia
desta. Para entender melhor a associacao, sao necessarios estudos mais homogéneos e

abrangentes.
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Abstract

Introduction: The gut microbiota represents all microorganisms that inhabit the
gastroinstestinal tract, and its composition and balance are necessary conditions for
development and maintenance of health, as it performs several essential functions in
metabolic and imune regulation and protection. Dysbiosis is caracterized by an imbalance
in normal gut microbiota and appears to be involved in the development of several
diseases, including intestinal, metabolic and autoimmune. One of these important
diseases is type 1 Diabetes Mellitus, which caracterized by a destruction of insulin-
producing cells in the pancreas, leading to an absolute insulin deficiency. The aim of this
work was to understand whether changes in the gut microbiota could be implicated in the

development of type 1 Diabetes Mellitus.

Methods: A bibliographic search was performed in the PubMed search engine to identify
articles that compared the gut microbiota of individuals with type 1 Diabetes Mellitus with
that of healthy individuals, using the following keywords: "fecal microbiota", "fecal
microbiome", "gut microbiota", "gut microbiome", "type 1 diabetes", “case-control study”
and “observational study”. The lists of references of the initially identified articles were

also consulted.

Results: 15 articles were selected. Most articles revealed significant changes in gut
microbiota of diabetic individuals compared to that of healthy individuals, reporting a
decrease in microbiota diversity, with a decrease in some beneficial species, such as
Bifidobacterium and Lactobacillales. Furthermore, most studies report a significant
increase in the phylum Bacteroidetes in diabetics, specifically the genus Bacteroides.

Nonetheless, the studies presented some conflicting results.

Conclusion: Most studies reported a decrease in the diversity of gut microbiota
associated with a reduction of bacteria considered beneficial, which would be involved in
intestinal permeability, inflammation and immunity regulation, in diabetic individuals.
However, due to some limitations of the studies, it remains unclear whether these changes
are a cause of type 1 Diabetes Mellitus or a consequence of it, which is why more

homogeneous and comprehensive studies are needed to better understand the association.
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1. Introducao

1.1 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) refere-se a um conjunto de distirbios metabdlicos, em que
a principal caracteristica é a hiperglicemia cronica (niveis de glicose persistentemente
elevados no sangue), que se pode dever tanto a um défice de secrecao/producao de
insulina como a uma resisténcia a sua acao ou, até mesmo, a ambos, como ocorre
geralmente (1,2). A sua prevaléncia tem vindo a aumentar, visto que aumenta com a
idade e se esta a assistir a um envelhecimento progressivo da populagao e pode afetar
individuos de ambos os sexos e todas as idades, em todo o mundo, sendo atualmente

uma das causas mais prevalentes de morbimortalidade global (2,3).

O seu diagnostico pode ser estabelecido tendo por base uma série de critérios, tais
como: glicemia em jejum > 126 mg/dL; glicemia as 2h > 200 mg/dL, na prova de
tolerancia a glicose oral (PTGO) com 75g de glicose; glicemia ocasional > 200 mg/dL
acompanhada de sintomas classicos de hiperglicemia ou de descompensacao
(poliaria/polidipsia/polifagia); ou hemoglobina glicada Aic (HbA1ic) > 6,5% (3,4).
Assim, o diagnostico requer dois resultados anormais, na mesma amostra ou em duas
amostras diferentes, com excecao da glicemia ocasional > 200 mg/dL acompanhada de

sintomas classicos de hiperglicemia (4).

A Diabetes pode ser classificada em varias categorias, entre as quais, a DM tipo 1 e
tipo 2, sendo estas as mais comuns, mas também a DM gestacional, diabetes
monogénica (por exemplo, Maturity-onset diabetes of the young (MODY)), Latent
Autoimmune Diabetes in Adults (LADA), entre outros (4,5).

A DM1, anteriormente referida como diabetes insulinodependente, juvenil ou de
inicio na infancia, constitui 5 a 10% dos casos e é resultado da destruicao autoimune
das células [ pancreaticas (células produtoras de insulina no pancreas), havendo
envolvimento da imunidade humoral e celular, com a presenca de varios
autoanticorpos, levando a uma deficiéncia absoluta de insulina. Esta é a forma mais
comum em criancas e adolescentes, mas pode ocorrer em qualquer idade, sendo as suas
causas ainda desconhecidas, pensando-se ser resultado de uma complexa interacao
entre fatores genéticos e ambientais. A DM2, conhecida anteriormente como diabetes
nao insulinodependente ou de inicio na idade adulta, é responsavel por 90 a 95% dos
casos e resulta de um défice relativo de insulina, havendo perda progressiva da

adequada secrecao de insulina pelas células [ pancreéaticas, associado a uma resisténcia
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periférica a sua acdo. Esta estd muitas vezes associada ao excesso de peso ou a
obesidade, que, por si s6, pode causar resisténcia a insulina, sendo um importante fator
de risco. Além da obesidade, o risco também aumenta com a idade, inatividade fisica,
historia familiar de diabetes, historia de diabetes gestacional e presenca de dislipidemia
e hipertensao arterial. Este tipo de diabetes, geralmente, nao é diagnosticado durante
anos, pois desenvolve-se de forma gradual e, muitas vezes, os doentes nao se
apercebem dos sintomas classicos da hiperglicemia, sendo diagnosticada

acidentalmente ou por complicacoes (3,4,6).

Nos ultimos anos, a diabetes emergiu como uma das doencas cronicas mais
prevalentes e de crescimento mais rapido no mundo, tendo a sua prevaléncia global
atingido proporgoes pandémicas, segundo a Federacao Internacional de Diabetes
(IDF). Esta estimou a prevaléncia mundial de diabetes, em 2021, em 536,6 milhGes
(10,5%), na faixa etaria dos 20 aos 79 anos, prevendo um aumento para 643 milhoes
(11,3%) em 2030 e para 783,2 milhdes (12,2%) de pessoas, em 2045, sendo este
aumento da prevaléncia atribuido, maioritariamente, ao envelhecimento da populacao
e ao aumento da prevaléncia dos fatores de risco, sobretudo da obesidade. Em relacao
ao numero de mortes estimou-se que, em 2021, a diabetes provocou 6,7 milhoes de
mortes. De referir, ainda, que a diabetes representa um encargo financeiro consideravel
aos servigos/sistemas de satude, tendo sido responsavel por 11,5% dos gastos em satide,
em 2021 (2,3,5,7). Ainda em termos mundiais, a IDF estimou que, em 2021, cerca de
239,7 milhoes (44,7%) de pessoas com diabetes ndo tinham nocao de que tinham DM e
que 1 em cada 2 ndo esta diagnosticada, sendo de extrema importancia a detecao
precoce de diabetes, na sua fase assintomaética, para que se inicie o tratamento o mais
precoce possivel, de forma a prevenir ou retardar a ocorréncia de complicacoes macro
e/ou microvasculares e reduzindo a morbimortalidade associada a diabetes (3,8).
Relativamente ao panorama nacional, o Observatério Nacional da Diabetes, estimou a
prevaléncia da diabetes na populacao portuguesa, em 2021, em 1,1 milhoes (14,1%), na
faixa etaria dos 20 aos 79 anos. De referir ainda que, em 2020, a diabetes foi
responsavel por 3,3% das mortes, assumindo um papel ainda algo significativo nas

causas de morte (3).

A diabetes, principalmente quando nao é bem controlada, associa-se a um elevado
risco de complicacOes, micro e/ou macrovasculares, que se podem desenvolver em
todas as formas de diabetes, apesar das taxas de progressao poderem ser diferentes,
contribuindo para a morbimortalidade, custos em saide e baixa qualidade de vida
(4,6). Embora essas complicacoes possam afetar diversos 6rgaos, geralmente, os mais

afetados sao os rins, olhos, nervos periféricos e sistema vascular. Assim, as
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complicacdes microvasculares incluem a neuropatia, nefropatia e retinopatia
diabéticas. Esta ultima é a complicacdo mais comum, com uma prevaléncia global de
35% em diabéticos, e pode levar a hemorragias, descolamento da retina e cegueira. A
nefropatia diabética caracteriza-se por uma diminuicao progressiva na funcao renal e
que pode coexistir com albumintria, ocorrendo em aproximadamente 30% dos
diabéticos. A neuropatia diabética é uma das principais causas de lesdo nervosa,
afetando especialmente os nervos periféricos mais longos responsaveis pela enervacao
dos membros inferiores, e pode ser dividida em varios subtipos, sendo a forma mais
comum, a polineuropatia simétrica distal. J& as complicacbes macrovasculares
englobam a doenca vascular cerebral, doenca coronaria e doenca vascular periférica,
sendo que os diabéticos apresentam um risco duas a dez vezes superior de as
desenvolver e de ter um evento cardiovascular, relativamente aos individuos saudaveis
(3,5). Assim, a diabetes, em muitos dos paises desenvolvidos, representa uma das

principais causas de cegueira, insuficiéncia renal e amputacao dos membros inferiores

(3).

O diagnostico precoce juntamente com o tratamento precoce e um bom controlo
glicémico, que é a base essencial na prevencdo das complicacoes da diabetes, vai
permitir prevenir e retardar o desenvolvimento e a progressao das complicagdoes micro
e/ou macrovasculares (8). Assim, o tratamento assenta, principalmente, em medidas
nao farmacologicas, com controlo dos fatores de risco preveniveis e educacao do doente
diabético, apelando a uma alimentacao saudével e equilibrada e a pratica de exercicio
fisico regular, que promovem a perda de peso e uma melhoria da sensibilidade a
insulina, e também a uma autovigildncia e autocontrolo da diabetes, através de
medicoes da glicemia. No entanto, quando ndo é possivel obter um bom controlo
glicémico apenas com medidas ndo farmacologicas, é necessario recorrer a medidas
farmacologicas, com o uso de farmacos hipoglicemiantes orais, insulina e outros

farmacos para controlo de fatores de risco, como hipertensao arterial ou dislipidemia
(3,6).

1.2 Microbiota Intestinal

O termo microbiota refere-se ao conjunto de microrganismos que habitam em
simbiose com o seu hospedeiro humano e que podem ser encontrados em varios locais
do corpo humano como pele, vias aéreas superiores, tratos genitais e trato

gastrointestinal (TGI), sendo diferente entre 6rgaos e até mesmo entre diferentes



As implicacbes da Microbiota Intestinal na Diabetes Mellitus tipo 1

regioes do proprio TGI (9,10,11). O TGI representa o maior compartimento do corpo
humano, sendo a interface mais extensa entre o ambiente interno do corpo e o
ambiente externo, e aquele onde é atingido a maior densidade e formacdo de uma
comunidade microbiana albergando cerca de 103—10' microrganismos, que incluem,
principalmente bactérias, sendo estas as mais estudadas, mas também virus, fungos e
outros tipos de parasitas, sendo globalmente denominado de Microbiota Intestinal
(9,10,12,13). O namero de microrganismos aumenta do TGI proximal para o distal e da
camada epitelial para o limen, sendo essa diferenca devido a existéncia de um
ambiente mais agressivo no intestino proximal pela presenca do acido gastrico, da agao
das enzimas digestivas, do movimento rapido do quimo e da diminuicao da pressao
parcial de oxigénio no intestino distal, o que faz com que, no intestino delgado,
predominem bactérias aerdbias e no TGI inferior predominem as anaer6bias (14).
Assim, o estdbmago engloba cerca de 103-104 bactérias, o duodeno 105-10%, o ileo
terminal 108-109 e o intestino grosso 10!2-104 bactérias por grama de tecido, sendo esta

altima a mais populosa e a mais diversificada (15).

A barreira intestinal é um conjunto de camadas que cooperam entre si para
equilibrar a interacdo entre o meio interno, o intestino, e os fatores externos, sendo
constituida pela microbiota intestinal, pelo epitélio, muco e sistema imunolégico
intestinal, e que permite a homeostasia intestinal, definida como o estado saudavel e
equilibrado do intestino (12,13). Assim, a existéncia de uma microbiota intestinal é uma
condicdo necessaria para que haja o normal funcionamento da barreira, sendo
importante manter uma composicao benéfica desta ao longo da vida (14,16). Posto isto,
surge o conceito de Eubiose ou microbiota saudavel, que se refere ao equilibrio do
ambiente microbiano intestinal e que apresenta efeitos benéficos para todo o corpo
humano e para a saide, sendo que as comunidades microbianas intestinais saudaveis,
geralmente, sdo caracterizadas por uma elevada diversidade de unidades taxon6micas,
uma alta riqueza genética microbiana e um ntcleo funcional e estavel (13).
Contrariamente, surge o conceito de Disbiose, que se refere a um desequilibrio da
microbiota intestinal seja pela perda de organismos benéficos, aumento de organismos
potencialmente prejudiciais e/ou reducao da diversidade microbiana (9). Esta esta
envolvida no desenvolvimento de varias doencas intestinais, autoimunes, metabdlicas,
neurologicas, entre outras, como por exemplo, as doencas inflamatoérias intestinais
(doenca de Crohn e colite ulcerosa), doenca celiaca, asma, DM1, tendo em conta que
pode provocar alteracoes na maturacado do sistema imunolégico e aumentar a

permeabilidade e inflamacao intestinais (9,11,17).
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Atualmente, a microbiota intestinal pode ser considerada um o6rgao externo do
corpo humano, visto que fornece importantes mecanismos de regulacdo metabdlica e
protecao, em conjunto com todos os sistemas de 6rgaos que compoem o corpo humano,
essenciais para a manutencao da saude (14,17). As suas principais func¢oes sao: digestao
de polissacarideos vegetais, isto é, digestao da fibra da dieta, que ocorre no intestino
grosso; participacao no metabolismo dos lipidos, proteinas e acidos gordos; sintese de
vitaminas e de coenzimas; fonte de energia para as células epiteliais intestinais e a
regulacdo da sua atividade proliferativa; modulacdo das funcoes das células
caliciformes e da secrecao de muco; estimulacao da imunidade local e sistémica através
da sintese de IgA, interferdes e ativacao de macréfagos e linfocitos; sintese de péptidos
antibacterianos e de bacteriocinas e ativacdo da fagocitose, levando a inibi¢do do
crescimento de patdgenos; regulacdo do peristaltismo intestinal; influéncia no
metabolismo 6sseo, na patogénese da osteoporose, na sintese de neurotransmissores e
na eficacia de varios farmacos, principalmente antibio6ticos, inibidores da bomba de

protoes, metformina, vitamina D e laxantes (14).

No intestino humano adulto foram identificados milhares de espécies bacterianas,
mas a maioria pertence, essencialmente, a quatro filos dominantes: Bacteroidetes e
Firmicutes sdo os mais predominantes, representado cerca de 90%, seguidos por
Actinobacteria e Proteobacteria (9,17). Os Firmicutes sao bactérias Gram-positivas,
presentes, principalmente, na camada de muco e representam cerca de 60 a 80% das
bactérias do intestino, sendo que as suas principais espécies sao Clostridium, Blautia,
Lactobacillus, Fecalibacterium, FEubacterium, Roseburium, Ruminococcus e
Streptococcus e muitas delas se encontram associadas a producao de butirato e outros
acidos gordos de cadeia curta (AGCC). Ja os Bacteroidetes sao bactérias anaerobias
Gram-negativas, encontradas, essencialmente, no limen intestinal, representam cerca
de 20 a 40% das bactérias do intestino e as suas principais espécies sdo Bacteroides,
como por exemplo, B. dorei, B. fragilis e B. thetaiotaomicron, e Prevotella, que estao
muito associadas a producao de propionato e acetato (12,13,17,18). De referir, que a
proporcao Firmicutes/Bacteroidetes foi referido com um indicador do grau de
maturacao da microbita intestinal, visto que esta se encontra reduzida em lactentes e

idosos, comparativamente com adultos (12).

Relativamente aos outros filos, os Actinobacteria tém como género predominante o
Bifidobacteria, que representa cerca de 5% da microbiota do adulto, mas mais de 90%
da das criangas com idade inferior a 2 anos, e é capaz de digerir fibra, produzindo
butirato, havendo, ainda, outros géneros como Atopobium e Collinsella. As

Proteobacteria, representa menos de 1% da microbiota e ¢é representada,
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essencialmente, pela familia Enterobacteriaceae, que engloba, particularmente, o
género Escherichia, com um maior destaque para a E. coli. Por ultimo, o
Verrucomicrobiota é representado apenas por uma unica espécie, Akkermansia
muciniphila, que representa cerca de 0,5 a 5% da populacio bacteriana no intestino e
degrada a mucina em acetato, enquanto o Bacillota engloba anaerobios, onde se inclui o

género Blauta genus (17,18).

Na constituicdo da microbiota intestinal, como referido anteriormente, nao ha
apenas bactérias, havendo, por isso, membros de outros reinos, como do reino Archaea
(procariontes unicelulares), particularmente espécies de Methanobrevibacter,
responsaveis pela producdo de metano, e do reino Eukarya (eucariontes), como a
levedura Candida. Também virus e parasitas microbianos fazem parte da microbiota
intestinal, tendo todos eles um papel significativo na manutencdo de um intestino

saudavel e equilibrado (17).

Apesar da composicdo da microbiota intestinal ser variavel e sofrer variagoes e
alteracdes, foram identificados trés tipos de microbiota intestinal considerada estavel,
denominados enterotipos, que sao independentes da idade, sexo, indice de massa
corporal (IMC) ou localizacio geografica, tendo por base a composicao de espécies da
microbiota, em associacdo a alimentacdo a longo prazo. Assim, uma dieta rica em
proteinas e gordura animal associa-se a um predominio de Bacteroides, representando
o enteroétipo 1, enquanto uma dieta rica em hidratos de carbono tem um predominio de
Prevotella e representa o enter6tipo 2. Por fim, o enterétipo 3 engloba,

predominantemente, os géneros Ruminococcus e Akkermansia (10,15).

A microbiota esta em constante desenvolvimento, sendo que se desenvolve desde o
nascimento até ao fim da vida, tendo em conta que a composicao da microbiota de um
bebé, de uma crianca, de um adolescente, de um adulto e de uma pessoa idosa é sempre
diferente. Atualmente, ainda nao estd esclarecido se o tutero é colonizado por
microrganismos ou se é estéril, havendo estudos que defendem, por isso, que o
desenvolvimento da microbiota intestinal comeca no ttero e outros que defendem que
esta s6 se comeca a desenvolver quando o bebé atravessa o canal de parto e que
depende do tipo de parto. Assim, a colonizacao da microbiota de um bebé comeca com
uma microbiota da mae diversificada e, posteriormente, ha influéncias ambientais
sobre esta, sendo esta colonizacao muito dindmica nas primeiras semanas de vida e
onde apresenta maior plasticidade. Por volta dos seis meses, é quando a microbiota
comeca a ser mais influenciada pela nutricao, visto corresponder a altura em que

normalmente se inicia a diversificacdo alimentar. Atingindo um ano de idade, a
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microbiota parece ja desempenhar as principais fun¢ées que uma microbiota do adulto,
embora continue no seu processo de colonizacio e mudanca, havendo uma
estabilizacdo apenas por volta dos dois/trés anos de idade, passando a assemelhar-se a

microbiota intestinal de um adulto (9,16,17).

Na vida adulta, a microbiota intestinal é relativamente estavel, ao contrario da
primeira infancia, altura em que esta se encontra em processo de colonizacao e
maturacdo e, por isso, mais vulneravel, sendo facilmente perturbada por inimeros
fatores, de entre os quais se destacam a idade gestacional, o tipo de parto, a exposicao
aos antibioticos, a alimentacao, o ambiente e o estado fisioldgico da mae. Assim, sabe-
se que a microbiota intestinal de bebés que nasceram por via vaginal é semelhante a
microbiota vaginal das maes e que a dos bebés nascidos por cesariana é semelhante a
microbiota da pele e do ambiente, sendo que esta diferenca na composicdo da
microbiota do bebé se mantém, geralmente, até 28 dias ap6s o nascimento, podendo
mesmo durar até um a dois anos apoés (16,19). Relativamente aos antibidticos, aqueles
mais usado na primeira infancia sdo os de amplo espetro, como, por exemplo, os beta-
lactamicos, macrolidos e cefalosporinas, sendo a sua exposicao, tanto através das maes
durante a gravidez como do pés-parto e lactacao, prevalente, afetando profundamente
a microbiota intestinal. Também se sabe que hospitalizacdo prolongada numa Unidade
de Cuidados Intensivos Neonatais esta associada a alteracoes na microbiota,
principalmente de bebés prematuros. Em termos de alimenta¢ao, demonstrou-se que a
amamentacao materna, as formulas de leite ou a combinacao destas afetam de forma
diferente a maturacdo da microbiota intestinal e o préprio sistema imunitario do bebé.
Por ultimo, a dieta da mae durante a gravidez, assim como a obesidade materna,
podem influenciar a microbiota (19). Embora a microbiota intestinal de um adulto seja
relativamente estavel, estd sempre em constante interacdo com o ambiente e, por isso,
sujeita a fatores externos/ambientais, que podem levar a mudancas significativas, tais
como a alimentacdo, medicamentos, especialmente os antibibticos, localizacao
geografica, estilo de vida, higiene, urbanizacao, poluicao, substancias de abuso, entre

outras (9,10,11,15).

Tendo em conta que a disbiose estd envolvida no desenvolvimento de intimeras
doencas, manter uma microbiota intestinal saudavel parece ser uma estratégia
terapéutica com potencial para o tratamento destas. Assim, para resolver essas
questoes e se alcancar os objetivos, pode-se recorrer a varias abordagens, tais como:
alteracoes na dieta, recorrendo-se, sobretudo, a uma dieta mediterranica, rica em
vegetais, graos, frutas e peixes, que propicia um ambiente favoravel para as bactérias

mais benéficas; uso de pré- e pro-biodticos; transplante da microbiota fecal, sem nunca
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esquecer os seus efeitos adversos como diarreia, obstipacao e, sobretudo, a transmissao
de potenciais agentes patogénicos; uso de metabdlitos, como por exemplo, os AGCC,
que exibem efeitos anti-inflamatorios; os microRNAs (miRNAs), sintetizados,
principalmente, nas células epiteliais intestinais, sendo que um défice na sua sintese foi
associado a disbiose da microbiota intestinal; e, ainda, abordagens baseadas em

nanomedicina (11,14).

Firmicutes: Proteobacteria:

Clostridium » Enterobacteriaceas
Blautia
Lactobacillus
Fecalibacterium
Eubacterium
Roseburium » Blauta genus
Ruminococeus
Streptococeus

Bacillota:

VY YYYYYY

Verrucomiecrobiota:

Bacteroidetes: » Akkermansia muciniphila

# Bactercides
» Prevotella

Actinobacteria:

> Bifidobacteria
» Atopobium
» Collinsella

Figura 1: Composi¢do da microbiota intestinal

1.3 Objetivo da Dissertacao

O objetivo desta tese foi comparar, através de uma revisdo da literatura, a
composicao da microbiota intestinal entre individuos com o diagnoéstico de DM1 e
individuos saudaveis, de forma a verificar se haveria diferencas entre eles e, havendo,
se essas diferencas poderiam ter contribuido para o desenvolvimento da diabetes e para

a sua progressao.
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2. Materiais e Métodos

Para a elaboracdo desta dissertacdo foi realizada uma pesquisa bibliografica no
motor de busca PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov), de forma a identificar os
artigos cientificos referentes ao tema, principalmente estudos de caso-controlo ou
estudos observacionais, que comparassem a microbiota intestinal de individuos com

DM1 com a de individuos saudaveis.

A estratégia de pesquisa usada foi, inicialmente, “("fecal microbiota" OR "fecal
microbiome" OR "gut microbiota" OR "gut microbiome") AND "type 1 diabetes”, sendo
depois acrescentada a estratégia de pesquisa “case-control study” e “observational
study”. Foram incluidos apenas os artigos que tinham estudos realizados em humanos,
ja com o diagnostico de DM1 e que tinham sido publicados nos tltimos 10 anos, tendo
sido excluidos aqueles que nao se encontravam escritos em portugués ou inglés. Foi
ainda realizada uma analise dos artigos, com base nos seus titulos e resumos,
excluindo-se os estudos que nao eram relevantes para o tema. Por altimo, e de forma a
identificar artigos que possam nao ter sido encontrados na estratégia de pesquisa
inicial, foram consultadas as listas de referéncias bibliograficas dos artigos inicialmente

selecionados.
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3. Resultados

A tabela 1 representa a comparacdo da microbiota do grupo de estudo (DM1)

com o grupo controlo, de modo a facilitar a interpretacao dos resultados.
3.1 Murri M et al., 2013 (20)

Este estudo caso-controlo procurou quantificar e avaliar se ha ou nao diferencas
na composicio da microbiota intestinal de criangas com DM1, comparativamente a
criancas saudaveis e, assim, verificar se ha uma possivel relacio da microbiota

intestinal com os niveis de glicose no sangue.

Este estudo incluiu um total de 32 criancas caucasianas, sendo que 16 tinham
DM1, com idade média de 7,16 + 0,72 anos, e as outras 16 eram saudaveis, com
idade média de 7,48 + 0,87 anos. Todas as criancas foram divididas em grupos
consoante a idade, sexo, raca, modo de parto e duracdo da amamentacao, de modo

a homogeneizar os resultados pela exclusao da influéncia de fatores fisiologicos.

Com este estudo verificou-se que o numero de bactérias Actinobacteria,
Firmicutes e Bacteroidetes foi significativamente diferente entre os grupos, ao
passo que as Proteobacteria e Fusobacteria foram semelhantes. Nas criancas com
DM1, o namero de bactérias do filo Actinobacteria e Firmicutes, bem como, a
relagcdo Firmicutes/Bacteroidetes foi significativamente menor, enquanto o nimero
de Bacteroidetes aumentou significativamente, comparativamente as criancas
saudéveis. Dentro do filo Firmicutes, nas criancas com DM1i, a quantidade de
Veillonella foi significativamente maior e a de Blautia coccoides-Eubacterium
rectale foi significativamente menor, em comparacdo com as criancas saudaveis.
Por outro lado, dentro do filo Bacteroidetes, nas criancas com DM1, a quantidade
de Bacteroides foi significativamente maior, enquanto a de Prevotella foi
significativamente menor, em comparacao com as criancas saudaveis. Por fim,
dentro do filo Actinobacteria, o nimero de Bifidobacterium foi significativamente
menor nas criancas com DM1. Além de tudo isto, verificou-se que o ntimero de
Lactobacillus foi significativamente menor e os niveis de Clostridium
significativamente maiores, nas criancas com DM1, comparativamente com as

saudaveis.

Constatou-se que o niumero de Bifidobacterium e Lactobacillus, bem como a

relacdo Firmicutes/Bacteroidetes correlacionam-se, significativamente, de forma
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negativa com os niveis de glicose no sangue e os valores de HbA1c (p < 0,05; p =
0,012 e p < 0,001, respetivamente), ao contrario do nimero de Clostridium que se

correlaciona de forma positiva (p = 0,016).

Posto isto, foi possivel verificar que o namero de bactérias produtoras de acido
latico e de butirato, assim como as responsaveis pela degradacao de mucina foi,
significativamente, menor nas criancas diabéticas, comparativamente as saudaveis,

sendo estas bactérias essenciais na manutencao da integridade intestinal.
3.2 Mejia-Le6n ME et al., 2014 (21)

Mejia-Ledn ME et al. conduziram um estudo com o objetivo de avaliar a
composicao da microbiota intestinal em criancas mexicanas com o diagnostico de
DM1, tanto no inicio como apoés o tratamento da doenca por mais de 2 anos,

comparativamente a individuos saudaveis.

O estudo envolveu 29 criangas, com idades entre os 7 e os 18 anos, tendo sido
incluidas 8 criangas com DM1 recém-diagnosticadas, 13 criancas com Diabetes
Mellitus tipo 1 ap6s 2 anos de tratamento com insulina e com niveis de HbA1C <8%
e 8 criancas saudaveis, sendo que 4 dessas criancas eram irmaos de doentes com
DMi1. As criancas com DM1 foram recrutadas no Hospital Infantil do Estado de
Sonora, no México. Foram recolhidas informacées clinicas, como por exemplo, tipo
de parto, tempo de amamentacio, padroes de alimentacdo complementar no
primeiro ano de vida e infec¢Ges, e, no momento do estudo, todas as criancas
estavam sem usar antibioticos had pelo menos 3 meses. Foram também
determinados haplétipos predisponentes, sendo que todos os casos de DM1 tinham

pelo menos um alelo de risco do Antigénio Leucocitario Humano (HLA).

Relativamente aos resultados, estes mostraram que as criancas do grupo
controlo tinham uma microbiota intestinal dominada por Prevotella, enquanto as
criancas recém-diagnosticadas com DM1 apresentavam uma representacdo maior
de Bacteroides (p < 0,0037), tendo proporcoes reduzidas de Prevotella (p <
0,0003), Megamonas (p < 0,0161) e Acidaminococcus (p < 0,0214) em comparacgao
com os controlos. As criancas com DM1 tratadas durante pelo menos 2 anos com
insulina apresentaram uma abundancia intermédia de Bacteroides e Prevotella

entre os controlos e os casos de DM1 recém-diagnosticados.
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3.3 Soyucen E et al., 2014 (22)

Soyucen E et al. conduziram um estudo com o objetivo de investigar a relacao
entre a microbiota intestinal e a presenca de DM1 em criancas turcas, para

determinar se esta poderia explicar, em parte, a etiologia da doenga.

O estudo envolveu 70 criancas, sendo o grupo de estudo composto por 35
pacientes (16 do sexo feminino e 19 do sexo masculino), com idade média de 10,73
+ 4,16 anos, que foram acompanhados pelo Departamento de Pediatria da
Faculdade de Medicina da Universidade de Istambul, e que tinham sido
diagnosticados recentemente com DM1. J4 o grupo de controlo é composto por 35
individuos saudaveis (15 do sexo feminino e 20 do sexo masculino), com idade
média de 9,96 + 4,09 anos, que foram selecionados aleatoriamente, mas com

caracteristicas demograficas semelhantes.

Relativamente aos resultados, estes mostraram que no grupo de criancas com
DM1 houve uma colonizacdo por Bifidobacterium menor, comparativamente ao
grupo controlo (p < 0,05), enquanto a colonizacao por Enterobacteriaceae (exceto
Echerichia coli) e por Candida albicans encontrava-se aumentada, em comparacao

com o grupo controlo (p < 0,05).
3.4 de Goffau MC et al., 2014 (23)

de Goffau MC et al. conduziram um estudo de forma a comparar a microbiota
intestinal de criancas diagnosticadas recentemente com DM1 com a microbiota

intestinal de criancas saudaveis.

Este estudo envolveu 28 criancas diabéticas, de diferentes paises europeus (4 da
Franca, 1 da Grécia, 3 da Estonia, 2 da Lituania e 18 da Finlandia) e 27 criancas
saudaveis. Todas as criancas tinham idades compreendidas entre o 1° ano de vida e
os 5 anos. Para reportar os resultados as criancas foram divididas em duas faixas
etarias: um grupo com criancas com menos de 2,9 anos e outro com mais de 2,9

anos.

Nas criancas com menos de 2,9 anos, os clusters Clostridium IV e XIVa e o
Lactobacillus plantarum et rel. foram, significativamente, mais abundantes em
criancas saudaveis, comparativamente as criancas diabéticas, ao contrario dos

Bacteroidetes e do Streptococcus mitis et rel., que foram, significativamente, mais
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abundantes nas criancas com DM1. Nas criancas com mais de 2,9 anos, verificou-se
que as criancas saudaveis apresentavam um maior ntimero de espécies produtoras
de butirato nos clusters Clostridium IV e XIVa, em comparacdo com as criancas
diabéticas da mesma idade e até mesmo do grupo etario mais jovem, sendo que a
grande diferenca entre as criancas saudaveis e as criancas diabéticas foi encontrada
no cluster XIVa de Clostridium, uma vez que varias espécies nao produtoras de
butirato eram mais abundantes nas criancas diabéticas mais velhas. Assim, as
criancas diabéticas da faixa etiria mais velha apresentaram uma diversidade
microbiana aumentada, tendo sido encontrado um ligeiro excesso de Clostridium

stercorarium.
3.5 Qi CJ et al., 2016 (24)

Qi CJ et al. conduziram um estudo caso-controlo com o objetivo de avaliar a
alteracao da microbiota intestinal em criancas diagnosticadas recentemente com
DM1, comparativamente com criancas saudaveis, de forma a determinar se a

microbiota intestinal poderia explicar, em parte, a etiologia desta doenca.

Este estudo envolveu um total de 30 criangas chinesas, sendo o grupo de estudo
constituido por 15 criancgas recentemente diagnosticadas com DM1 (h4 menos de 6
meses), com idade média de 11,4 + 3,0 anos, recrutadas do Hospital da Faculdade
de Medicina da Uniao de Pequim. O grupo controlo foi composto por 15 criancas
saudaveis, que apresentaram um resultado negativo para todos os autoanticorpos
da DM1 e tinham caracteristicas como idade, género, etnia, tipo de parto e duracao

do aleitamento materno, semelhantes as do grupo de estudo.

Em relacdo aos resultados, estes mostraram uma diminuicdo consideravel da
riqueza da microbiota intestinal nas criancas com DM1, em comparacdo com as
criancas saudaveis (p = 0,047). Relativamente a sua composi¢do, demonstrou-se
um aumento de Blautia no grupo de estudo, comparativamente ao grupo controlo,
havendo uma diminuicilo de Haemophilus, Lachnospira, Dialister e
Acidaminococcus. Ainda se demonstrou que a percentagem de Blautia estava
relacionada, de forma positiva, com a HbA1c, o namero de autoanticorpos da DM1 e

os titulos de autoanticorpos contra a tirosina fosfatase.
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3.6 Stewart CJ et al., 2016 (25)

Stewart CJ et al. dirigiram um estudo observacional que visou comparar a
microbiota intestinal de individuos com DM1, com bom controlo glicémico e altos

niveis de capacidade fisica, com a de individuos saudaveis, sem diabetes.

Foram incluidos, no estudo, um total de 20 individuos adultos, 10 homens com
DM1, diagnosticados ha pelo menos 5 anos e com idades entre os 18 e os 35 anos (idade
de 27 + 2 anos), e 10 saudaveis, sem diabetes. Os dois grupos foram agrupados quanto

a idade, género, capacidade fisica, IMC e habitos de exercicio fisico.

Os resultados mostraram que Faecalibacterium sp., Roseburia sp. e Bacteroides sp.
eram os mais abundantes na microbiota intestinal tanto dos pacientes com DM1 como
dos individuos saudéveis. Os niveis de Bacteroides sp. eram mais altos no grupo
controlo (p = 0,06) e os niveis de Bifidobacterium sp. eram superiores no grupo dos
diabéticos tipo 1 (p = 0,08), mas estes resultados nao se mostraram estatisticamente
significativos. Assim, este estudo conclui que o perfil da microbiota intestinal dos
adultos com DM1 com controlo glicémico apertado, é muito semelhante ao dos

individuos saudéaveis.
3.7 de Groot PF et al., 2017 (26)

de Groot PF et al. conduziram um estudo observacional com o objetivo de avaliar a
composicao da microbiota intestinal em pessoas com DM1 e perceber se hé diferencas

comparativamente a pessoas saudaveis.

O estudo envolveu um total de 103 pessoas, sendo o grupo de estudo composto por
53 pacientes com DMz1 controlada e sem complicagoes, selecionados de seis centros
médicos da regido de Amesterdao, na Holanda, e o grupo controlo foi constituido por
50 pessoas saudaveis, que foram recrutadas por meio de andncios, sendo que todos os
participantes do estudo foram emparelhados de acordo com a idade, sexo e indice de

massa corporal.

Os resultados mostraram que a microbiota intestinal era diferente entre o grupo de
estudo e o grupo controlo. Na anélise fecal, houve uma diminuicdo das espécies
produtoras de butirato, mais concretamente de Roseburia, nos individuos com DM1,
sendo que também os niveis plasmaticos de acetato e propionato eram mais baixos

nestes individuos, comparativamente aos individuos saudéaveis. Um género e uma
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familia apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre o grupo de estudo e o
grupo controlo: Christensenella (p = 0,015) e Rhodospirillales (p = 0,009), tendo sido
relacionados com o controlo glicémico, os parametros inflamatoérios e os acidos gordos
de cadeia curta. Além disso, este estudo nao estabeleceu correlacio entre a microbiota e
a HbAu1c.

3.8 Pellegrini S et al., 2017 (27)

Pellegrini S et al. dirigiram um estudo com o intuito de avaliar o perfil inflamatorio
intestinal e a composicio da microbiota intestinal em pacientes com DM1 em

comparac¢ao com individuos saudaveis.

O estudo incluiu 54 participantes, que realizaram endoscopia gastroduodenal e
bidpsia duodenal, na Unidade de Gastroenterologia do Instituto Cientifico San Raffaele,
em Milao, tendo sido selecionados 19 individuos com DM1 diagnosticada (alguns deles
com complicacoes secundarias 7/19 retinopatia, 4/19 neuropatia, 3/19 gastroparesia),
19 individuos com doenca celiaca diagnosticada no momento da bidpsia e 16 individuos

saudaveis (grupo controlo).

A analise imunohistoquimica revelou um status inflamatério especifico dos casos de
DM1 que se caracteriza por um aumento da infiltracio da linhagem de
monocitos/macrofagos, comparativamente ao grupo controlo e aos pacientes com
doenca celiaca (p < 0,01). Além disso, a composicao da microbiota intestinal mostrou-
se diferente, em comparacdo com o grupo de controlo, havendo um aumento de
Firmicutes e da propor¢ao Firmicutes/Bacteroidetes e uma reducao de Proteobacteria e
Bacteroidetes, sendo que o aumento de Firmicutes e a reducdo de Proteobacteria
pareceu ser especifico para o grupo composto por individuos com DM1. De referir que a
expressdo de genes especificos para a inflamacdo na DMi1 estava associada a

abundancia de bactérias especificas no duodeno.
3.9 Cinek O et al., 2018 (28)

Cinek O et al. levaram a cabo um estudo com o objetivo de avaliar se h4 ou nao
associacao da DM1 com a composicao do bacterioma fecal, em 4 populacoes de paises

africanos e asiaticos, geograficamente distantes.

Foram colhidas amostras de 73 criancas e adolescentes (idades entre os 3 e os 19

anos) com o diagnostico recente de DM1 (19 do Azerbaijao, 20 da Jordania, 14 da
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Nigéria, 20 do Sudao) e de 104 individuos saudéaveis (grupo controlo), com idade e local

de residéncia semelhantes ao grupo de estudo.

Com este estudo, observou-se uma associacao positiva significativa entre o género
Escherichia (classe Gammaproteobacteria, filo Proteobacteria) e os individuos com
DM1 (p = 0,05), ao contrario dos géneros Eubacterium (p = 0,041) e Roseburia (p =
0,018) (classe Clostridia, filo Firmicutes) em que se verificou uma associacao inversa.
Também o Haemophilus mostrou uma associa¢io inversa fortemente significativa com
o grupo de DM1, mas apenas em dois dos quatro conjuntos de amostras. Por fim,
também se confirmou uma associacao significativa inversa entre a DM1 e os clusters IV
ou XIVa de Clostridium.

3.10 Higuchi B et al., 2018 (29)

Higuchi B et al. conduziram um estudo com o objetivo de investigar a microbiota
intestinal de pacientes com DM1 e uma possivel disbiose, de forma a poder ou nao

correlacionar com parametros clinicos.

O estudo incluiu um total de 48 individuos, sendo o grupo de estudo composto por
20 pacientes com DM1 (14 mulheres e 6 homens, com idade média 23,1 + 8,6 anos),
recrutados pelo departamento de endocrinologia da Secretaria de Satide de Barretos,
em Sao Paulo, no Brasil. O grupo controlo foi constituido por 28 individuos saudéaveis

(18 mulheres e 10 homens, com idade média 25,2 + 9,8 anos).

Relativamente aos resultados, estes detetaram uma disbiose intestinal em pacientes
com DM1i, sendo as espécies mais prevalentes nas fezes dos pacientes as bactérias
Gram-negativas, como Bacteroides vulgatus, Blautia coccoides, Bacteroides rodentium,
Prevotella copri, Oscillospira eae, A. muciniphila e Bacteroides xylanisolvens. Detetou-
se, também, diferencas significativas na abundancia da classe Betaproteobacteria (P =
0,021), ordem Clostridiales (P = 0,007), familias Ruminococcaceae (P = 0,027) e
Lachnospiraceae (P = 0,008) e nos géneros Escherichia/Shiguela (P = 0,005),
Bifidobacterium (P = 0,021), Parabacteroides (P = 0,021), Streptococcus (P = 0,033),
Bacteroides (P = 0,038) e Clostridium (P = 0,043). Por altimo, mostrou-se uma
correlacdo entre o controlo deficitario da glicémia, com altos niveis de HbA1C, e a
relativa abundancia de Bacteroidetes (p = 0,03), Lactobacillales (p = 0,004) e
Bacteroides dorei (p = 0,01). Assim, verificou-se que uma reducao de microrganismos
considerados benéficos, como Bifidobacterium e Lactobacillales, esta associada a um

mau controlo glicémico, com elevados niveis de HbA1c.
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3.11 Huang Y et al., 2018 (30)

Huang Y et al. conduziram este estudo com o intuito de averiguar se a disbiose da
microbiota intestinal estd ou ndo associada a DM1 e se é possivel correlaciona-la com a

clinica.

O estudo envolveu um total de 22 individuos chineses, sendo que 12 tinham o
diagnostico de DM1, com uma HbA1c < 9,0%, e 10 eram saudaveis. Todos os individuos
tinham idades entre os 12 e os 33 anos e nao tomavam antibi6ticos ha pelo menos 3

meses.

Em termos de resultados, constatou-se que o filo dominante nos pacientes com
DM1 era o Bacteroidetes, enquanto nos individuos saudaveis era o Firmicutes, havendo
um aumento do racio Bacteroidetes/Firmicutes nos pacientes com DM1. As bactérias
mais abundantes nos individuos com DM1 eram Porphyromonadaceae (uma familia de
Bacteroidetes) e nos saudaveis eram Ruminococcaceae, Veillonellaceae,
Phascolarctobacterium e Paenibacillaceae (familias de Firmicutes). Relativamente a
associacdo entre a composicio da microbiota intestinal e os dados clinicos,
demonstrou-se que a abundancia de uma familia Ruminococcaceae e do seu género
Faecalibacterium estava inversamente correlacionada com os niveis de HbA1ic (p =
0.017). Por fim, analisou-se que o nimero de autoanticorpos anti-células dos ilhéus
correlacionou-se positivamente com as abundancias de Bacteroides (p = 0.011) e
Bilophila (p = 0.013), mas inversamente com as abundancias de Streptococcus (p =

0.041) e Ruminococcaceae (p = 0.026).
3.12 Leiva-Gea I et al., 2018 (31)

Leiva-Gea I et al., orientaram um estudo caso-controlo para avaliar a composicao
da microbiota intestinal em individuos com DM1 e compara-la com a de individuos

saudaveis.

No estudo estiveram envolvidos um total de 43 criancas espanholas, com idade
inferior a 18 anos, de origem caucasiana e da mesma regiao geografica. Destas, 15
criancas apresentavam DM1i, 15 tinham diabetes MODY (Maturity-onset Diabetes of

the Young) tipo 2 e 13 eram criancas saudaveis.

Em comparacao com os individuos saudaveis, os pacientes com DM1 apresentaram

algumas alteracoes na microbiota intestinal, como um aumento significativo na
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abundancia de Bacteroidetes e diminuicao significativa de Firmicutes e Actinobacteria,
uma abundancia significativamente menor de Proteobacteria e uma relacdo Firmicutes-
Bacteroidetes significativamente menor. Dentro dos Bacteroidetes, trés familias foram
significativamente mais abundantes: Bacteroidaceae, Rikenellaceae e Prevotellaceae;
dos Firmicutes, trés familias foram significativamente mais abundantes:
Ruminococcaceae, Veillonellaceae e Streptococcaceae; para as familias de

Proteobacteria, houve um aumento significativo de Enterobacteriaceae.

Relativamente aos géneros de Bacteroidetes, o Bacteroides apresentou uma
abundancia significativamente maior, o género Prevotella aumentou significativamente
e os géneros de Firmicutes significativamente mais abundantes foram os seguintes:
Ruminococcus, Blautia, Veillonella e Streptococcus. Quatro géneros foram
significativamente menores Lachnospira, Roseburia, Anaerostipes e Faecalibacterium.
Ja os géneros de Proteobacteria, Sutterella e Enterobacter aumentaram

significativamente.

Os individuos saudaveis, comparativamente aos individuos com DMai,
apresentaram abundancia significativamente maior de Lachnospiraceae e de
Bifidobacteriaceae, da familia de Actinobacteria, sendo que desta apenas o género

Bifidobacterium aumentou significativamente.

Este estudo identificou ainda um aumento da permeabilidade intestinal nos
doentes com DM1, para além de uma diversidade de microrganismos diminuida, o que

pode estar relacionado com o processo autoimune decorrente da doenca.
3.13 Vatanen T et al., 2018 (32)

Vatanen T et al. conduziram este estudo, como parte do projeto TEDDY (The
Environmental Determinants of Diabetes in the Young), com o objetivo de investigar a
composicao e as caracteristicas da microbiota intestinal em individuos com risco de

desenvolver DM1 e em individuos diagnosticados com DM1 de inicio precoce.

Neste estudo avaliou-se 783 criancas, acompanhadas desde os 3 meses até aos 5
anos de idade e provenientes de 6 centros clinicos de 4 paises diferentes (Finlandia,
Alemanha, Suécia e Estados Unidos), que desenvolveram autoimunidade contra os
ilhéus pancreaticos (n = 267) ou DM1 (n = 101), ou que foram selecionados como

controlos (n=415).
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Quando comparado o grupo de criancas com DM1 com o grupo de controlo,
verificou-se que os controlos apresentaram niveis mais elevados das espécies
Streptococcus thermophilus e Lactococcus lactis, enquanto os diabéticos mostraram
niveis mais elevados das espécies Bifidobacterium pseudocatenulatum, Roseburia

hominis e Alistipes shabhii.
3.14 Traversi D et al., 2020 (33)

Traversi D et al. realizaram um estudo caso-controlo com o objetivo de identificar
possiveis fatores de risco ambientais, comportamentais e microbianos que estivessem

associados ao diagnostico da DM1, em criancas da regiao do Piemonte, em Italia.

O estudo incluiu um total de 106 criancas, sendo que 40 tinham DM1 e 56 eram

criancas saudaveis.

Os resultados mostraram que a microbiota intestinal de todas as criangas era
composta, essencialmente, por Firmicutes e Bacteroidetes, seguidos por Proteobacteria
e Actinobacteria. Nas criangas com DM1, foi possivel observar um aumento nos niveis
de trés membros de Bacteroidetes (Alistipes senegalensis, Bacteroides timonensis e
Barnesiella intestinihominis) e de trés membros de Firmicutes (Christensenella
timonensis, Ruminococcus bromii e Urmitella timonensis). Além disso, as unidades
taxonomicas mais abundantes foram Rikenellaceae, Prevotellaceae (Prevotella copri),
Barnesiellaceae, Lachnospiraceae e Ruminococcaceae (Ruminococcus bromii), tendo
sido significativamente mais abundantes nas criancas com DM1. Assim, um dos fatores
de risco para o desenvolvimento de DM1 é a alteracdo da microbiota intestinal, no que
toca a niveis aumentados de Firmicutes e niveis diminuidos de Bacteroidetes, sendo um

fator protetor os niveis aumentados de Bifidobacterium spp.
3.15 Petrak F et al., 2022 (34)

Petrak F et al. realizaram um estudo caso-controlo com o objetivo de analisar a
composicao da microbiota intestinal e verificar se esta diferia entre individuos com

DM1 com ou sem depressao, comparativamente a individuos saudaveis.

Foram incluidos um total de 60 adultos, com idades entre os 18 e os 65 anos,
distribuidos por 3 grupos: grupo A composto por 20 adultos com DM1; grupo B com 20
adultos diagnosticados com DM1 e depressao; e grupo C com 20 adultos saudaveis. Os

individuos com diabetes foram recrutados de clinicas de diabetes em Dortmund e
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Bochum, na Alemanha. Ji& os individuos saudaveis foram recrutados de forma
voluntéaria, através de contactos pessoais, informagoes online e avisos divulgados na

Universidade de Bochum.

Este estudo demonstrou diferencas significativas a nivel do filo Firmicutes,
Bacteroidetes e Actinobacteria entre os grupos do estudo, sendo que os Firmicutes
eram menos abundantes no grupo C em comparacdo com o grupo B (p = 0,04), ao
contrario dos Bacteroidetes que eram mais abundantes no grupo C quando comparado
com o grupo B (p = 0,044) e dos Actinobacteria que eram mais abundantes no grupo C,

mas em comparacao com o grupo A (p = 0,024).

A nivel da familia, verificou-se que o grupo C apresentava uma abundancia maior
de Lactobacillaceae e Leuconostocaceae quando comparado com os grupos A (p < 0,01
e p < 0,001, respetivamente) e B (p < 0,001 e p < 0,001, respetivamente). Ja no grupo
B verificou-se uma maior abundancia de Veillonellaceae em comparag¢iao com o grupo A
(p < 0,001) e C (p < 0,01). Em relacao a Proteobacteria, foram observadas diferencas
significativas em relacdo a Succinivibrionaceae e Rhodospirillaceae que se mostraram

mais abundantes nos grupos A e B em comparac¢ao com o grupo C.

Por ultimo, também a nivel do género foram encontradas diferencas significativas,
sendo que Pediococcus (familia Lactobacillaceae) e Weissella (também
Lactobacillaceae) foram mais abundantes no grupo C, enquanto o grupo
Prevotellaceae_ NK3B31 foi menos abundante, quando comparado com os grupos A e
B. Por sua vez, Coprococcus (familia Lachnospiraceae), Succinivibrio e o grupo
Christensenellaceae R7 foram mais abundantes nos grupos A e B, em comparacao com
o grupo C. Também se observou que Megasphaera (familia Veillonellaceae) era mais

abundante no grupo B.

Assim resumindo, este estudo verificou que o grupo B (diabetes com depressio)
apresentou uma abundancia significativamente maior de Megaspaera em comparagao
com os grupos A e C, e que ambos os grupos de diabetes apresentaram uma maior
abundancia de Christensenellaceae, Succinivibrionaceae e Rhodospirillaceae em

comparacao com o grupo saudavel, mas com abundancias semelhantes entre os grupos.
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Tabela 1: Comparacao da microbiota do grupo de estudo (DM1) com o grupo controlo

Autor e ano de
publicacao

[20] Murri M et
al., 2013

[21] Mejia-Lebn
ME et al., 2014

[22] Soyucen E et
al., 2014

[23] de Goffau MC
et al.,, 2014

Pais

México

Turquia

Franca,
Grécia,
Estonia,

Lituania e
Finlandia

Tamanho da
amostra

32 criancas
(16 estudo vs 16
controlo)

29 criancgas
(21 estudo vs 8
controlo)

70 criangas
(35 estudo vs 35
controlo)

55 criancas
(28 estudo vs 27
controlo)

Firmicutes
Veillonella e
Clostridium em maior
ndamero. Blautia
coccoides-
Eubacterium rectale e
Lactobacillus em
menor namero
Megamonas e

Acidaminococcus em
menor namero

Antes dos 2,9 anos:
Clusters de
Clostridium IV e
XIVa e Lactobacillus
em menor numero.
Streptococcus  mitis
em maior numero.
Nas criancas com
mais de 2,9 anos:

clusters de
Clostridium nao
produtoras de
butirato em maior

namero

Bacteroidetes

Bacteroides em maior
namero. Prevotella
em menor namero

Bacteroides em maior
numero. Prevotella
em menor namero

Bacteroidetes em
maior nimero
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Actinobacteria

Bifidobacterium em
menor nimero

Bifidobacterium em
menor nimero

Proteobacteria

Semelhante

Enterobacteriaceae
(exceto Echerichia
coli) em maior
namero

Bacillota



[24] Qi CJ et al.,
2016

[25] Stewart CJ et
al., 2016

[26] de Groot PF
etal., 2017

[27] Pellegrini S et
al., 2017

[28] Cinek O et
al., 2018

[29] Higuchi BS et
al. 2018

China

Holanda

Ttalia

Azerbeijdo,
Jordania,
Nigéria e
Sudao

Brasil
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30 criancas
(15 estudo vs 15
controlo)

20 adultos jovens
(10 estudo vs 10
controlo)

103 pessoas (53
estudo vs 50
controlo)

54 pessoas (19
estudo vs 16
controlo e 19 com
doenca celiaca)

177 jovens
(73 estudo vs 104
controlo)

48 pessoas (20
estudo vs 28
controlo)

Blautia em maior
ndamero.
Acidaminococcus,
Lachnospira e

Dialister em menor
namero

Espécies produtoras
de butirato,
particularmente

Roseburia, em menor
namero

Em maior nimero

Eubacterium,
Roseburia e
Clostridium clusters

IV ou XIVa em menor
namero

Clostridiales,
Ruminococcaceae e
Streptococcus em
maior nimero
Clostridium em

menor namero

Bacteroides em
menor namero, mas
nao estatisticamente
significativo

Em menor nimero

Parabacteroides e
Bacteroides em
menor nimero
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Bifidobacterium em
maior ndmero, mas
nao estatisticamente
significativo

Bifidobacterium
menor nimero

em

Haemophilus
menor nimero

em

Em menor nimero

Escherichia em maior
nimero. Haemophilus
em menor nimero

Betaproteobacteria
em maior nuamero.
Escherichia/Shiguela
em menor nimero



[30] Huang Y et
al., 2018

[31] Leiva-Gea I et
al., 2018

[32] Vatanen T et
al., 2018

[33] Traversi D et
al., 2020

[34] Petrak F et
al., 2022

China

Espanha

Finlandia,
Alemanbha,
Suécia e
Estados
Unidos

Ttalia

Alemanha
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22 pessoas (12
estudo vs 10
controlo)

43 criangas
(30 estudo vs 13
controlo)

783 criancas (101
estudo vs 415
controlo vs 267
com anticorpos
anti-ilhéus)

106 criancas (40
estudo vs 56
controlo)

60 adultos
(40 estudo vs 20
controlo)

Em menor nimero

Em menor ntimero

Streptococcus
thermophilus e
Lactococcus lactis em
maior namero.
Roseburia  hominis
em menor nimero

Lachnospiraceae,
Ruminococcacea,
Christensenella
timonensis,
Ruminococcus bromii
e Urmitella
timonensis em maior
numero

Veillonellaceae e
Christensenellaceae
em maior numero.
Lactobacillaceae e
Leuconostocaceae em
menor nimero

Em maior namero -

Em maior niimero Em menor nimero

Bifidobacterium
pseudocatenulatum
em menor namero

Alistipes shahii em
menor nimero

Rikenellaceae, -
Prevotellaceae,

Barnesiellaceae

Alistipes

senegalensis,

Bacteroides

timonensis e

Barnesiella

intestinihominis em

maior nimero

Em menor niimero Em menor niimero
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Em menor ntimero

Succinivibrionaceae e
Rhodospirillaceae em
maior namero
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4. Discussao

Os diversos estudos demonstraram, na sua maioria, uma diferenca significativa
entre a microbiota intestinal de individuos com DM1 e a microbiota intestinal de
individuos saudaveis, o que leva a crer que esta possa ter uma influéncia no

desenvolvimento e progressao desta doenca.

De entre os resultados, destaca-se o facto de, na maioria dos estudos, o filo
Bacteroidetes estar predominantemente aumentado nos diabéticos, mais
concretamente o género Bacteroides na sua grande maioria (20,21,23,30,31,33), apesar
do género Prevotella, também pertencente a este filo, se apresentar diminuido em
alguns estudos (20,21). Excecao foram os estudos de Pellegrini (27), de Higuchi (29) e
de Petrak (34) que apresentaram uma diminuicio significativa neste filo nos doentes
diabéticos, e também do estudo de Stewart (25), que também apresentou uma
diminuicao deste filo, mas, em contrapartida, esta nao foi significativa. Ao contrario do
filo Bacteroidetes, o filo Firmicutes ja apresenta maior diversidade de resultados, que
depende do género e espécie a que se refere, havendo estudos que apontam para a sua
diminuicdo, na globalidade, em doentes diabéticos (30,31), com excecao do estudo
realizado por Pellegrini (27), que indica um aumento deste filo, na generalidade, nos
diabéticos. Dentro deste filo, destaque para o facto do género Lactobacillus, quando
referido, apresentar uma diminuicdo nos doentes diabéticos (20,23), o género
Streptococcus apresentar um aumento (23,29,32), o género Clostridium apresentar
tanto um aumento (20,23) como uma diminuicao (23,28) e o género Roseburia,
produtora de butirato, apresentar uma diminuicao (26,28,32). Referéncia, ainda, ao
género Blautia, que no estudo de Qi (24) apresentou uma relacdo positiva com os niveis
de HbA1c, concordante com o que foi relatado por Kostic (35) no seu estudo, que
mostrou que a riqueza de Blautia tinha uma associacdo positiva com os niveis de

glicose.

O estudo de Murri (20) demonstrou que a razao Firmicutes/Bacteroidetes era
significativamente menor nos doentes com DM1i, comparativamente aos doentes
saudaveis, tendo sido observada uma relacdo negativa entre esta razao e os niveis de
glicose e de HbA1c, sendo que o mesmo foi demonstrado no estudo de Leiva-Gea (31).
Além desses, o mesmo foi destacado no estudo realizado por Huang (30), que mostrou
que a razao Bacteroidetes/Firmicutes estava significativamente aumentada nos
diabéticos. Murri (20) também mostrou que o ntimero, significativamente, reduzido de

Lactobacillus e Bifidobacterium nos doentes diabéticos estava relacionado com os
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niveis elevados de glicose, sendo que isto também foi possivel observar no estudo
realizado por Higuchi (29), que demonstrou que uma diminuicdo de microrganismos
benéficos, como Bifidobacterium e Lactobacillales, acarreta um inadequado controlo

glicémico com elevados niveis de HbA1c.

Relativamente ao filo Actinobacteria e, mais concretamente, ao género
Bifidobacterium, a maioria dos estudos refere haver uma diminui¢do nos doentes
diabéticos (20,22,29,31,32,34), com exce¢ao do estudo realizado por Stewart (25), que
refere haver um aumento, mas que nao foi estatisticamente significativo. Tal como
acontece no filo Firmicutes, também no filo Proteobacteria h4 uma grande diversidade
de resultados, dependendo do género e espécie que é falada, mas destacando,
particularmente, o género Haemophilus, o estudo realizado por Qi (24) e outro
realizado por Cinek (28) demonstraram que este se encontrava diminuidos nos doentes
com DM1. No estudo de Petrak (34) destaque para o facto de duas familias do filo
Proteobacteria, Rhodospirillaceae e Succinivibrionaceae, se encontrarem aumentadas

nos doentes diabéticos, sendo este filo frequentemente associado a situacoes de doenca.

Sao varios os mecanismos que podem explicar a relacao entre a DM1 e a disbiose
intestinal, sendo os seguintes os principais: desregulacdo imunolodgica, que leva a
destruicao das células [} pancreaticas; aumento da permeabilidade intestinal; ambiente

inflamatorio; e translocacao bacteriana (29).

Sabe-se que o butirato tem efeitos na permeabilidade e reparacio intestinal, na
formacdo de jungoes de oclusao, na inibicao da translocagio bacteriana e propriedades
anti-inflamatérias (23,28,29), logo a sua reducao pode ajudar no desenvolvimento de
DM1, através do aumento da permeabilidade e da exacerbacdo da inflamacao (24).
Posto isto, a diminuicdo de espécies produtoras de butirato, como Eubacterium,
Roseburia e alguns clusters de Clostridium, como descrita em alguns estudos
(20,23,26,28), pode contribuir para este desfecho. Um estudo que reforca a
importancia do butirato na DM1, foi realizado por de Goffau (36), que demonstrou que
as espécies produtoras de butirato tém importadncia no desenvolvimento da
autoimunidade das células [} pancreaticas. Um outro estudo, realizado por Maffeis C et
al. (37) em criancas italianas em risco de desenvolver DM1, também reforcou a ideia de
que alteracOes na microbiota intestinal associadas a um aumento da permeabilidade
intestinal poderiam estar relacionadas a condicao pré-DM1. Outro estudo que suporta o
aqui referido, foi realizado por Gavin P et al. (38), que verificou que doentes com DM1
de inicio recente ja apresentavam uma diminuicao da funcao da barreira intestinal, um

aumento da inflamacdo intestinal e uma disfuncdo exo6crina pancreéatica prévia a
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instalacao da doenca, sendo que tudo isto também se verificou em individuos com alto
risco de desenvolver DM1. Para além disso, foi referida a possibilidade de haver um
aumento da carga antigénica no limen intestinal, levando a uma ativacao imunologica
e inflamac3o intestinal, que associado a um aumento da permeabilidade intestinal pode

contribuir para a destruicao das células § pancreaticas (27).

Siljander H et al. (39), na sua revisao sistematica de estudos sobre a microbiota
intestinal e a DM1, também concluiram que havia uma menor diversidade microbiana
e/ou uma composicdo da microbiota intestinal anormal, um maior nimero de
Bacteroides em vez de Firmicutes, um aumento de patégenos oportunistas e uma
diminuicao do niimero de espécies produtoras de butirato. Concluiu, ainda, que existe
uma permeabilidade intestinal aumentada devido a um comprometimento da
integridade da barreira intestinal, um ambiente pro-inflamatério e uma imunidade

comprometida, o que é concordante com os estudos aqui analisados.

Assim, percebe-se toda a heterogeneidade a volta da microbiota intestinal, visto que
esta também pode ser influenciada por intimeros fatores, tais como a localizagio
geografica e a dieta, sendo, por isso, dificil referir as alteracoes especificas que ocorrem
na microbiota intestinal, que possam estar relacionadas com a DM1, ficando-se apenas
com a ideia de que ha alteracGes na microbiota intestinal quando comparamos
individuos diabéticos com individuos saudaveis. Além disso, a maioria dos estudos
apresenta um grupo de estudo limitado e representado principalmente por criancas,
com poucos participantes e que representa apenas parte da populacao diabética, visto
que ha estudos que apenas selecionam diabéticos com bom controlo glicémico ou sem
complicacoes (25,26). De referir, ainda, que a maioria dos estudos tem como amostra a
microbiota do intestino grosso ou fecal, o que pode nao ser representativo daquilo que é
a microbiota intestinal no geral, visto que a microbiota duodenal, por exemplo, pode
apresentar diferencas significativas, quando comparada as anteriores, aliado ao facto
de nem todos os estudos usarem o mesmo método de analise, o que pode implicar
diferentes sensibilidades (28,33). Em contrapartida, os estudos aqui descritos sdo,
relativamente, recentes e tentaram agrupar os casos e controlos de acordo com

caracteristicas fisiologicas semelhantes.

Posto isto, no futuro, seria importante os estudos apresentarem mais
homogeneidade, com critérios de inclusao e exclusdo bem delineados, utilizarem a
mesma técnica de recolha e analise da microbiota intestinal, assim como o mesmo
material, sob as mesmas condicGes e englobarem mais areas do globo. Tudo isto de

maneira a esclarecer se de facto alteracoes na microbiota intestinal sdo causa ou
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consequéncia da DM1, tendo em conta que a maioria dos estudos aqui referidos da
conta que individuos diabéticos tém uma microbiota alterada quando comparada a de
individuos saudaveis, mas nao conseguem concluir se isso nao podera ser devido a
consequéncias da doenca, como, por exemplo, do aumento da glicemia, das mudancas
no estilo de vida que possam ocorrer apos o diagnostico, entre outros. Um estudo que
da conta disso mesmo, é o estudo realizado por Stewart CJ (25), que demonstrou que
individuos com DM1, com bom controlo glicémico e altos niveis de capacidade fisica
apresentam uma microbiota intestinal comparavel a de individuos saudaveis, sem
diabetes. Isto realca a ideia de que uma boa gestdo da DM1, com recurso a terapéutica
farmacologica e mudancgas no estilo de vida, pode resultar na alteracdo da microbiota
intestinal, de modo que nao se verifiquem diferencas significativas entre individuos

diabéticos e individuos sem a doenca.

De referir, também, que a microbiota intestinal ainda é um tema em constante
alteracao, estudo e debate, que, por isso, podera ter varias implicagcoes futuras tanto em
termos de diagnostico precoce de determinadas doencas como no seu respetivo
tratamento, permitindo uma personalizacdo da medicina, isto é, permitindo obter um
tratamento individualizado. Assim, a manipulacdo da microbiota intestinal parece ser
uma estratégia terapéutica com potencial, tal como refere Zhang S (40) na sua revisao
sistematica sobre o transplante da microbiota fecal, onde concluiu que o transplante da
microbiota fecal pode melhorar o controlo glicémico e a resisténcia a insulina em
individuos com DM1i. Um outro estudo que vai de encontro ao aqui referido foi
realizado por Ho J (41), que concluiu que o uso de prebioticos pode melhorar o controlo
glicémico e, por isso, pode ser uma nova terapéutica barata e de baixo risco para a

gestdo da DM1.
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5. Conclusao

Nas tltimas décadas, a DM emergiu como uma das doencas com maior prevaléncia
global, sendo uma das causas responsaveis pela grande morbimortalidade mundial.
Assim, torna-se necessario combater este aumento de prevaléncia através das mais

diversas formas, desde a prevencao primaria até a terciaria.

Sabe-se que a microbiota intestinal é responsavel por inimeras funcoes essenciais a
um bom funcionamento do organismo, sendo um dos principais responsaveis pela
regulacao do estado inflamatorio e crucial na regulagdo imunologica e, por isso, pode
ter alguma influéncia no desenvolvimento e/ou progressdo de diversas patologias,

nomeadamente a DM. Posto isto, é essencial a manutencdo de uma microbiota

intestinal saudavel de forma a promover a satide individual.

Tem sido cada vez mais estudado a influéncia que a microbiota intestinal tem na
saude do individuo, tendo sido relatado algumas alteracées que podem predispor a
determinada patologia. De acordo com a maioria dos estudos, uma diminui¢ao da
diversidade da microbiota intestinal aliada a uma reducdo de bactérias benéficas,
envolvidas na permeabilidade intestinal, inflamacao e regulacdo da imunidade, tem
sido associada a DM1. No entanto, fica por esclarecer se essas alteracoes sao causa da
DM1 ou consequéncia da mesma, pelo que sao necessarios estudos mais robustos e com
maior homogeneidade metodologica. Estes estudos tém importantes implicacoes
clinicas, no sentido em que permitem uma nova abordagem da DM1, desde a prevengao
ao tratamento, que pode passar por modular a microbiota intestinal, de forma a que

esta seja favoravel a um ambiente saudavel e nao propicio ao desenvolvimento de DM1.
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