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Resumo

O eixo intestino-cérebro tem sido descrito como importante para varias fungoes
cerebrais e tem sido o foco de diversos estudos nos dltimos anos na area das doencas
neurodegenerativas. Na doenca de Parkinson, as manifestacoes gastrointestinais podem
antecipar os sintomas motores em varios anos e tem sido demonstrada a existéncia de um
desequilibrio da microbiota intestinal em doentes afetados por esta patologia. A abundancia
relativa de determinados géneros bacterianos assim como o aumento da permeabilidade e
da inflamacdao intestinal encontrada tém reforcado a hipdtese de se encontrar a
etiopatogenia da doenca no estudo das comunidades microbianas que habitam no intestino.
A descoberta de biomarcadores fecais pode permitir um diagnostico mais precoce da doenca
e novas terapias dirigidas a regulacdo da microbiota intestinal podem ser a chave do
controlo de sintomas motores e nao motores da doenca. O estudo do eixo intestino-cérebro
e a intervencao na microbiota intestinal podem ser possibilidades no futuro no que toca a
gestao da doenca de Parkinson e de outras doencas neurodegenerativas, que até a data nao

possuem tratamentos que possam retardar ou deter a sua progressao.
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Abstract

The gut-brain axis has been described as important for various brain functions and
has been, recently, the focus of several studies in neurodegenerative diseases. In Parkinson's
disease, gastrointestinal manifestations can anticipate motor symptoms in several years and
an imbalance of the intestinal microbiota has been demonstrated in patients affected by this
pathology. The relative abundance of certain bacterial genera as well as the increased
permeability and intestinal inflammation found have reinforced the hypothesis of finding
the etiopathogenesis of the disease in the study of microbial communities inhabiting the
intestine. The discovery of fecal biomarkers may allow an earlier diagnosis of the disease
and new therapies aimed at regulating the intestinal microbiota may be the key to control
motor and non-motor symptoms of the disease. The study of the gut-brain axis and the
intervention in the intestinal microbiota may be possibilities in the future to the
management of Parkinson's disease and other neurodegenerative diseases, which do not

have treatments that can slow or stop their progression yet.
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1. Introducao

A “Paralisia Agitante” foi a primeira designacao feita por James Parkinson,
médico inglés, em 1817, para o que considerava ser uma mesma doenca observada em
seis doentes, caracterizada pelo aparecimento progressivo de sintomas motores,
nomeadamente tremor em repouso, bradicinesia, acinesia e alteracoes na marcha, e
sintomas ndo motores, como a alteracoes do sono e a obstipacdo (1). Esta doenca, que
mais tarde viria a ser designada segundo o seu epénimo, é atualmente a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum em todo o mundo (2).

A grande maioria dos casos da doenca de Parkinson (DP) tém uma etiologia
idiopatica, havendo uma pequena percentagem, cerca de 5-10%, com transmissao
hereditaria (2). Até ao momento, as mutacoes monogénicas com mais relevo que se
encontram descritas correspondem aos genes SNCA (do inglés Synuclein Alpha), LRRK2
(do inglés Leucine-Rich Repeat Kinase 2), PRKN (do inglés Parkin), PINK1 (do inglés
PTEN-Induced Kinase 1) e GBA (do inglés Glucosylceramidase Beta) (3). A DP tem uma
maior incidéncia em idade avancada, apesar de cerca de 25% dos doentes apresentarem
idade inferior a 65 anos e 5-10% apresentarem menos de 50 anos (3).

As principais caracteristicas da DP consistem na perda de neuroénios
dopaminérgicos na substantia nigra pars compacta e a acumulacdo intracelular de
agregados de uma proteina, a a-sinucleina (2). A a-sinucleina pode ter um papel toxico
no meio intracelular caso o seu enrolamento seja anormal, podendo dar origem a
oligbmeros, que se combinam progressivamente até formarem fibrilhas insoltaveis
(corpos de Lewy), que se acumulam no citosol. A formacao de oligbmeros téxicos induz
uma disfuncdo mitocondrial, inibe os sistemas de autofagia celulares e provoca uma
ativacdo da microglia que perturba a proteostase da a-sinucleina. Por sua vez, a
disfuncdo mitocondrial acoplada ao stress oxidativo é responsavel pela criacdo de
espécies reativas de oxigénio que contribuem para o enrolamento anormal da a-
sinucleina e para a sua acumulacao, inibindo os sistemas proteoliticos celulares. Este
ciclo vicioso cria uma acumulacao anémala de a-sinucleina que pode ser transmitida
para outros neurénios e, juntamente com a desregulacio da homeostase do calcio
(originada pela disfuncao mitocondrial), ser responsavel pela morte neuronal. Estes
mecanismos patologicos que podem estar implicados na lesao neuronal dopaminérgica

sao complexos e estao representados na Figura 1.



O papel da microbiota intestinal na doenca de Parkinson

— )
T Tt T T T T Tt microglia
‘ ) . Neurdnio ativada
4 a-sinucleina ( N
h desdobrada ' espécies reativas de oxigénio
1 perturbacao da i i?
; proteostase ! o rig
; l da a-sinucleina i Distarbio da
; { biogénese
i mitocondrial
1 Ns N3] bligﬁmems
| Enrolamento 0XI1C0S disfuncio stress
' anormal da ) X ) . mitocondrial |*| oxidativo
' a-sinucleina Macroautofagia Autofagia mediada
| por chaperona i T
1 - ~
‘ @)\ @ | Ernda
‘ N ' de cilcio
f Autofagossoma l f canal
) ! l de
: folha pregueada calcio
3 o i desregulacio
3 i Sistema de autofagia da l‘;mgoftasc
[ lisossomal i e co
) S :
1 De: da:;a' |— '= :
) de gr:;cntc?dc — : Nucleo
) sistema isossomas — 07 i ativagdo
f ubiquitina- L7 i de casnases
MLD -proteassoma corpos de Lewy i L
1 it
I
trasnmissio trans-sinaptica
para neurdnios nio afetados il

Figura 1 — Representacdo dos mecanismos que podem ser responsaveis pela degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos que ocorre na DP: neuroinflamacao, perturbagio da proteostase da a-sinucleina, disfuncéo
mitocondrial, stress oxidativo e desregulagdo da homeostase do célcio (Adaptado de (2)).

Até ao momento, ndo existem biomarcadores especificos da doenga, pelo que o
diagnostico da doenca baseia-se em critérios clinicos que implicam a presenca de
bradicinesia associada a tremor de repouso e/ou rigidez (2). As manifestacdoes nao
motoras também sao caracteristicas da doenca e aparecem principalmente na fase pré-
clinica, podendo anteceder os sintomas motores em varios anos (4,5). Contudo, sao
inespecificas da DP, o que dificulta o reconhecimento da doenca em estadios precoces.
Dentro dos sintomas nao motores destacam-se a obstipacao (sintoma mais comum), os
distirbios do sono REM, a hiposmia e a depressao (3).

Os doentes com Parkinson podem ser subdivididos em subgrupos de acordo com
os sintomas, podendo ter importancia para o prognoéstico, estudo da patofisiologia e
definicao de tratamento personalizado (3). A caracterizacao das manifestacoes clinicas
de cada doente pode ser realizada para avaliacdo do impacto na qualidade de vida
recorrendo a escalas como a escala de sintomas nao motores (NMSS, do inglés, Non-
Motor Symptom Scale)(6) e o questionario PDQ-39 (do inglés 39 items - Parkinson’s
Disease Questionnaire)(7), e a severidade da doenca pode ser estratificada segundo a
Escala Unificada de Avaliacao da Doenga de Parkinson (UPDRS, do inglés, “Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale”)(8) e a escala de Hoehn e Yahr modificada (H&Y)(9).
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O tratamento da DP disponivel atualmente permite o controlo da sintomatologia

segundo mecanismos de a¢ao diferentes (Figura 2).
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Figura 2 —Alvos terapéuticos na DP. A- A reposic¢ao dos niveis de dopamina pode ser feito com recurso a
levodopa, inibidores da COMT (catecol O-metil-transferase), inibidores da MAO-B (monoaminoxidase do
tipo B), agonistas dos recetores da dopamina e antagonistas dos recetores NMDA (Amantadina); B, C e D:
A reposicdo de neurotransmissores como a serotonina, noradrenalina, acetilcolina, glutamato e adenosina
também pode ser considerado em determinadas situagbes. AMPA=4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico; SNRI=inibidor da recaptacdo da serotonina e noradrenalina; SSRI=inibidor seletivo
da recaptagao da serotonina; NMDA=N-metil-D-aspartato (Adaptado de (3)).

A utilizacao de farmacos que compensem a deplecao de dopamina que ocorre no
estriado (por degeneracao dos neurénios dopaminérgicos da substantia nigra que se
projetam para esta regido cerebral), é o modo mais eficaz para o controlo da
sintomatologia motora, com especial destaque para o uso da levodopa (L-DOPA,

abreviatura inglesa de L-3,4-dihidroxifenilalanina), precursor da dopamina, que
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consegue atravessar a barreira hematoencefalica (ao contrario da dopamina). Contudo,
existem variacOes inter-individuais na resposta farmacologica assim como o
desenvolvimento de resisténcia ao seu tratamento (3). Apesar de se conseguir um bom
controlo da doenca nos primeiros anos, a tendéncia da DP é agravar progressivamente.
Até ao momento, ainda nao existe nenhum tratamento que permita estagnar ou retardar
a progressao da doenca (3).

A investigacao que tem sido feita nos tltimos anos tem tentado desvendar de que
forma os processos neurodegenerativos se desenvolvem na DP idiopética e se existe a
possibilidade da origem da doenca ter um ponto de partida distante do sistema nervoso
central (SNC). Braak e colaboradores (10,11) propuseram, com base em estudos
realizados em doentes post mortem, que a DP pode ter origem no trato gastrointestinal,
propagando-se progressivamente até ao SNC segundo um padrdo especifico. As
manifestacoes gastrointestinais costumam acompanhar os sintomas motores da DP e,
assim como a acumulacdo de a-sinucleina na mucosa intestinal e no sistema nervoso
entérico, podem desenvolver-se precocemente, o que reforca esta hipotese (12,13).
Contudo, os resultados reportados noutros estudos nao tém sido consensuais, sendo que
numa parcela de doentes a patologia pode ter realmente uma origem fora do SNC,
enquanto noutra parcela de doentes esta pode ter uma propagacao rostro-caudal como
demonstrado por Horsager e colaboradores em estudos de imagem (14).

Assumindo a hipdtese da origem da DP no trato gastrointestinal, os estudos tém
focado as atenc¢bes na microbiota intestinal, considerando a sua variabilidade inter-
individual, a relacdo com o hospedeiro e o seu potencial de patogenicidade. Varios
estudos tém reportado a existéncia de disbiose intestinal em doentes com Parkinson (15—
31) pelo que se tem insistido na tentativa de descobrir o seu papel na etiologia e
diagnostico precoce da doenca, assim como no desenvolvimento de terapias que
melhorem a sintomatologia ou que atrasem a progressio dos processos
neurodegenerativos. O interesse nesta area que tem adquirido um conhecimento

crescente nos ultimos anos, é o foco de analise desta monografia.
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2. Objetivos

Nos tltimos anos, o desequilibrio da microbiota intestinal tem sido associado ao
desenvolvimento de determinadas doencas neurodegenerativas, como é o caso da doenca
de Parkinson. O estudo da influéncia da microbiota intestinal nos mecanismos
patofisiologicos da doenga pode permitir aumentar o seu conhecimento e desvendar
novos caminhos na gestao terapéutica.

O objetivo principal desta monografia é realizar uma revisdo da literatura
cientifica, publicada nos tltimos dez anos, sobre a possivel relacao entre a desregulacao
da microbiota intestinal e a patogénese da doenca de Parkinson. Desta forma, foram

definidos os seguintes objetivos especificos:

a) Descrever as alteracoes encontradas na composi¢ao da microbiota intestinal
de doentes com Parkinson;

b) Relacionar a disbiose intestinal de doentes com Parkinson com as
manifestacoes motoras e nao motoras da doencga;

¢) Descrever os possiveis mecanismos pelos quais a microbiota intestinal pode
contribuir para o desenvolvimento da doenca de Parkinson;

d) Identificar potenciais biomarcadores da doenga de Parkinson;

e) Identificar novas possibilidades de intervencao terapéutica.
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3. Metodologia

A pesquisa bibliografica efetuada para a redacao da presente monografia teve em
conta a relacdo entre o intestino, a microbiota intestinal e a doenca de Parkinson através
da selecao de artigos escritos em inglés, de acordo com o resumo, recorrendo a bases de
dados de literatura cientifica como a Pubmed e a Web of Science.

Para a pesquisa de informacao sobre a microbiota intestinal normal foram
utilizados os termos: ("normal" OR "baseline") AND ("human gut microbiota"); "(gut
microbio*)" AND ("healthy" OR "human"); e “("gut microbiome") AND ("healthy" OR
"human") AND ("characteri*)".

As equacoes de pesquisa utilizadas para investigar a possivel relaciao entre a
microbiota intestinal e a doenca de Parkinson consistiram na associacao dos termos:
“(microbiome OR microbes OR microbiota OR gut) AND (Parkinson OR Parkinson's)
NOT (Review)”; “gut AND brain AND routes NOT (Review)” e “gut AND brain AND
communication NOT (Review)”. O intervalo de tempo considerado foi limitado aos
altimos dez anos. Além da pesquisa efetuada, foram incluidos alguns artigos fora do
intervalo de tempo considerado e com tipologia de revisao para uma melhor descricao

da fisiopatologia da doenca de Parkinson e explicacao de alguns temas abordados.
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4. A microbiota intestinal em individuos saudaveis

O conceito de microbiota compreende o conjunto variado de espécies de
microorganismos que habitam num determinado ambiente, seja ele um ecossistema, um
habitat ou um hospedeiro (32). A microbiota inclui nao s6 bactérias, como também
fungos, protozoarios e virus (33). A sua composicao varia ao longo do trato digestivo,
destacando-se a abundancia e diversidade existente no intestino grosso, que compreende
cerca de 70% de toda a microbiota existente no corpo humano (33). O c6lon alberga mais
de 10 células microbianas, sendo que a sua maioria corresponde a bactérias (34).

A maior parte das espécies bacterianas que habita no intestino humano sao
comensais, que previnem a colonizagdo por agentes patogénicos, mantém a barreira
intestinal e atuam no metabolismo de nutrientes e farmacos (33). Os microorganismos
intestinais também desempenham um papel importante na maturacio e
desenvolvimento do sistema imunitario (34) e na produgao de vitaminas, aminoacidos e
biotransformacdo de acidos biliares (35). A producdo de neuromoduladores
microbianos, como o acido gama-aminobutirico (GABA, do inglés Gamma-
AminoButyric Acid) e metabolitos do triptofano, e a producao de imunomoduladores
como a histamina, também complementam a funcionalidade do hospedeiro humano na
comunicacao com o sistema nervoso e imunitario (36).

A maioria das bactérias presentes no colon sao anaerobios estritos e tém como
fonte de energia a fermentacgao de substratos nao digeriveis como os hidratos de carbono
complexos das plantas (fibra alimentar) (34). Os metabolitos resultantes da
fermentacao, como € o caso dos acidos gordos de cadeia curta (AGCC) (acetato, butirato
e propionato), tém importancia nao s6 na obtencao de energia como também apresentam
efeitos anti-inflamatoérios e anti-apoptoticos que podem proteger o hospedeiro de
doencas, como o cancro colorretal e a colite (37).

Os agentes patogénicos primarios para o Homem também sao encontrados na
microbiota entérica, como é o caso de Campylobacter jejuni, Salmonella enterica e
Escherichia coli; contudo a sua abundancia nao chega a 0,1% da microbiota entérica total
(33).

A microbiota do intestino grosso dos individuos saudaveis é composta,
maioritariamente, pelos filos bacterianos Firmicutes e Bacteroidetes (32,33). A
abundancia dos géneros e espécies ¢ muito mais variavel entre individuos do que o filo

(35). Num estudo realizado com individuos saudaveis de quatro paises diferentes (38),
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foi feita uma caracterizacao dos filos e géneros mais frequentes (representado na Figura

3).
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Figura 3— Representacao grafica da abundancia filogenética ao nivel do filo e género da microbiota intestinal
de individuos saudéveis. As cores apresentadas pelos géneros representam a sua correspondéncia ao filo.
(Adaptado de (38)).

Os fatores que contribuem para a variacdo inter-individual da microbiota
intestinal saudével incluem a idade, a dieta e o uso de antibibticos (33). A primeira
colonizacao do intestino humano parece ser adquirida pela mae (e relacionada com o
tipo de parto) e ser dependente da primeira alimentagdo (leite materno e/ou leite
artificial) (33). Ao longo do tempo, a composicao intestinal de uma crianca torna-se cada
vez mais semelhante a de um adulto, sendo até 60% similar por volta dos 3 anos; a maior
estabilidade parece ser atingida entre a terceira e sétima década de vida, sendo que a sua
diversidade tem tendéncia a aumentar com a idade (33,39). Na vida adulta, a dieta é o
principal fator modificador da diversidade e abundancia da microbiota intestinal,
existindo uma correlacdo positiva com o maior consumo de vegetais, frutas e fibras e uma
variacao significativa entre diferentes areas geograficas (33,39). O uso de antibidticos
que ocorre em larga escala atualmente também parece ter um papel a curto e a longo
prazo na homeostasia das comunidades que habitam no intestino humano, que pode

permanecer durante alguns anos (33).
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O entendimento da complexidade de interacoes entre as espécies bacterianas no
intestino, assim como a sua funcao e composicao, pode permitir a associacao com estados
saudéaveis e patologicos; contudo, a variabilidade inter-individual dificulta a definicao de

um modelo-base que seja a referéncia universal de microbiota saudavel (40).
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5. Eixo intestino-cérebro

O eixo “intestino-cérebro” foi um termo criado nos ultimos anos com base em
estudos que demonstraram haver uma ligacao especial entre estes dois 6rgaos (41). A
evidéncia cientifica recente sugere que esta comunicacdo é bilateral (42,43) e tem
potencial para ser a origem de determinadas patologias do foro neurologico, tendo em
conta o possivel impacto que tem sido descrito da microbiota intestinal no desempenho
de funcOes cognitivas, por mediacdo da concentracdo de determinados metabolitos

cerebrais, neurotransmissores e neurotrofinas importantes (44,45).

5.1. Vias de comunicacao

O interesse que tem surgido no estudo do eixo intestino-cérebro deriva do
possivel impacto que pode ter nas doencas neurodegenerativas, como é o caso da DP, na
qual o nervo vago tem sido considerado como a principal via de conexao destes dois
orgados. Um estudo observacional retrospetivo estabeleceu uma relacao entre a cirurgia
de remocao deste nervo e o risco de ter a DP (dentro de um espaco temporal de vinte
anos), tendo sido demonstrada uma reducdo da probabilidade de desenvolver esta
doenca (46).

A maior evidéncia cientifica do papel do nervo vago tem surgido em estudos com
modelos animais. Holmqvist e colaboradores (47) conseguiram demonstrar
experimentalmente que a a-sinucleina na parede intestinal de modelos de ratos progride
ao longo do tempo até ao ndcleo motor dorsal do nervo vago, atingindo posteriormente
o bulbo raquidiano. Do mesmo modo, Garrido-Gil e colaboradores (42) através de uma
abordagem diferente, demonstraram que se forem provocadas alteracdes na substantia
nigra (uma injecdo de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) bilateral que leva a morte dos
neuronios dopaminérgicos na substantia nigra e consequente deplecao de dopamina no
estriado) e for induzido um estado inflamatério no intestino de modelos de ratos
concomitantemente, verifica-se que existem alteracOes nas vias nigroestriatais que
sugerem a perda de neuronios dopaminérgicos (diminuicao dos niveis de dopamina,
diminuicdio da expressio da enzima tirosina hidroxilase, e do racio
metabolitos:dopamina) se o nervo vago estiver presente, mas que tal ndo acontece com
a mesma extensao na sua auséncia, ou seja, em ratos sujeitos a vagotomia.

Apesar da hipotese do nervo vago como mediador da comunicagdo entre o
intestino e o cérebro ser muito consensual, nem todos os estudos demonstram esta

correlacdo, sugerindo a possibilidade de outras vias envolvidas. Arotcarena e
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colaboradores (43) investigaram de que forma a propagacdao da a-sinucleina ocorria
entre o SNC e o sistema nervoso entérico (SNE) em babuinos, utilizando agregados desta
proteina obtidos em autdépsias de doentes humanos. As suas descobertas vém apoiar a
hipotese da possibilidade da progressao da a-sinucleina em dois sentidos entre os plexos
nervosos intestinais e as vias nigroestriatais no SNC. Contudo, de forma surpreendente,
quando foram avaliadas as amostras do nervo vago, nao foram encontradas alteracoes
entre a quantidade de a-sinucleina dos babuinos testados e os controlos. Sugere-se desta
forma que possa haver outras vias alternativas sistémicas, que envolvam a corrente

sanguinea, por onde pode circular a a-sinucleina (43).

5.2. Hipotese de Braak

A consideracao do nervo vago como via fundamental na progressao da DP surgiu
de uma hipotese que tem sido mencionada por diversos autores e serve de base de
pesquisa ha alguns anos, sendo denominada por “hipotese de Braak”, por referéncia aos
trabalhos apresentado por Heiko Braak e colaboradores (10,48). A hip6tese de Braak
sugere que o inicio da patologia pode ocorrer no trato gastrointestinal visto que, em
autopsias de individuos com DP, os agregados de a-sinucleina parecem ter uma
propagacao ascendente através do nervo vago, atingindo regides vulneraveis no SNC de
forma sequencial (10). Estas observaces permitiram postular um estadiamento da

doenca em seis fases, que estao representadas na Figura 4.
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Figura 4 - Representacio esquematica dos seis estadios da DP sugeridos por Braak e colaboradores. A
propagacio da doenca parece ter um curso ascendente, desde o niicleo motor dorsal dos nervos IX/X, bulbo
olfativo e nucleo olfativo anterior (estadio 1) até ao atingimento do neocortex (estadios 5 e 6). A gradac¢ao de
cor observada no esquema esta relacionada com o grau de acumulacdo de a-sinucleina na regiao
representada, sendo maior quanto mais escura ¢ a cor (Adaptado de (48)).

A hipoétese de Braak, apresenta um modelo explicativo da DP baseando-se num
conceito dedutivo pelas suas observacoes anteriores que, apesar de ter sido colocada ha
quase vinte anos, ainda continua presente como foco de estudo em modelos animais.
Contudo, é possivel identificar algumas limitacoes nas conclusées obtidas quanto ao

estadiamento sugerido (49). Uma das limitacGes consistiu na selecao das amostras que
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teve como critério de inclusao a presenca de agregados no nucleo motor dorsal do nervo
vago, descartando a possibilidade de a doenca progredir a partir de outros locais no SNC.
Além disso, a analise dos casos selecionados nao relacionou os achados encontrados com
a gravidade clinica da doenca (49), da mesma forma que a progressao da doenca é
postulada apenas com base na dispersdao de agregados de a-sinucleina no SNC, sem
considerar a perda de neurénios dopaminérgicos na substantia nigra e as alteragoes nas

células da glia, também tipicas da DP.

16



O papel da microbiota intestinal na doenca de Parkinson

6. Caracterizacao da microbiota em doentes com

Parkinson

A caracterizagdo da microbiota intestinal em doentes com Parkinson tem sido
foco de varios estudos no sentido de encontrar padroes que permitam estabelecer uma
relacao com a origem da doenca e a sua progressao clinica.

A microbiota intestinal tem sido estudada por anélise de amostras fecais de
doentes com Parkinson com o objetivo de identificar os taxa (unidades de classificacao
de seres vivos) presentes em maior abundancia, através da sequenciacdo das diferentes
populacgdes bacterianas e identificacdo dos metabolitos presentes (esta tltima anélise foi
feita apenas em alguns estudos, por espetrometria de massa acoplada a cromatografia
gasosa (16,18,19,23)). Para a comparacao entre amostras de doentes com Parkinson e
individuos saudaveis, também sao utilizadas a diversidade a e B. A diversidade a
corresponde a variedade de espécies bacterianas numa amostra, enquanto a diversidade
B corresponde a diferenca de composicao entre amostras diferentes (50). Este método de
andlise de comunidades biologicas permite, portanto, estabelecer uma relacao entre a
composicao microbiana e estados patologicos (50).

Os resultados obtidos referentes a diversidade a nao foram consensuais entre os
varios estudos analisados, sendo que a maioria refere nao haver diferencas significativas
entre as amostras de doentes e controlos saudaveis (15,18,20—24). Alguns estudos
demonstraram haver uma diversidade a superior em doentes (17,19,25—27), enquanto
outros reportaram uma diminuicao da diversidade (21,28). Jin e colaboradores (29)
reportaram uma maior riqueza de comunidades bacterianas em doentes recém-
diagnosticados, em comparacdo com doentes com diagnostico hd mais de um ano e
controlos saudaveis. Estes resultados podem sugerir que uma maior abundancia de
bactérias no inicio da doenca pode ter um papel relevante na sua patofisiologia.

Relativamente a diversidade B, os estudos tém demonstrado que ha diferencas
significativas entre as amostras de doentes e controlos saudaveis (15,18,19,21—23,25—
29), o que reforca a necessidade de estudar de forma mais aprofundada a composicao
microbiana em doentes com Parkinson, com o intuito de identificar os agentes
bacterianos possivelmente implicados na disbiose intestinal e a sua relevancia no
desenvolvimento da patologia.

Na Tabela 1 (ver Apéndice I) é possivel denotar algumas semelhancas entre
estudos realizados por diferentes autores em diferentes paises e areas geograficas.
Contudo, alguns estudos apontam resultados contraditorios relativamente a maior ou

menor abundancia de determinados niveis taxon6micos, e podem ser feitas algumas
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consideracoes a esse respeito. A variacao nas dietas das diferentes areas geograficas pode
explicar os resultados incoerentes relativos a determinados taxa como é o caso da familia
Lactobacillaceae, cuja abundancia pode estar aumentada em controlos saudaveis
oriundos do Nordeste da China, onde é consumida uma couve fermentada (“Suan Cai”)
que ¢ enriquecida neste género bacteriano (20).

A relacao entre diferentes géneros bacterianos pode estar implicada nas variacoes
de abundancia encontradas. Scheperjans e colaboradores (22) reportaram que a
abundancia da familia Ruminococcaceae parece ter uma relacdo inversa com a
abundancia de Prevotellaceae, podendo estar implicado um mecanismo compensatorio,
independente da presenca de DP.

A comparacdo entre doentes com um timing de diagnostico diferente também
pode ser relevante para os resultados, como foi reportado por Jin e colaboradores (29),
que salientaram as diferencas entre doentes recém-diagnosticados e doentes
diagnosticados ha mais de um ano, podendo ser justificadas como derivadas de
alteracoes no estilo de vida ou o impacto da medicacao.

Os estudos da microbiota intestinal normalmente focam-se na composicao do
conteudo fecal, sem considerar a possibilidade de se verificarem associa¢Ges entre a
microbiota e a mucosa. Keshavarzian e colaboradores (17) demonstraram que existem
diferencas significativas entre as comunidades bacterianas associadas a mucosa e as
comunidades analisadas nas fezes, sendo que estas tltimas podem n3o ter tanto impacto

na saude do hospedeiro.

6.1. Composicao bacteriana: fungao e relacdo com a severidade clinica

Alguns autores relacionam a composicao bacteriana intestinal de doentes com
Parkinson com as possiveis func¢oes biolégicas e a severidade clinica.

Os géneros Akkermansia, Oscillospira, Bacteroides, Ralstonia, que estao
descritos como aumentados em doentes com Parkinson (ver Apéndice I) sao apontados
como tendo possivel atividade pro-inflamatéria (17). Em contraste, os géneros
bacterianos produtores de AGCC, que tém sido descritos na literatura cientifica como
tendo atividade anti-inflamatéria, tém sido reportados como diminuidos, como € o caso
de Blautia, Coprococcus, Roseburia, Faecalibacterium (17). A reducdo da familia
Prevotellaceae pode também ter impacto na permeabilidade da barreira intestinal, tendo
em conta que compoem um grupo de bactérias produtoras de mucina, que protege os

enterocitos (22,30).
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A abundancia de determinados aminoacidos aromaticos e ramificados
(isoleucina, valina, fenilalanina, tirosina, triptofano), precursores de
neurotransmissores, também parece estar diminuida em doentes com Parkinson, e esta
relacionada com o aumento dos géneros Rikenellaceae RC9_gut group,
Parabacteroides, Bifidobacterium, Alistipes e com a diminuicao de Faecalibacterium
(18).

A duracdo da doenca e a severidade da DP medida segundo as escalas UPDRS e
Hoehn & Yahr parece ter alguma relacao com a abundancia relativa de alguns géneros
bacterianos. Keshavarzian e colaboradores reportaram que a diminui¢do da abundancia
da familia Lachnospiraceae (constituida por varios géneros anti-inflamatoérios
produtores de butirato, um AGCC) em particular do género Blautia, parece ocorrer com
o aumento da duracdo da doenca (17). O aumento dos géneros Parabacteroides,
Akkermansia, Coprococcus, Bilophila, Collinsella, Methanobrevibacter, Eggerthella e
Adlercreutzia (25) e adiminuicao do género Faecalibacterium (21) parece também estar
relacionado com o aumento da dura¢ao da doenca e com uma maior pontuacao no score
de severidade Hoehn & Yahr. O aumento de bactérias com atividade patogénica
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (Escherichia, Shigella, Proteus,
Enterococcus) foi relatado por Li e colaboradores (24) como estando associado a duragao
da doenca, assim como a maiores pontuacoes na seccao III (funcao motora) do score
UPDRS. Scheperjans e colaboradores (22) também demonstraram que a maior
abundancia desta familia esté relacionada com uma maior instabilidade postural e da
marcha.

A comparacao entre diferentes subtipos da DP também parece ter alguma relacao
com a microbiota intestinal, segundo evidéncia de Lin e colaboradores (27). Foi
demonstrada que a abundancia dos géneros Akkermansia e Clostridium era superior em
doentes com tremor, enquanto em doentes sem tremor, os géneros mais abundantes
encontrados consistiam em Propionibacterium, Bacteroides, Flavobacterium,
Mogibacterium, Sutterella, Alcaligenacea, Cupriavidus e Desulfovibrio (27).

Relativamente a disfunc@o cognitiva parece existir uma relacao inversa entre a
abundancia relativa dos géneros Butyricimonas, Alistipes e Odoribacter e a pontuacao
no score MoCA (do inglés, Montreal Cognitive Assessment) e a mesma relacao inversa
entre os géneros Butyricimonas e Barnesiella e o score MMSE (do inglés, Mini Mental
State Examination) (19).

A andlise das funcoes bioldgicas hipotéticas das comunidades bacterianas
encontradas em maior abundancia relativa e a sua relacao com a severidade clinica, pode
permitir deduzir de que modo o desequilibrio do ecossistema intestinal pode ter

relevancia na DP. Contudo, existem varios desafios a uniformizacao dos dados obtidos e
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as ilacoes que podem ser retiradas destes, tendo em conta que os resultados dos estudos
analisados ndo permitem estabelecer uma relagao causa-efeito, as amostras da maioria
dos estudos ser reduzida (a maior parte dos estudos analisados tem menos de sessenta
doentes), as diferentes dietas das populacoes de diversas areas geograficas estudadas
(contornadas em alguns estudos através da inclusdo dos conjuges como controlos
(19,25,26,29)), as diferencas da medicacao prescrita (ha alguma relacdo entre o
metabolismo dos farmacos e a microbiota intestinal (16,21,29)), a idade, presenca de
comorbilidades, o estadio da doenca e manifestacoes clinicas (por exemplo, presenca de
sintomas gastrointestinais). Além disso, os estudos encontrados fazem comparacgoes

segundo diferentes niveis taxondmicos, o que complica a generalizacao dos dados.
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7.  Relacao entre a microbiota e a etiologia da doenca de

Parkinson

A etiologia da DP tem sido uma incognita desde a sua descoberta, apesar de ter
sido descrita pela primeira vez ha mais de 200 anos. A identificacao dos genes associados
a DP familiar, para além de permitir um diagndstico precoce e aconselhamento familiar,
tem permitido focalizar o estudo nas alteracoes genéticas e a sua relacdo com uma maior
predisposicao para o desenvolvimento da doenca (3). Apoiando a possibilidade da
origem da doenca na microbiota intestinal, foi demonstrado em murganhos que uma
mutacdo da chaperona DJ-1 (gene Parky) tem impacto significativo na composi¢ao da
microbiota intestinal e providencia um perfil inflamatdrio, envolvendo as células da glia,
o que aumenta a suscetibilidade dos neurdénios dopaminérgicos ao efeito nocivo da
exposicao ao LPS (lipopolissacarideo), uma endotoxina bacteriana (51,52). Noutro
estudo em murganhos com auséncia do gene PINK1, a infecao intestinal por bactérias
gram-negativas (que sao portadoras de LPS na sua parede celular) provocou uma reacao
autoimune (células T CD8+ anti-mitocondriais) que desencadeou sintomas
caracteristicos da DP, por lesdo de neur6énios dopaminérgicos (53).

A dependéncia da microbiota intestinal para as manifestacoes motoras da doenca
tem sido testada em murganhos. A administragdo oral de rotenona (pesticida conhecido
por induzir manifestacoes motoras semelhantes a DP) durante seis semanas, provocou
uma diminui¢do da forca e coordenagcdo motora em murganhos saudaveis; contudo, o
mesmo nao foi observado em murganhos “germ-free” (expressao que indica a deplecao
total de bactérias no seu intestino) (54). Sampson e colaboradores (55) também
demonstraram que a microbiota intestinal é importante para o desenvolvimento de
défices motores caracteristicos da doenca, através da mediacdo de processos
inflamatoérios que promovem a ativacao da microglia e a agregacao de a-sinucleina, em
modelos animais. A transferéncia de amostras fecais de doentes com Parkinson para
murganhos, também teve um impacto significativo no agravamento da sintomatologia.

O impacto do desequilibrio do microbioma intestinal a nivel sistémico e no SNC
pode ser dependente do eixo intestino-cérebro, e como tal, um ambiente vulneravel pode
potenciar esta comunicacdo, pelo que a barreira intestinal assume um papel de
contencdo a acdo de agentes patogénicos que apresentem atividade altamente
inflamatoéria. Os estudos em doentes com Parkinson tém demonstrado que ha uma
elevacao de calprotectina (56,57) (marcador inflamatério intestinal) e de zonulina
(56,57) e alfa-1-anti-tripsina (56) (marcadores de permeabilidade intestinal) em

amostras séricas e fecais, o que suporta a possibilidade do envolvimento destes fatores
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na etiologia da DP. Forsyth e colaboradores (58) também demonstraram a existéncia de
uma maior permeabilidade da mucosa do célon sigmoide (através do teste da secrecao
urinaria de sucralose) em doentes com Parkinson associada a uma maior exposicao da
mucosa a endotoxinas bacterianas (coloracao intensificada de E. coli na mucosa do colon
sigmoide e niveis plasméticos reduzidos de proteinas ligantes a LPS) e a um aumento da
acumulacao de a-sinucleina e do stress oxidativo local (intensificagcao da coloracao de a-

sinucleina e de nitrotirosina).

7.1 Permeabilidade intestinal

A mucosa intestinal é coberta por uma camada de muco, produzida por células
caliciformes, que protege o epitélio e serve de substrato a microbiota, sendo uma fonte
de carbono e energia (59). A espessura desta camada é dependente do consumo de fibra
alimentar e da composi¢do bacteriana no intestino, pelo que a sua redu¢do aumenta a
interacdo entre agentes patogénicos e a mucosa, o que pode ter efeitos nocivos para o

hospedeiro (representacao ilustrativa desta hipotese na Figura 5) (60).

Diata rica em fibra [heta sem fibra

Camada de muco madura: Cﬂﬂlﬁﬂfnnlﬁl D:l:ﬂiﬂa
funcio de barreira mtacta TIICTOr =
: disfangio da barreira
Microbiota - Microbiota - Backari =
T e, N Motk @ [dognc gy Uytenee gy - Deadeio
= 4\' Gy fibra da dista do hospedairo

Figura 5 — Representacao ilustrativa da importancia da fibra alimentar na preserva¢io da integridade da
mucosa intestinal. Uma dieta rica em fibra favorece a proliferagio de bactérias produtoras de muco, inibindo
o crescimento de bactérias patogénicas e degradantes de muco. Pelo contrario, uma dieta sem fibra aumenta
a abundéincia de bactérias degradantes de muco e aumenta a suscetibilidade da mucosa a acdo de agentes
patogénicos (Adaptado de (60)).
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As espécies que normalmente degradam mucina constituem uma pequena
percentagem da microbiota, estando incluidas neste grupo os géneros Ruminococcus,
Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium e Akkermansia (59); contudo a sua
abundancia parece estar aumentada na DP, o que pode contribuir para uma maior
permeabilidade da barreira intestinal nestes doentes.

Um dos fatores que pode ser responsavel pela maior permeabilidade intestinal
consiste na reducdo de espécies bacterianas que se acredita serem responsaveis pela
producao de AGCC. Feng e colaboradores demonstraram, em murganhos, que a disbiose
intestinal provocada por antibi6ticos de largo espetro leva a uma redugdo de AGCC,
diminuicao da expressdao de proteinas das jun¢des de oclusio nomeadamente, ZO-1,
ocludina e claudina-1 (responsaveis pela permeabilidade seletiva da mucosa intestinal) e
a uma ativacao do inflamassoma por NLRP3 (do inglés, “Nod-Like Receptor 3”) (61). A
ativacao do inflamassoma é um meio pelo qual se desenvolvem cascatas inflamatérias no
sistema imune inato, pelo que um defeito nos seus elementos reguladores pode dar
origem a uma maior suscetibilidade a lesao epitelial (62).

A nivel central parece também poder haver um comprometimento da barreira
hematoencefalica com a reducao de AGCC, por diminuicao das espécies produtoras de
propionato e acetato (dois AGCC), segundo um estudo em macacos rhesus (63). As
concentracoes absolutas de AGCC, nomeadamente, acetato, propionato e butirato,
encontram-se também diminuidas em doentes com Parkinson (16), assim como as
populagdes bacterianas responsaveis pela sua producao, como foi descrito previamente.
Os AGCC podem proteger as células da mucosa intestinal pela diminuicao da ativacao
inflamatoéria provocada pelas endotoxinas bacterianas, preservando a permeabilidade
intestinal normal (64). O butirato, para além de ser uma fonte de energia, é um inibidor
das desacetilases de histona (podendo regular a expressao génica), e assume um papel
protetor dos enterdcitos, participando em funcdes como a mediacdo da producao de
mucina, expressao de proteinas das juncoes de oclusao e de processos anti-inflamatoérios
como a regulacao da quimiotaxia de citocinas inflamatorias (65).

No entanto, os resultados dos estudos entre doentes e modelos animais da DP
tém sido contraditorios, tendo sido demonstrado em murganhos que os AGCC podem
ser potenciadores do desenvolvimento de sintomas caracteristicos da DP (55). Apesar
dos efeitos benéficos que tém sido atribuidos aos AGCC, o facto de nao serem
completamente reproduzidos em modelos animais da DP pode apontar para as
limitagoes destes ou para funcbes paradoxais ainda nao identificadas. Além disso, é
sugerido que podem interferir no desenvolvimento da patologia numa fase inicial e os
resultados que tém sido reportados em humanos podem dever-se a uma fase posterior
da doenca (66).
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O modo como os agentes patogénicos se aproveitam da maior permeabilidade da
mucosa intestinal ainda nao foi esclarecido, mas existem algumas propostas que
assentam nos fatores de viruléncia. As toxinas microbianas podem desempenhar um
papel importante na integridade da barreira intestinal e na neuroinflamacao como é
demonstrado por Esteves e colaboradores (67), que apresentam um modelo pelo qual
uma toxina microbiana, que pode estar presente nas cadeias alimentares e é proveniente
de ecossistemas marinhos, pode induzir processos patologicos que culminam na

disfuncao mitocondrial no mesencéfalo (Figura 6).
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Figura 6 - A BMAA (beta-N-metilamino-L-alanina) é uma toxina microbiana que pode provocar a reducao
das bactérias filamentosas segmentadas, levando a diminuicao da integridade da barreira intestinal e
inducao de um estado inflamatoério com um aumento da agregacdo da a-sinucleina, que pode progredir até
ao SNC. Esta toxina pode atingir o SNC pela corrente sanguinea e pelo nervo vago, onde é capaz de induzir
uma disfuncdo mitocondrial, ativacdo da microglia e dano nos neur6nios dopaminérgicos (Adaptado de

(67)).
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7.2.  Papel da inflamacao

A germinagao de um estado inflamatoério no intestino pode ser um mecanismo
implicado na etiopatogenia da DP, como foi sugerido anteriormente. Devos e
colaboradores (68) demonstraram que existe um aumento significativo na expressao de
citocinas pro-inflamatoérias TNF-a (Fator de necrose tumoral, do inglés Tumor Necrosis
Factor); interferao-y; interleucina (IL)-6 correlacionado com um aumento da expressao
de marcadores entéricos gliais (GFAP; SOX-10), em biopsias do coélon ascendente de
doentes com Parkinson. Também foi verificado por Perez-Pardo e colaboradores (69) a
existéncia de um aumento da expressao de TLR4 (um ligando especifico de endotoxinas
bacterianas), células T CD3+ e de citocinas em doentes com Parkinson e que, em modelos
de murganhos, a auséncia de TLR4 diminuia a inflamacao intestinal, a disfuncao
intestinal e motora e a perda de neurénios dopaminérgicos provocada pela rotenona
(substancia utilizada para induzir caracteristicas patoloégicas da DP em modelos
animais).

A disbiose intestinal pode ser um fator importante na origem da inflamacao
intestinal, tendo em conta o potencial patogénico de algumas espécies bacterianas
residentes. Lin e colaboradores (27) demonstraram que o aumento da abundancia do
género Bacteroides e do filo Verrucomicrobia esta associado ao aumento dos niveis das
citocinas pro-inflamatorias TNF-a e interferdo-y, respetivamente. A exposi¢cao do
hospedeiro a endotoxinas bacterianas, como o LPS (presente na parede celular de
bactérias gram-negativas) podem estar implicadas no aumento da inflamagao a nivel
intestinal e na neuroinflamacdo que culmina na DP. Gorecki e colaboradores (770)
demonstraram que o LPS provoca uma alteracao da disposicao das proteinas das jun¢oes
de oclusao (ZO-1 e e-caderina) das células epiteliais do intestino, in vitro. Choi e
colaboradores (71) sugerem um mecanismo pelo qual o LPS pode assumir uma especial
importancia. A administracio de uma espécie bacteriana patogénica gram-negativa,
Proteus mirabilis, em murganhos, aumentou a permeabilidade intestinal e induziu uma
resposta inflamatoria que aumentou a morte celular dos neurénios dopaminérgicos na
substantia nigra pars compacta (e a degeneracao concomitante dos terminais destes no
estriado) e aumentou a ativacdo da microglia e a agregacao de a-sinucleina, com a

consequente manifestacao de sintomas motores precocemente (Figura 7).
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Figura 77 - Representacdo esquematica do efeito que a espécie Proteus mirabilis pode ter na inducido de
caracteristicas patolégicas da DP em murganhos, desde a inducio de inflamacao intestinal, através de um
fator de viruléncia (LPS), até aos possiveis efeitos a nivel cerebral que despoletam disfuncdo motora. A
administracao oral de P.mirabilis leva a um aumento desta espécie na microbiota do limen intestinal. O
lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana de P.mirabilis é reconhecido por recetores membranares
TLR4 (provocando um aumento mediado por macréfagos das citocinas inflamatérias como o TNF- a) e induz
um aumento da permeabilidade intestinal (por diminuicdo da expressdo de ocludinas), o que leva ao
aumento da resposta inflamatéria e de proteinas ligantes a esta endotoxina na corrente sanguinea.
Adicionalmente, o LPS pode ser responsavel por aumentar a agregacao da a-sinucleina na lamina proépria,
que progride posteriormente para o SNC através do nervo vago. O LPS e a a-sinucleina podem atingir
seletivamente os neurénios dopaminérgicos da substantia nigra (SN) e suas projecoes no estriado (ST) e
provocar uma inflamacao neuronal (ativacdo da microglia) que resulta na lesdo destas células, culminando
no desenvolvimento de sintomas motores tipicos (Adaptado de (71)).

A perturbacao na ativacdo de um inflamassoma pode permitir uma maior
suscetibilidade a lesdo epitelial, pela predisposicdo a acao deletéria de determinados
agentes bacterianos, como demonstrado, por Seregin e colaboradores (62), em
murganhos com deficiéncia de NLRP6 (do inglés, “Nod-Like Receptor 6”) (Figura 8).
Noutro estudo, foi demonstrado que a formacao de um inflamassoma por NLRP3 (do
inglés, “Nod-Like Receptor 3”) pode estar implicada na diminuicido da barreira

intestinal, por reducao da expressao de proteinas de membrana (61).
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Figura 8 — O reconhecimento por NLRP6 pode ser importante na limitacdo da colonizagdo intestinal pela
espécie Akkermansia muciniphila, inibindo os seus efeitos no muco e media¢ao de processos inflamatérios.
Em murganhos com deplegio de interleucina-10 (IL-10), a formac¢do de um inflamassoma NLRP6 induz a
expressdo de interleucina-18 (IL-18), o que inibe a proliferacao de A. muciniphila e, consequentemente,
preserva a camada de muco que protege o epitélio intestinal. A auséncia de NLRP6 em murganhos com
deplecdo de IL-10 permite uma proliferacio bacteriana acentuada levando a um aumento do consumo de
muco existente na superficie dos enterdcitos, aumento da producio de mediadores pro-inflamatoérios (pela
maior ativagdo de macréfagos e células T) e o desenvolvimento subsequente de colite (Adaptado de (62)).

7.3.  Sistema Nervoso Central: o destino final?

A microbiota intestinal pode ser responsavel pela agregacdo anormal da a-
sinucleina que posteriormente se desloca até ao SNC de forma progressiva e é
responsavel pela DP. Contudo, ainda nao esta claro se o ponto de partida da doenca é o
intestino, e se os agregados de a-sinucleina que tém sido encontrados no SNE nao
resultam antes de uma propagacao desta proteina de forma rostro-caudal. Um estudo
em individuos post mortem sugere que as bactérias e fungos podem alojar-se no tecido
nervoso em doentes com Parkinson. Pisa e colaboradores (72) demonstraram, através de
anticorpos fungicos e bacterianos, a presenca de entidades microbianas diversas em
diferentes regidoes do SNC (principalmente no cortex motor, mesencéfalo e bulbo
raquidiano), em amostras de doentes com Parkinson. Desta forma, reforca-se a hipotese
do envolvimento de microorganismos na patogénese da DP, que podem atingir as regioes

do SNC implicadas na doenca, em ambientes suscetiveis.
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8. Microbiota intestinal como marcador de diagnéstico

Até ao momento nao existem biomarcadores especificos da doenca, pelo que as
alteracoes observadas na microbiota intestinal em doentes com Parkinson poderao abrir
portas para o diagnéstico precoce da doenca, através do estudo do genoma e metaboloma
fecal e da abundancia das comunidades bacterianas fecais que tém sido identificadas nos
estudos.

A comparacao entre os diferentes estudos em doentes com Parkinson revelou
varios dados dispares pelo que nao é possivel definir de forma consistente quais os
grupos taxonomicos diretamente associados com a DP. Contudo, alguns autores sugerem
algumas espécies como potencialmente relevantes para o diagnoéstico. Segundo
Scheperjans e colaboradores (22), a familia Prevotellaceae tem potencial para ser usada
como fator de exclusdo da DP. Apesar de isoladamente nao ser suficientemente
especifica, a sua abundancia é habitualmente muito reduzida em doentes com Parkinson.
E, desta forma, sugerido pelos autores que sejam usados outros taxa para aumentar a
sensibilidade e especificidade desta discriminacao.

Hopfner e colaboradores (15) determinaram o valor preditivo dos achados
encontrados através de uma anéalise de curva ROC (do inglés, “Receiver Operating
Characteristic”) relativamente a abundancia das familias Lactobacillaceae,
Barnesiellaceae e Enterococcaceae para a DP tendo obtido um valor AUC (do inglés,
“Area Under the Curve”) de 0.83 (95% de intervalo de confianca: 0.73-0.94); ou seja,
estes achados permitem discriminar doentes com Parkinson de controlos saudaveis com
cerca de 83% de precisao. Yan e colaboradores (18) identificaram o género
Rikenellaceae_ RC9_gut_group como preditor de doenca, com um valor de AUC de
0.899 (95% de intervalo de confianca: 0.798—-0.999).

A caracterizacao gen6mica de amostras fecais também pode permitir identificar
biomarcadores da DP. Qian e colaboradores (773) identificaram vinte e cinco marcadores
genéticos da microbiota intestinal que podem permitir o diagnoéstico da doenca e a
diferenciacdo com outras patologias, como a doenca de Alzheimer (DA) e a Atrofia
Multissistémica (AMS). Os autores fizeram uma validacao dos resultados usando um
grupo independente composto por setenta e oito doentes com Parkinson, setenta e cinco
controlos saudaveis, quarenta doentes com AMS e vinte e cinco doentes com Alzheimer
e demonstraram que o uso dos marcadores identificados permite discriminar a DP (AUC
de 0.905; 95% intervalo de confian¢a: 0.860-0.951), e diferenciar de AMS (AUC de
0.831; 95% intervalo de confianca: 0.74 —0.922) e de DA (AUC de 0.901; 95% intervalo
de confianca: 0.827-0.976).
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O estudo do metaboloma fecal de doentes com Parkinson em comparagdo com
controlos saudaveis, tem evidenciado uma reduzida concentracao de AGCC e alteracoes
significativas no metabolismo de aminoacidos (por exemplo, isoleucina, leucina e
fenilalanina — apesar de apresentarem relacoes de abundancia contraditorias entre
estudos (18,23)), lipidos (reducao dos acidos oleico e linoleico) e vitaminas (reducao de
acido pantoténico (vitamina B5) e 4cido nicotinico (vitamina B3)) (16,23). Assim, os
metabolitos bacterianos e as vias metabdlicas comprometidas podem ser potenciais
biomarcadores da DP. Contudo, até a data e na sequéncia da pesquisa realizada, nao
foram encontrados estudos que tenham avaliado o uso do metaboloma fecal como
biomarcador de diagnostico da DP.

Os possiveis biomarcadores apresentados tém resultados de AUC que os
configura como excelentes preditores da DP (74). Os resultados obtidos, apesar de
promissores, devem ser replicados em mais estudos com amostras populacionais mais
alargadas para uma melhor afericdo da sua replicabilidade. Além disso, reforca-se a
necessidade de existéncia de mais estudos que incidam na caracterizacdo da microbiota
intestinal, ndo s6 por sequenciacao génica como também ao nivel do metaboloma fecal,

para descobrir novas possibilidades de biomarcadores da doenca.
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9. Possibilidades terapéuticas: foco na microbiota

intestinal

A melhoria da qualidade de vida dos doentes com Parkinson e a possibilidade de
atrasar a progressao dos processos neurodegenerativos seria um avanco cientifico com
um real impacto na morbimortalidade desta populacao, principalmente se fosse possivel
atuar na historia natural da doenca através da modificacdo da microbiota intestinal. O
uso de probioticos, prebioticos e o transplante de microbiota fecal sdo possibilidades que

tém sido testadas em modelos animais e em doentes com Parkinson.

9.1.  Probioticos e Prebidticos

Os probidticos sdo suplementos alimentares que contém microorganismos vivos
e que sdo usados com o objetivo de equilibrar a composi¢ao da microbiota intestinal (75).
Um estudo in vitro (76) demonstrou que um probio6tico composto por Lactobacillus e
Bifidobacterium tem a capacidade de inibir a producao de citocinas pré-inflamatorias
(TNF-q, IL-6 e IL-17A), aumentar a producao de citocinas anti-inflamatoérias (IL-4 e IL-
10) e diminuir a producdo de espécies reativas de oxigénio pelas células monoclonais
obtidas de doentes com Parkinson e de controlos saudaveis, com destaque para as
espécies Lactobacillus salivarius LSo1 e Lactobacillus acidophilus LAo2. Castelli e
colaboradores (77) também demonstraram in vitro (linhagem de células humanas SH-
SY5Y) que a formulacdo SLAB51 pode aumentar os niveis de proteinas com efeito
neuroprotetor e diminuir as proteinas associadas a morte celular, por modulacao de
BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro, do inglés Brain-Derived Neurotrophic
Factor), uma neurotrofina que tem o papel de manutencao da sobrevivéncia e
diferenciacao de células dopaminérgicas.

O papel dos probiodticos também tem sido estudado em modelos animais da DP.
Srivastav e colaboradores (78) demonstraram que uma mistura de probioticos,
nomeadamente Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium animalis lactis e
Lactobacillus acidophilus, permite proteger os neurénios dopaminérgicos (na
substantia nigra) da neurotoxicidade das substancias 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina (MPTP) e rotenona. Em murganhos expostos a MPTP, o probidtico
Clostridium butyricum (79) diminuiu a disbiose intestinal, reduziu a perda de neur6nios
dopaminérgicos e melhorou os défices motores. A suplementacdo com o probiotico L.
salivarius AP-32 em ratos expostos a 6-OHDA aumentou as concentracoes fecais de

AGCC, aumentou a atividade de enzimas anti-oxidativas e melhorou a funcao
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mitocondrial, mecanismos que podem ser responsaveis pela preservacao dos neurénios
dopaminérgicos e melhoria da motricidade observadas (80,81).

O probidtico Lactobacillus plantarum PS128 ji foi demonstrado em murganhos
que poderia reduzir a progressao das alterac6es neurodegenerativas que ocorrem na DP,
aumentando os niveis das neurotrofinas BDNF e NGF no estriado, dos
neurotransmissores dopamina e norepinefrina e reduzindo a ativacao das células da glia,
preservando os neur6nios dopaminérgicos (82). Os seus beneficios foram testados por
Lu e colaboradores (83) em doentes com Parkinson que notaram que o tratamento diario
de vinte e cinco doentes durante doze semanas melhorou a pontuagido no score UPDRS
total e na secc¢do III (funcdo motora), com destaque para uma relacio ON/OFF superior
(maior sensibilidade ao efeito da levodopa), diminuicao do subscore de acinésia no
periodo OFF e uma melhoria na qualidade de vida (quantificada pelo score PDQ-39).
Contudo, nao foram observadas reducoes significativas no tremor, rigidez, postura e
marcha.

Os prebioticos sdo compostos alimentares nao digeriveis que promovem o
crescimento e/ou a atividade de determinadas espécies bacterianas do hospedeiro (75).
Chen e colaboradores (84) demonstraram que a administracao oral de fisetina (um
bioflavonoide encontrado em frutas e vegetais) em murganhos protege dos efeitos
provocados pela injecdo intraperitoneal de MPTP, diminuindo as debilidades motoras
induzidas por esta substancia (na locomocdo, coordenagcdo e bradicinesia).
Adicionalmente foi demonstrada uma maior abundancia da familia Lachnospiraceae e
uma abundancia significativamente reduzida dos géneros Escherichia-Shigella e
Bacillus no grupo intervencionado com fisetina, em comparacdo com o grupo de
murganhos injetados com MPTP.

Becker e colaboradores (85) testaram o uso de amido resistente como prebiotico
em doentes com Parkinson, durante oito semanas. Uma melhoria nos sintomas nao
motores, entre os quais, os sintomas depressivos, foi reportada; contudo nao se
observaram alteracoes nos habitos intestinais. Em termos de marcadores fecais, foi
também observada a reducao dos niveis de calprotectina, sugerindo uma diminuicao da
inflamacao intestinal. Nao foram observadas alteragdes na diversidade da microbiota
intestinal entre os varios grupos testados, incluindo a abundancia de bactérias
produtoras de AGCC.
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9.2. Transplante de microbiota fecal

O uso de transplante de microbiota fecal (TMF) de pessoas saudaveis nao é uma
iniciativa nova, sendo que ja é usada atualmente no tratamento de infegoes
gastrointestinais. A selecdo da microbiota para transferir é proveniente de individuos
saudaveis e, apos purificacao, pode ser colocada no intestino de doentes através de sonda
nasoduodenal, colonoscopia ou capsula oral (86).

Em murganhos expostos a MPTP, foi demonstrado que o TMF pode ter efeitos
neuroprotetores ao melhorar a disbiose intestinal (87). A melhoria no desempenho
motor foi demonstrada concomitantemente com a diminuicdo da expressiao de
marcadores inflamatorios (TLR4, TBKi1, NF-kB, TNF-a) no estriado e no célon,
diminuicdo da ativacdo da microglia e dos astrécitos que circundam os neur6nios
dopaminérgicos, aumento dos niveis de dopamina e serotonina no estriado e diminuicao
da perda de neurdénios dopaminérgicos. Adicionalmente aos resultados apresentados
neste estudo, Zhong e colaboradores (88) demonstraram que o TMF pode diminuir a
expressao de a-sinucleina e diminuir a ativacao da microglia pela mediacao das vias
inflamatoérias TLR4/PI3K/Akt/NF-kB.

Os estudos em doentes com Parkinson também demonstraram alguns beneficios
do TMF. Kuai e colaboradores (89) testaram o TMF, durante doze semanas, em dez
doentes, e observaram melhorias na obstipacao e instabilidade postural e diminuicao das
dificuldades na marcha, traduzindo-se numa reduc¢ao da pontuacao nos scores de Hoehn
e Yahr, UPDRS (parte III, que corresponde aos sintomas motores) e NMSS. A melhoria
dos sintomas ndo motores como a ansiedade, depressao e qualidade do sono foi
reportada por Xue e colaboradores (90) num estudo preliminar em doze doentes apos
doze semanas, assim como uma reducao significativa da pontuacgao na parte III do score
UPDRS. A eficicia do tratamento durou, em média, seis meses nos doentes com TMF
por colonoscopia e foi reportada uma resposta satisfatéoria em dois doentes durante um
periodo de mais de dois anos. No reporte de um caso por Huang e colaboradores (91) foi
observada uma reducao na obstipacdo que se manteve por trés meses e a diminuicao do
tremor de repouso dos membros inferiores que foi quase curativa na primeira semana
apos o TMF, mas que voltou a perto do estado inicial ap6s dois meses.

O tratamento com TMF parece ser seguro e os efeitos adversos sdo ligeiros e auto-

limitados, sendo que os mais reportados sao as dores abdominais e flatuléncia (89,90).
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9.3. Ginseng vermelho coreano (Panax ginseng) e FLZ

Assumindo o intestino como alvo terapéutico, tém surgido outras possibilidades
testadas em modelos animais da DP além da modificacdo da composi¢ao da microbiota.

O Ginseng vermelho coreano ¢ extraido da raiz de uma planta asiatica, espécie
Panax ginseng, que tem potencial para ser usado na DP tendo em conta que a
administracdo oral em murganhos parece reduzir os efeitos do MPTP, suprimindo a
reducao das juncoes de oclusao no codlon e o aumento das citocinas inflamatorias, como
o TNF-a e IL-1B, e a agregacao de a-sinucleina no cbélon e no SNC (92,93). Também
observaram uma reducao da ativagdo da microglia e dos astrocitos, uma diminuicdo da
perda de neurénios dopaminérgicos da via nigrostriatal e alteragdoes na composicao da
microbiota com efeitos anti-inflamatorios (diminui¢do da abundancia das espécies do
filo Verrucomicrobia e dos géneros Ruminococcus e Akkermansia e o aumento da
abundancia do género Eubacterium) (93).

Um composto sintético derivado de uma planta chinesa (Annona glabra),
denominado como FLZ (formulado como N-[2-(4-hidroxi-fenil)-etil]-2-(2,5-dimetoxi-
fenil)-3-(3-metoxi-4-hidroxi-fenil)-acrilamida), tem sido testado por administracao oral
em murganhos e parece reduzir os défices motores provocados pela administracao oral
de rotenona nestes animais, através da regulacio da composicio da microbiota
intestinal, diminuindo a resposta inflamatoéria intestinal e cerebral por meio da via
TLR4/MyD88/NF-kB (94).

34



O papel da microbiota intestinal na doenca de Parkinson

10. Conclusao

O eixo intestino-cérebro tem sido estudado nos tltimos anos com o objetivo de
descobrir a sua importancia para a etiologia de varias doencas neuropsiquiatricas e
neurodegenerativas. Neste sentido, o estudo da microbiota intestinal tem permitido
realizar algumas correlacoes e tém sido sugeridos alguns mecanismos que poderao ter
relevancia nas varias doencas em foco.

A composi¢ao da microbiota intestinal em doentes com Parkinson tem revelado
varias alteracoes que podem permitir um método de diagnostico precoce ou até um alvo
terapéutico no futuro pelo que tem sido um nicho de investigacdo muito explorado.
Contudo, os estudos realizados apresentam véarias limitacoes, nomeadamente: a variacao
geografica das populacoes estudadas, as amostras populacionais reduzidas, os desenhos
de estudo maioritariamente correlativos e os métodos de identificacdo bacteriana (a
maior parte dos estudos caracteriza a microbiota com base na sequencia¢ao génica e nao
no seu metabolismo, nao permitindo assim deduzir a sua atividade). Além disso, a
maioria das hipoteses foram testadas, essencialmente, em modelos animais da DP, tendo
implicitamente algumas limitacgoes.

A analise da abundancia relativa dos diferentes niveis taxonémicos também pode
nao refletir fielmente a importancia de cada taxa, pelo que a complexidade de interagoes
entre diferentes comunidades deve ser considerada, assim como a dificuldade de
reproduzir em modelos animais da DP o ecossistema intestinal em seres humanos.

O papel da microbiota intestinal tem sido atribuido a acao bacteriana, e tém
estado longe dos holofotes o impacto de virus, parasitas e fungos para a etiopatogenia da
doencga, pelo que devem ser considerados em estudos futuros. A andlise em maior
pormenor de outras areas do sistema gastrointestinal, como o es6fago, estobmago e o
intestino delgado, que podem ter impacto na microbiota também deve ser considerada.

Os resultados que tém sido obtidos parecem promissores e parecem encaminhar,
cada vez mais, para uma especial relevancia da regulacao intestinal como mediador do
desenvolvimento da patologia, tendo em conta a sua variabilidade ao longo da vida, em
estados de satude e doenca. A problematica do sobreuso de antibi6ticos pode também
refletir-se como potenciador de determinados processos patologicos.

A pesquisa de biomarcadores, da etiologia da doenca, a procura da melhoria dos
sintomas (seja por uma melhor eficacia terapéutica ou até pelo uso de probidticos como
terapia) ou até o retardar da progressio da doenca podem ser promissores e

possibilidades de investigacao e aplicabilidade clinica no futuro.
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Apéndice I

Tabela 1 - Comparagdo dos resultados reportados quanto a maior ou menor abundancia relativa em termos
de filo, familia e género entre amostras de doentes com Parkinson e controlos saudaveis. A tabela esta
ordenada de forma ascendente, de acordo com a data da publicacdo. DP= Doenga de Parkinson; DCL —
Défice Cognitivo Ligeiro; CN — Cogni¢do Normal; DPD= Doenca de Parkinson diagnosticada ha mais de 1
ano; DPN = Doenca de Parkinson “de novo”

Amostra Filo Familia Género
|Prevotellaceae
72 DP e 72 . .
| Clostridiales Incertae Sedis
. controlos
Scheperjans et o . . v . )
saudaveis Naio analisado ) Nao analisado
al. (22) tLactobacillaceae
o 1Verrucomicrobiaceae
(Finlandia) .
1Bradyrhizobiaceae
1Akkermansia
1Oscillospira
38DPe 1 Bacterioides
. 34 controlos 1Bacteroidetes, T Ralstonia (mucosa)
Keshavarzian _ . 1Oxalobacteraceae .
saudéaveis 1Proteobacteria |Blautia
et al.(17) . ) (mucosa) )
tVerrucomicrobia |Roseburia
(E.U.A) |Coprococcus
|Faecalibacterium
(mucosa)
DPe
34 34 1Enterobacteriaceae
controlos . .
Unger et al. o . |Prevotellaceae 1 Bifidobacterium
saudaveis |Bacteroidetes . . .
(16) |Lactobacillaceae |Faecalibacterium
|Enterococcaceae
(Alemanha)
tAcidaminococcus
1Acinetobacter
1Enterobacteriaceae tMegamonas
tVeillonellaceae 1Megasphaera
24 DPe 14 ?Actinobacteria 1Erysipelotrichaceae 1 Escherichia-Shigella
Liet al. (24) controlos 1Proteobacteria 1Coriobacteriaceae 1Streptococcus
saudéaveis |Bacteroidetes 1Streptococcaceae 1 Proteus
tMoraxellaceae 1Enterococcus
tEnterococcaceae |Blautia,
|Faecalibacterium
JRuminococcus
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Tabela 2 - Comparacao dos resultados reportados quanto a maior ou menor abundancia relativa em termos de filo,
familia e género entre amostras de doentes com Parkinson e controlos saudaveis. (cont.)

Amostra Filo Familia Género
1 Christensenella
1Catabacter
89 DP e 66 tLactobacillus
controlos 1 Oscillospira
Petrov et al. L . . . . . .
(28) saudaveis Nao analisado Nao analisado 1Bifidobacterium
2
lDorea
(Rassia) |Bacteroides
|Prevotella
|Faecalibacterium
29 DP e 29 .
. tLactobacillaceae
Hopfner et al. controlos Sem diferencas . .
L. o ) 1Enterococcaceae Nao foi analisado
(15) saudaveis significativas .
1Barnesiellaceae
(Alemanha)
tVerrucomicrobiaceae
tRuminococcaceae
10DPe10 1Porphyromondaceae
. controlos | Bacteroidetes 1Pasteurellaceae .
Li et al. (30) . . . . 1Akkermansia
(China - 1Verrucomicrobia tHydrogenoanaerobacteriu
Nordeste) m
1Lachnospiraceae NK4A
| Prevotellaceae
51 DPe 48
controlos . 1Akkermansia
. . Sem diferencas .
Li et al. (20) saudaveis L . |Lactobacillaceae 1 Prevotella
significativas .
(Nordeste da | Lactobacillus
China)
1Akkermansia
1 Butyricimonas
1 Veillonella
80 DPe7yy .
1O0doribacter
controlos L
. o . ) o . tMucispirillum
Lin et al. (27) saudéveis 1 Verrucomicrobia Nao foi analisado . .
1 Bilophila
. tEnterococcus
(Taiwan)
1 Lactobacillus
1 Parabacteroides
| Prevotella
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Tabela 3 - Comparacao dos resultados reportados quanto & maior ou menor abundancia relativa em termos de filo,
familia e género entre amostras de doentes com Parkinson e controlos saudaveis. (cont.)

Amostra Filo Familia Género
1Bifidobacterium (DPD)
1Alistipes (DPD)
1Klebsiella (DPD)
1Sellimonas (DPD)
1Catenisphaera (DPD)
1 Tyzzerella (DPD)
1 Butyricimonas (DPD)
1 Parabacteroides (DPD)
1Turicibacteraceae (DPN) 1Grupo
72 DP (59 DPE 1Ruminococcaceae (DPN) Christensenellaceae R-7
e 13 DPN) e 48 tRikenellaceae (DPN) (DPD)
controlos tPorphyromonadaceae tRuminococcaceae UCG
saudéaveis (DPE) (DPD)
(39 esposas e 9 1Christensenellaceae (DPE) |Lactobacillus (DPD)
Jin et al. (29) Sem resultados
controlos tgrupo Clostridialesvadin |Prevotella (DPD)
saudaveis) BB60 (DPE) |Streptococcus (DPD)
TRikenellaceae (DPE) |Enterobacter (DPD)
(China — | Prevotellaceae (DPE) | Citrobacter (DPD)
Centro) | Lactobacillaceae (DPE) |Hungatella (DPD)
| Lachnospiraceae (DPE) |Erysipelatoclostridium
(DPD)
| Veillonella (DPD)
1 Bulleidia (DPN)

1 Turicibacter (DPN)
tAdlercreutzia (DPN)
|Streptococcus (DPN)
|Ruminococcus (DPN)
|Paraprevotella (DPN)

13 doentes
com 1Blautia (CN)
Parkinson- TRuminococcus (CN)
DCL, 14 1 Alistipes (DCL)
?Actinobacteria TRikenellaceae
doentes DP- 1Barnesiella (DCL)
Ren et al. (19) CNe13 (DCL) (DCL) 1Butyricimonas (DCL)
| Bacteroidetes tRuminococcaceae
esposas (DCL) 1Odoribacter (DCL)
saudaveis tAnaerotruncus (DCL)
| Blautia (DCL)
(China | Ruminococcus (DCL)
central)
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Tabela 4 - Comparacao dos resultados reportados quanto a maior ou menor abundancia relativa em termos de filo,
familia e género entre amostras de doentes com Parkinson e controlos saudaveis. (cont.)

Amostra Filo Familia Género
tAkkermansia
1Escherichia
1Bifidobacterium
1Streptococcus
1Clostridium
1Serratia
tVerrucomicrobiaceae 1 Veillonella
) . 1Bifidobacteriaceae 1 Prosthecobacter
TActinobacteria,
64 DPes1 . 1Streptococcaceae 1Enterobacter
. 1Proteobacteria . .
Vascellari et controlos . ) 1Desulfohalobiaceae 1Slackia
L. tVerrucomicrobia ) )
al.(23) saudaveis ] |Bacteroidaceae |Bacteroides
- |Bacteroidetes ) .
(Ttalia) ) |Lachnospiraceae |Blautia
|Cyanobacteria . ) )
|Brevibacteriaceae lLachnospira
|Sphingobacteriaceae | Butyrivibrio
|Roseburia,
| Pseudobutyrivibrio
|Brevibacterium
| Dolichospermum,
| Coprococcus
lOdoribacter
71 doentes DP 1Sutterella
Cosma- e 30 controlos |Faecalibacterium
Grigorov et al. saudaveis |Firmicutes |Lachnospiraceae | Oscillospira
(21) (Sul da |Blautia
Alemanha) |Ruminococcus
63 DP, 137
controlos (63 1Firmicutes ) )
. . . 1Oscillospira
conjuges, 74 TActinobacteria .
Zhang et al. . . . . tAkkermansia
controlos tVerrucomicrobia Nao analisado .
(25) L. . |Fusobacterium
saudéaveis) |Bacteroidetes
. . |Prevotella
(China — | Fusobacteria
Centro)
69 DP e 244
controlos (66 +Oscillospi tLactobacillus
5 scillospiraceae
conjuges, 97 Corioh pie 1Collinsella
oriobacteriaceae
. emparelhados tActinobacteria . . tOscillibacter
Lietal. (26) | poridade, e 81 L 1 Bifidobacteriaceae .
’ tFirmicutes . tSubdoligranulum
controlos 1Desulfovibrionaceae . .
) 1 Bifidobacterium
saudaveis) tLactobacillaceae .
|Roseburia
(China — Sul)
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Tabela 5 - Comparacgao dos resultados reportados quanto a maior ou menor abundéncia relativa em termos de filo,
familia e género entre amostras de doentes com Parkinson e controlos saudaveis. (cont.)

Amostra Filo Familia Género
1Alistipes
TRikenellaceae_ RC9_gut _
group
20 DP e 20 e .
1 Bifidobacterium
controlos .
. . . tParabacteroides
saudaveis tActinobacteria o . )
Yan et al. (18) Nao foi analisado 1Sphingomonas
tRuminococcaceae_UCG-
(Nordeste da
. 005
China)
1Agathobacter
tGemmatimonas
| Faecalibacterium
1 Butyricimonas,
TRobinsoniella
1 Flavonifractor
27 DP e 44 .
1Akkermansia
controlos . .
Zapala et al. o 1Bacteroidetes o . 1Eubacterium
saudaveis . ) Nao foi analisado .
(31) 1Verrucomicrobia 1 Parabacteroides
L | Faecalibacterium
(Polonia) . .
|Fusicatenibacter
|Ruminococcus
|Blautia
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