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“0 segundo cérebro”: da microbiota entérica a salde cerebral
Resumo

A relacdo entre o sistema nervoso e a microbiota entérica € um topico que tem gerado
bastante atencao no campo das neurociéncias. A microbiota entérica corresponde ao conjunto
de microrganismos que habitam o trato digestivo dos animais. A colonizacao intestinal ocorre,
na grande maioria, durante a passagem do bebé pelo canal do parto, onde é exposto a
microbiota da mae. Assim, a constituicdo da microbiota entérica varia consoante o tipo de
parto e consoante fatores como o modo de amamentacdo, o gendtipo, o pais e regiao do
hospedeiro, o uso de antibioticos, prebioticos e probidticos. A microbiota entérica nos
primeiros dias de vida é pouco diversificada e instavel; atingindo a idade adulta ela mantém-
se relativamente estavel ao longo do tempo e torna-se Unica e caracteristica de cada
individuo. Quando o hospedeiro é exposto a agentes externos como as alteracdes da dieta ou
o uso de antibidticos a microbiota entérica, que se encontra em simbiose com o hospedeiro,
sofre alteracdes. Contudo, ela apresenta uma grande capacidade de resistir e restaurar o seu
nucleo microbiano. Apesar da resiliéncia da microbiota, esta pode sofrer um fenémeno de
disbiose, que por sua vez, se correlaciona com a elevada prevaléncia de patologias cronicas e

neurodegenerativas, no hospedeiro.

Em particular, a microbiota entérica estabelece uma relacdo bidirecional com o sistema
nervoso central (SNC). Este dinamismo implica efeitos em diversos mecanismos, como a
alteracao da permeabilidade intestinal, que permite a passagem de microrganismos e dos
seus metabolitos neuroativos para a corrente sanguinea que irdo modular o SNC, e a

modulacao do nervo vago e do eixo hipotalamo-hipofise.

Neste sentido, a microbiota entérica influencia o desenvolvimento e a manutencao do
equilibrio dos drgaos e tecidos e o seu papel é importante na manutencao da saude cerebral,
pois através das vias neuro-enddcrinas e imunolodgicas este ecossistema desencadeia a
modulacao do sistema nervoso. Por este motivo tém emergido trabalhos centrados no estudo
do impacto da microbiota entérica na salde neurologica através de estudos quer em modelos
pré-clinicos quer em humanos. Nestes estudos a microbiota entérica € manipulada através da
administracdo de probidticos, prebioticos ou antibidticos. Modelos animal livres de germes

sao frequentemente usados neste tipo de estudos.

Alguns destes estudos permitiram concluir que a disbiose entérica, provocada pela
administracdo de antibioticos ou pela infecdo entérica, propicia comportamentos de
ansiedade em modelos animais. Paralelamente verificou-se que os animais livres de germes se
apresentam menos ansiosos quando sujeitos a estimulo indutor de stresse, apesar de terem
um elevado nivel de corticosterona e de Hormona adrenocorticotréfica (ACTH) e défices na

memoria ndo-espacial e na memoéria de trabalho. Relativamente a doenca de Parkinson,



alguns autores verificaram que o risco de desenvolver esta patologia é inferior nos pacientes
submetidos a vagotomia total, sugerindo uma atuacdo do nervo vago na patogénese do
Parkinson; outros comprovaram existir um agravamento dos sintomas motores com a disbiose

entérica.

Resultados de alguns trabalhos sugerem também a existéncia de uma correlacdo entre a
disbiose entérica e a progressao da doenca de Alzheimer.

Palavras-chave
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Abstract

The relationship between the nervous system and the enteric microbiota is a topic that has
generated a lot of attention in the field of neurosciences. The enteric microbiota corresponds
to the set of microorganisms that colonize the digestive tract of the animals. Most intestinal
colonization occurs during the passage of the baby through the birth canal, where it is
exposed to the mother's microbiota. Thus, the constitution of the enteric microbiota varies
according to the type of delivery and depending on factors such as the mode of
breastfeeding, the genotype, the host country and region, the use of antibiotics, prebiotics
and probiotics. The enteric microbiota in the first days of life is little diversified and
unstable; reaching adulthood it remains stable over time and becomes unique and

characteristic of each individual.

When the host is exposed to external agents such as diet changes or the use of antibiotics,
the enteric microbiota, which is in symbiosis with the host, undergoes changes in its
dynamism. However, it has a great ability to resist and restore its microbial nucleus. Despite
the resilience of the microbiota, it can undergo a phenomenon of dysbiosis, which in turn,

correlates with the high prevalence of chronic and neurodegenerative pathologies in the host.

In particular, the enteric microbiota establishes a bidirectional relationship with the central
nervous system (CNS). This dynamism involves several mechanisms, from the change in
intestinal permeability, that allows the passage of microorganisms and their neuroactive
metabolites to the bloodstream that will modulate the CNS, to the modulation of the action

of the vagus nerve and the hypothalamic-pituitary axis.

In this sense, the enteric microbiota influences the development and maintenance of the
balance of organs and tissues and their role is important in maintaining cerebral health, since
through the neuro-endocrine and immunological pathways this ecosystem modulates the
nervous system. For this reason, research has been focused on the study of the impact of the
enteric microbiota on neurological health through the use of preclinical models and also of
studies in in humans. In these studies, the enteric microbiota is manipulated through the
administration of probiotics, prebiotics or antibiotics. Germ-free animal model is also

frequently used in these investigations.

Some of these studies allowed us to conclude that enteric dysbiosis, caused by the
administration of antibiotics or by enteric infection, leads to anxious behaviours in
conventional animals. At the same time, it was found that the germ-free animals are less
anxious, despite having high level of corticosterone and ACTH and non-spatial deficits in
spatial memory and working memory. Concerning Parkinson's disease, some authors found

that the risk of developing the disease is lower in patients undergoing total vagotomy,

vii



suggesting a role of the vagus nerve role in the Parkinson’s disease pathogenesis; others

showed a correlation between the worsening of motor symptoms and enteric dysbiosis.

Finally, some data, although scarce, point to the existence of a correlation between enteric

dysbiosis and the progression of Alzheimer's disease.

Keywords

Enteric microbiota; mental health; enteric dysbiosis; neurodegenerative disorders.
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“0 segundo cérebro”: da microbiota entérica a salde cerebral
Introducao

A microbiota entérica é um ecossistema formado por multiplos microrganismos que habitam o
trato gastrointestinal (TGl) de um hospedeiro, estabelecendo uma relacao bidirecional de

simbiose com o mesmo (4).

Por exercer um papel fundamental na manutencao da | Probioticos- organismos vivos,
saude do hospedeiro, a microbiota entérica tem sido nomeadamente bactérias,
utilizada e manipulada, através de bioterapias que | que quando ingeridos em
equilibram as colénias bacterianas entéricas, de forma a | quantidades adequadas
promover um ambiente saudavel. As bioterapias com | beneficiam a salde do
probidticos e prebidticos tém o potencial de modificar o | hospedeiro (2).

quadro sintomatico e a progressao de patologias como a
sindrome metabdlica, a diabetes, a obesidade e as | Prebi6ticos- compostos por
doencas neurodegenerativas (4, 5), sendo estas ultimas o nutrientes nao digeriveis tais
foco da atual monografia. como oligossacarideos que

estimulam seletivamente o

O hospedeiro, a microbiota entérica e seus metabolitos crescimento e a atividade da

estabelecem uma comunicacdo através de vias

bioquimicas e funcionais, afetando a homeostase e a
saude do primeiro. Assim, o TGl e sua respetiva microbiota entérica comunicam com o SNC
através do eixo intestino-cérebro, havendo uma correlacdao entre a disbiose entérica e as

doencas neuroldgicas (5, 6).

Existem trés sistemas que participam nesta comunicacao intestino-cérebro, nomeadamente, o
sistema nervoso, o sistema neuroendocrino e por fim, o sistema imunologico. Estes trés
sistemas desenvolveram uma rede de comunicacao molecular altamente integrada, tendo sido
possivel verificar que o desequilibrio desta rede abre portas para o desenvolvimento de
alteracbes no comportamento, na cognicdo, na memoria, na resisténcia a insulina, no

metabolismo lipidico, nos marcadores oxidativos e na ativacao imunologica (5, 6).

Varios investigadores verificaram que os doentes de Alzheimer e de Parkinson apresentavam
frequentemente disbiose entérica (7, 8). Paralelamente, observaram que a manipulacdo da
microbiota entérica pode prevenir alguns efeitos agravantes da doenca neurodegenerativa,
como a reducao dos niveis de neurotransmissores, a inflamacao crénica e o stresse oxidativo.
Foi identificada uma alta taxa de comorbilidades gastrointestinais nestes doentes o que leva a
prossupor haver uma melhoria dos sintomas da doenca neurodegenerativa aquando do
restabelecimento da simbiose entérica. Apesar de todos os achados encontrados acerca deste

eixo ser concordante com a presenca de uma correlacao entre a disbiose da microbiota



entérica e as alteracdes do SNC, ainda nao foi encontrado o principal meio de atuacao entre

estes sistemas (5).

O principal objetivo da presente dissertacdo é compreender a influéncia da atividade da
microbiota entérica sob o SNC e sua interacao com o mesmo. De forma a atingir este objetivo
foi analisada a literatura cientifica publicada neste ambito e interpretados os resultados da
influéncia da microbiota entérica nas alteracdes cognitivas e comportamentais e na
sintomatologia das doencas de Parkinson e de Alzheimer. Por fim, este trabalho pretende

compreender os mecanismos subjacentes a interacao microbiota entérica-SNC.
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Metodologia

Para a elaboracdo desta dissertacao foi realizada uma revisdao da literatura cientifica
referente ao tema, na base de dados do PubMed, entre os meses de Setembro a Dezembro de
2018. Para esta pesquisa foram usados como termos de pesquisa: “gut microbiota OR gut-
brain axis AND neurodegenerative diseases”, “gut-brain axis AND mental health”, “gut-brain
axis AND Parkinson” e “gut-brain axis AND Alzheimer”. Foram pesquisados artigos
classificados como “clinical trials e “reviews”, escritos em inglés, espanhol ou portugués e
publicados nos Ultimos 10 anos. Como resultado da pesquisa efetuada foram obtidos, no total

380 artigos cientificos.

Primeiramente, foram excluidos artigos com base na leitura do titulo do artigo.
Posteriormente, o método de exclusdo baseou-se na analise dos abstracts. Por Gltimo, os
artigos apresentados nesta monografia foram selecionados com base na sua leitura e analise.
Adicionalmente, foram consultados artigos publicados em anos mais distantes por
apresentarem relevancia para a descricio da patogénese de doencas como a doenca de

Parkinson e de Alzheimer.

Apos a analise ponderada do material considerado pertinente, realizou-se a presente revisao

de literatura.
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1. A microbiota entérica

A microbiota entérica é um ecossistema, que apesar de ser dominado por bactérias,
principalmente bactérias anaerobicas, também é formada por virus, bacteriéfagos,
protozoarios e fungos que habitam em simbiose no nosso intestino (9). A microbiota entérica
pertence a microbiota comensal humana que esta presente, na grande maioria, na pele e

cavidades com comunicacao para o exterior do organismo, como a vagina e o TGl (10).
A microbiota entérica é constituida, predominantemente, por dois Filos, o Firmicutes e
Bacteroides (11). Consequentemente, ela é formada por microrganismos benéficos e

microrganismos patogénicos que causam infecao (tabela 1) (12).

Tabela 1- Grupos de microrganismos presentes na microbiota entérica. (12)

Microrganismos benéficos Microrganismos patogénicos
Lactobacteria Bacteriodes
Bifidobacterium Bacilli
Enterococci Clostridia
Propionobacteria Enterobacteria
Peptostreptococci Actenobacteria
Peptococci
Staphylococci
Streptococci
Yeasts

1.1. O desenvolvimento da microbiota entérica

0 intestino do recém-nascido é considerado estéril até ao seu nascimento, apesar de recentes
estudos apontarem para a existéncia de uma possivel colonizacado intestinal ainda no Utero
materno (13). A colonizacao do intestino, na maior parte, inicia-se durante a passagem do

bebé pelo canal de parto, onde este é exposto a microbiota da mae (14).

Apesar de o tipo de parto ser um fator importante na origem da microbiota entérica, também
a idade gestacional influencia a sua composicao. Barrett et al. (2013) analisaram amostras
fecais de 10 criancas pré-termo e verificaram que a microbiota destes nao continha
Bifidobacterium nem Lactobacillus, sendo estes os dois principais constituintes presentes no

recém-nascido de termo (15).



Nos primeiros dias de vida a microbiota entérica do recém-nascido é pouco diversificada e
bastante instavel, tornando-se mais estavel apos a introducao do leite artificial ou materno.
De salientar que a tipologia da alimentacao influencia a composicao da microbiota, sendo que
a alimentacao com leite materno torna a microbiota entérica menos diversificada mas mais
estavel, em comparacdao com a microbiota de recém-nascidos alimentado exclusivamente com

leite artificial (16).

Do primeiro ao segundo ano de vida a microbiota entérica da crianca sofre uma nova
alteracao devido a diversificacdo da alimentacdo com a introducdo da comida solida.
Verificou-se que esta variacao na alimentacdo tem um papel fulcral na formacao da
microbiota entérica a longo prazo. Pensa-se que seja entre os 18-36 meses de vida que a
microbiota entérica sofre a sua ultima grande alteracdo, comecando a assemelhar-se a
microbiota entérica do adulto. Esta estabilidade da microbiota é alcancada mais rapidamente

se a introducdo da comida solida ocorrer de forma precoce (17, 18).

Atingindo a idade adulta a microbiota entérica mantém-se estavel ao longo do tempo e torna-
se Unica e caracteristica de cada individuo, contudo quando o hospedeiro é exposto a fatores
externos como a utilizacdo de antibidticos ou a alteracdo da dieta, a microbiota entérica
pode sofrer alteracdes quantitativas de certas estirpes bacterianas, mas em situacées normais

esta consegue resistir e restaurar o seu nicleo microbiano estavel (19, 20).

Com o envelhecimento do hospedeiro a diversidade e a estabilidade da microbiota entérica

diminuem consoante o estado de salide do mesmo (21).

Apesar da grande resiliéncia e plasticidade da microbiota entérica, esta pode sofrer um
fendmeno de disbiose caracterizado pela alteracdo na quantidade e qualidade das colonias
presentes na microbiota quando exposta a diversos fatores como o uso desmesurado de
antibiodticos, a dieta e os estilos de vida inapropriados, as infegdes, a realizagcao de cesarianas
e o abandono da amamentacdo materna (10). A disbiose entérica correlaciona-se com a
elevada prevaléncia de patologias cronicas, tais como doencas inflamatdrias intestinais,

doencas autoimunes, Diabetes Mellitus, neoplasias e doencas neurodegenerativas (22).
1.2. Funcbes da microbiota entérica

0 organismo mantém uma relacao bidirecional e mutualista com a microbiota entérica. Assim
o hospedeiro fornece nutrientes e protecao para estes microrganismos e a microbiota entérica
fornece protecao contra agentes patogénicos, fornece nutrientes essenciais e vitaminas,
promove a estimulacdo do sistema imunitario e auxilia na digestao de componentes da dieta.
Portanto a microbiota fornece salde para os hospedeiros e estes fornecem as condicoes

necessarias para a sobrevivéncia da microbiota (10).
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Verificou-se que a microbiota entérica e os seus metabolitos estdo envolvidos na modulacao
das funcdes gastrointestinais, tais como, alteracao da permeabilidade intestinal (23), da
funcao imunolodgica (24), da motilidade (25) e sensibilidade intestinal (26) e por fim,
alteracao da atividade do sistema nervoso entérico (SNE) (27). Paralelamente, a microbiota
entérica exerce também um papel essencial na comunicacao entre o TGl e o SNC (28). Estas

correlacoes serdo abordadas mais detalhadamente no capitulo 3.
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2. Como se estuda o papel da

microbiota entérica na saude humana?

2.1. Probiéticos e prebioticos

0 interesse pelo uso de probidticos e prebidticos tem crescido exponencialmente nos Ultimos
anos, quer através da sua introducdo na alimentacdo quer através da administracdo isolada
destes. Varios trabalhos tém comprovado que o uso destas substancias traz vantagens para a
saude humana, proporcionando uma atividade antipatogénica, antidiabética, antiobesidade,
anti-inflamatoria, anticancerigena, antialergénica, angiogénica e, ainda, melhoria da saude

urogenital e do sistema nervoso (3, 29).

Os probidticos sao definidos como organismos vivos, nomeadamente bactérias, que quando

ingeridos em quantidades adequadas beneficiam a salide do hospedeiro (tabela 2) (2).

Ao serem administradas as unidades de colonias adequadas de bactérias, elas somam-se a
microbiota entérica ja existente e conferem beneficios para o hospedeiro, tais como: sintese
de vitaminas do complexo B, vitamina K, enzimas digestivas, como a lactase, protease e
peptidase, regulacao da absorcao de colesterol e triglicerideos, producao de acidos gordos de
cadeia curta (AGCCs) e de enzimas citocromo  P450-like.  Lactobacillus,
Bacillus e Bifidobacterias sao exemplos de probioticos frequentemente utilizados. Os
prebidticos sdo compostos por nutrientes nao digeriveis tais como oligossacarideos
(frutoligosacarideos e os galatoligosacarideos) que estimulam seletivamente o crescimento e
a atividade da microbiota do TGI. Estes prebidticos sdo habitualmente fermentados pelas

bactérias benéficas Bifidobacterium e Lactobacillus, no colon (3, 30).

Portanto, para que um alimento seja considerado prebidtico ele deve cumprir certos pré-
requisitos tais como: nao ser digerido ou absorvido pelo TGI superior, ser seletivamente
fermentado pelas bactérias benéficas da microbiota entérica e ainda ser capaz de induzir
efeitos benéficos para a salde. Alguns destes efeitos podem ser alcancados através da
modulacao da microbiota, aumentando as coldnias das Bifidobactérias e Lactobacilos, que por
sua vez produzem AGCCs, como o butirato, que irdao reduzir o Ph entérico e diminuir as
coldnias patogénicas intestinais de Bacteroides, Fusobacterium e Clostridium spp. (31). Os
AGCCs libertados, também, estimulam as células epiteliais do colon a secretarem agua e ioes,
que consequentemente vao aumentar o volume fecal e acelerar o transito intestinal. Estes
efeitos reduzem a exposicao das células do colon a agentes oxidativos, reduzindo a incidéncia
de sindromes inflamatérias intestinais (29); os AGCCs por terem um efeito antimicrobiano

protegem o hospedeiro de infecdes patogénicas (32).



Assim, os prebidticos sdo o substrato das reacoes de fermentacao realizadas pelas bactérias
comensais do colon, originando compostos organicos como o lactato, acetato, propionato e

butirato, que tém sido associados a beneficios no ambito da saude (33, 34).

Paralelamente, observou-se através de estudos em animais que a ingestao de prebioticos leva
a reducao dos marcadores inflamatorios (35). Os galatoligosacarideos por apresentarem uma
estrutura semelhante a das microvilosidades intestinais, irdo competir com a adesina
bacteriana e impedir a ligacdo das bactérias patogénicas ao epitélio do colon, exercendo

assim uma atividade antipatogénica (36).

Além dos efeitos benéficos anteriormente mencionados, os probioticos e prebioticos
apresentam uma capacidade de imunomodulacado, influenciando a microbiota intestinal e
atenuando a atividade de bactérias patogénicas, tais como a Klebsiella pneumonia e a
Clostridia perfringens. A eficacia destes componentes bidticos depende de varios fatores,
nomeadamente, das caracteristicas do hospedeiro e da microbiota entérica pré-existente, da
diversidade e abundancia da microbiota, a unidade de formacao de colénias utilizada nos
probioticos, a incorporacdo concomitante de prebidticos e a atividade dos bacteridfagos.
Estes Ultimos, sao virus que infetam determinadas bactérias provocando a lise das mesmas e
desta forma, constitui uma barreira de protecado contra bactérias patogénicas e controlam o

numero de bactérias colonizadoras do TGl (3).

Recentemente verificou-se que os prebiodticos, tais como a inulina, galatoligosacarideos e
frutoligosacarideos, ao estimularem a producao de AGCCs, alteram o metabolismo lipidico,
apresentam a capacidade de reduzir a pressdo arterial, os niveis de glicémia, colesterol e
triglicerideos e os fosfolipidos no sangue, minimizando o risco de o hospedeiro desenvolver

diabetes, obesidade e aterosclerose (36, 37).
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Tabela 2 - Tipologia, definicdo e beneficios dos bioticos utilizados em estudos de avaliacdo da funcéao da
microbiota entérica na saide humana.

Tipo de biético

Probidtico

(exemplos: Lactobacillus,

Bacillus e Bifidobacterias)

Prebioticos

(exemplos: oligossacarideos)

Definicao

Organismos vivos,
nomeadamente bactérias, que
quando ingeridos em
quantidades adequadas
beneficiam a salde do

hospedeiro (2).

Nutrientes nao digeriveis que
estimulam  seletivamente o
crescimento e a atividade da

microbiota do TGI (3).

Beneficios

e Sintese de vitaminas do
complexo B,

¢ Sintese de vitamina K,

e Sintese de enzimas
digestivas, como a
lactase, protease e
peptidase,

e Regulacao da absorcao
de colesterol e
triglicerideos,

e Producao de AGCCs e
de enzimas citocromo
P450-like (3).

e Aumento das colonias

de Bifidobacterias e

Lactobacilos, que por
sua vez produzem
AGCCs (32),

e Ligacdo as células
epiteliais do colon
competindo com a

adesina bacteriana -
atividade
antipatogénica (36),

e Alteracao do
metabolismo lipidico do

hospedeiro (37).

A administracao de probioticos e prebioticos tem sido atualmente aplicada em humanos de

forma a avaliar a funcao da microbiota entérica nas doencas neurodegenerativas, como a

doenca de Alzheimer (mais detalhes no capitulo 4.3.)(38).
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2.2 Antibiodticos

A administracdo de antibidticos € o meio mais comum de induzir artificialmente e de forma
controlada uma disbiose entérica. Os atuais estudos utilizam, mais frequentemente, a
administracao dos antibioticos neomicina e bacitracina em animais, de forma a avaliarem o
impacto das alteracées da microbiota. Estes farmacos provocam uma diminuicdo das colonias
Bacteroides e Enterococcus e eliminam os Lactobacillus intestinais dos modelos
experimentais. Esta abordagem é frequentemente utilizada para avaliar a correlacao entre a

microbiota entérica e as alteracdes do comportamento (39).

2.3 Estudos de infecao

Este tipo de estudo permite avaliar o impacto das infecdes causadas por agentes entéricos

patogénicos especificos na salde do hospedeiro (39).

Bercik et al. (2010) observaram, através da infecao de ratos com o parasita nao invasivo
Trichuris muris, que a infecao entérica induz uma elevacéao sistémica de citoquinas, do fator
de necrose tumoral alfa e do interferao gama e uma reducao dos niveis do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), no hipocampo. Este estudo mostrou também que uma infecao
entérica desencadeia um quadro inflamatorio entérico e sistémico e um comportamento de
ansiedade no modelo animal. De forma esquematica, neste trabalho os ratos foram divididos
em 3 subgrupos: no subgrupo 1 foi administrado um probiotico apos infecdo com o parasita
supracitado, no subgrupo 2 houve administracao de imunossupressores apos a infecdo e no
subgrupo 3 foi realizada uma vagotomia antes da infecdo; tendo sido, posteriormente
avaliados, nestes 3 subgrupos, os niveis de citoquinas, de BDNF e o comportamento dos
animais. A administracdo de probiotico com Bifidobacterium longum no subgrupo 1 permitiu a
normalizacdo do comportamento dos animais e dos niveis de BDNF, e a administracao de
imunossupressores no subgrupo 2 permitiu a normalizacao do comportamento e dos niveis de
citoquinas, apesar de nado ter ocorrido influéncia sobre a expressdao de BDNF. No subgrupo 3
observou-se a presenca de alteracdes do comportamento compativeis com um estado de
ansiedade, mesmo tendo os ratos sido submetidos a vagotomia (40). Posso concluir com este
trabalho que a inflamacédo entérica desencadeia alteracdées no comportamento dos animais e
que a normalizacdo do comportamento ocorre através de mecanismos dependentes e
independentes da inflamacdo. Adicionalmente € possivel verificar que as alteracdes do

comportamento sao independentes da integridade do nervo vago.
Recorrendo a modelos animais Gareau et al. (2011) procuraram avaliar a influéncia da infecao
entérica e a auséncia de microbiota entérica na memoria. Neste estudo avaliaram a memoria

em dois grupos de ratos: ratos infetados com Citrobacter rodentium (bactéria patogénica nao
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entero-invasiva) e ratos livres de germes (ver detalhadamente no capitulo 2.4.). Através da

avaliacdo da exploracdo a novos objetos foi possivel verificar que os ratos infetados

apresentavam uma alteracao da memoria, tendo uma tendéncia para explorarem objetos ja

expostos anteriormente, como se fossem novos objetos e que esta disfuncdo da memoria foi

prevenida através da administracdo de probi6ticos. Nao obstante, observou-se também no

grupo de ratos livres de germes uma alteracao da memoria (41).

Em conjunto os dados existentes sugerem uma correlacdo entre a infecdo entérica e as

alteracdes comportamentais e de memoria.

2.4 Modelo animal livre de
germes, do inglés “Germ

free”

Nos estudos da microbiota podem ser utilizados animais
convencionais e animais gnotobiodticos. Os animais
gnotobidticos podem ser axénicos ou livres de germes,
do inglés “Germ free”, animais com microbiota
definida, animais sem um patogénio especifico (do
inglés “specific pathogen free”) ou animais sem
anticorpos para um virus especifico (do inglés “virus

antibody free”) (1).

De forma genérica, os animais livres de germes sao
utilizados de forma a serem estudados os efeitos da
inoculacaio de wuma determinada microbiota no
hospedeiro, através da transplantacdo fecal ou através
da administracdo de probioticos. Nao obstante, as
recentes investigacbes relativas as interacoes
microbiota-hospedeiro também utilizam este modelo
animal de forma a avaliar as alteracdes da funcao do

SNC num hospedeiro sem microbiota entérica (1).

Os animais de livres de germes podem ser gerados de
duas formas: remocao das crias através de cesariana ou
histerectomia da progenitora convencional e isolamento
das mesmas num ambiente estéril, de forma a evitar a

contaminacao das crias com a microbiota da progenitora

Gnotobiético:  palavra
de origem grega
(gnoto=conhecer +
biota=vida)(1).

Animal convencional:
animal com microbiota
indefinida, por nao
ocorrer manipulacao da
mesma a partir de

medidas assépticas (1).

Animal  gnotobiético:
animal manipulado de
forma a apresentar uma
microbiota bem

conhecida ou ausente

(1).

Animal livre de germes
ou “Germ free”: animal
gnotobiotico livre de
bactérias, virus, fungos,
protozoarios e de formas
saprofiticas ou

parasitarias (1).
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ou transferéncia e implantacao de embrides em fémeas livres de germes, podendo estas dar a
luz e alimentar as crias sem comprometer o estado “Germ free”. Os animais livres de germes
sdo mantidos, por toda a sua vida, num ambiente estéril e sao realizadas recorrentes analises
microbiologicas as suas fezes de forma a comprovar a manutencao do estado “Germ free” (1).
A partir destes animais livres de germes os investigadores podem avaliar os efeitos especificos
da interacao de uma microbiota definida com o hospedeiro. Assim podemos inocular
microrganismos isoladamente ou transplantar uma microbiota humana no animal livre de

germes, de forma a avaliar a interacdo microbiota entérica-hospedeiro (1).

Animal livre de
germes

-
el

/ A+B +ASF

\\\\ — \\\\ - \/\\W/
—~ — —_—
Aninjal Animal Animal com
monoxénico dixénico “Schaedler flora”

Figura 1- Modelo de manipulacao da microbiota num animal gnotobidtico livre de germes: Inoculacao
de um Unico microrganismo (A) - animal monoxénico; inoculacao de dois microrganismos (A+B) - animal
dixénico; inoculacao da microbiota definida “Schaedler flora”.

Animal livre de germes

N

+ microbiota de + microbiota de
humano saudavel humano doente

o .

A, 28 \\\?::j;§
S ™
Animal com microbiota Animal com microbiota
humana em simbiose humana em disbiose

Figura 2 - Modelo de manipulacdo da microbiota num modelo n&do-gnotobidtico: Inoculacdo de
microbiota humana em simbiose e em disbiose em animais livres de germes permitem criar uma
condicao “human-like”.
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3. Eixo microbiota entérica-intestino-

cérebro

O eixo intestino-cérebro representa uma comunicacdo bidirecional e interativa que
estabelece sinais reguladores, pelas vias neuro-endocrino-imunologicas, entre o SNC e o TGl
(42).

Existem 3 formas de comunicacdo dentro deste eixo: transmissdao nervosa através dos ramos
do nervo vago, transmissdo enddcrina através das hormonas e transmissao imunomediada

através de citoquinas, ou seja, pelo sistema imunoldgico (43, 44).

3.1 Mecanismos de acao

Existem, teoricamente, diferentes mecanismos de acdo, através dos quais a microbiota
entérica influencia a saude cerebral. A grande maioria destes mecanismos requer que os
microrganismos e seus metabolitos consigam aceder as camadas profundas do intestino de
forma a permitirem a ativacdo de outros fatores que terdo impacto a nivel central. Desta
forma, a permeabilidade intestinal é, provavelmente, o fator mais importante para dar inicio

a interacdo microbiota entérica-intestino-cérebro (45).

De seguida serdo apresentados diferentes mecanismos implicados na comunicacao microbiota

entérica-intestino-cérebro.
3.1.1 Barreira intestinal e sua permeabilidade

O epitélio intestinal desempenha uma importante funcdo na absorcao de nutrientes e, pela
presenca das juncoes oclusivas das células epiteliais, este também desempenha funcbes de
barreira fisica. A adequada permeabilidade intestinal é essencial para o correto
funcionamento da barreira fisica do epitélio intestinal, desta forma, caso esta permeabilidade
seja comprometida ocorre a passagem de microrganismos e dos seus metabolitos para a
corrente sanguinea (45). A alteracdo da permeabilidade intestinal ocorre quando a microbiota
entérica sofre uma alteracdo no seu equilibrio, como por exemplo através do uso de
antibidticos ou do aumento das coldnias bacterianas intestinais patogénicas, que por
produzirem toxinas e desencadearem uma resposta inflamatéria provocam um aumento da

permeabilidade intestinal (46).
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Do lado oposto, diversos estudos verificaram que a barreira fisica intestinal pode ser
reestabelecida e as juncées oclusivas podem ser protegidas através da administracao de
probidticos. Tais factos foram observados em doentes com distUrbios gastrointestinais que

realizaram tratamento com probioticos (47).

Com o aumento da permeabilidade intestinal os microrganismos e seus metabolitos passam
mais facilmente para a corrente sanguinea e para o tecido linfoide mesentérico,
desencadeando uma resposta imunitaria com libertacao de citoquinas inflamatérias, ativacao
do nervo vago e de neuronios aferentes da medula espinhal, que por sua vez, irdo modular o
SNC e o SNE (48). Por outro lado, o aumento da permeabilidade permite a passagem de
produtos do metabolismo de bactérias, como os lipopolissacarideos (LPS) ou peptideos
neuroativos que irao também modular o SNC e SNE. Os LPS podem modular o SNC e SNE
através da ativacao dos recetores toll-like presentes nas células epiteliais, nos neuronios
entéricos e sensoriais aferentes da medula espinhal e em diversas células cerebrais (45).
Desta forma alteracdes da permeabilidade intestinal podem desencadear efeitos a nivel

central.

3.1.2 Metabolitos bacterianos e neurotransmissores

Os metabolitos bacterianos e os neurotransmissores podem ser absorvidos no TGI e entrar na
corrente sanguinea, exercendo, posteriormente, efeitos em 6rgaos, como o cérebro. Podem
também interagir diretamente com as células endocrinas e nervosas do intestino, que por sua
vez irao comunicar com o SNC. Como ja referido, os LPS libertados pelas bactérias
influenciam diretamente a atividade neurologica ativando os recetores toll-like das células da
microglia o que causa a libertacao de citoquinas inflamatorias no SNC, ou indiretamente ao

induzirem a libertacao destas mesmas citoquinas no TGI (45).

Um outro exemplo de metabolitos bacterianos sao os AGCCs que sao libertados pela
microbiota entérica do célon, dando origem a acetato, propionato e butirato, que possuem
propriedades neuroativas. MacFabe et. al (2011) verificaram, através de administracdo
intracerebroventricular de acido propionato em ratos jovens, que estes animais apresentavam
alteracbes do comportamento semelhantes as que ocorrem no espectro de autismo,
juntamente com uma resposta neuroinflamatoria (49). Este achado permite-nos concluir que
a presenca de AGCCs a nivel central é prejudicial, contrariamente ao efeito benéfico que

estes proporcionam quando presentes no TGl, tal como ja foi indicado.
A microbiota entérica é também capaz de produzir e libertar neurotransmissores e

neuromoduladores (tabela 3), como produtos secundarios do seu metabolismo, que podem

induzir alteracoes no SNC e SNE, pela via aferente vagal e espinhal ou pela corrente
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sanguinea. Sao exemplos de neuromoduladores os AGCCs, metabolitos dos acidos biliares,

percursores e metabolitos do triptofano e citoquinas (50, 51).

Sao exemplos de neurotransmissores libertados pela microbiota entérica o acido gama-
aminobutirico (GABA), a noradrenalina, a serotonina, a dopamina e a acetilcolina. O GABA é o
de tal forma que a desregulacao deste neurotransmissor acarreta alteracdes como a
ansiedade e a depressao (52). A serotonina € um metabolito do aminoacido triptofano, sendo
um importante neurotransmissor a nivel do SNC e do TGI. Esta tem a capacidade de regular o
humor, o comportamento, o apetite, os ciclos circadianos, e os movimentos intestinais (53). A
dopamina regula funcées do SNC tais como o movimento, a cognicao, as emocoes e a secrecao
de hormonas (53). A noradrenalina é um neurotransmissor essencial para o sistema nervoso
simpatico, ativando as respostas de luta ou fuga, aumentando a frequéncia cardiaca e o fluxo
sanguineo para o sistema musculo-esquelético (53). No SNC, a acetilcolina é essencial para o

desempenho das funcdes cognitivas, como a aprendizagem e a memoria (54).

Relativamente a libertacdo de neurotransmissores pelas colonias bacterianas, os Lactobacillus
e Bifidobacterium estao associados a sintese e libertacao de GABA, Bacillus produzem
noradrenalina, Streptococcus, Escherichia, Lactococcus, Lactobacillus e Enterococcus spp.
produzem triptofano e os Bacillus podem também produzir dopamina. Por ultimo, a
acetilcolina é produzida por Lactobacillus e Bacillus. Esta sintese microbiana de
neurotransmissores pode modular eventos fisiologicos no cérebro, pois estes tém a
capacidade de atravessar a mucosa intestinal e estimular a via de sinalizacao aferente do

nervo vago (55, 56).

Tabela 3- Tipos de metabolitos libertados por determinados microrganismos e suas acoes (tabela
adaptada de Rashad Alkasir et al. (2017) (57)).

Microrganismo
Lactobacillus e Bifidobacterium

Streptococcus, Escherichia,

Enterococcus, Lactococcus e

Lactobacillus

Bacillus

Metabolito libertado

GABA

Triptofano (aminoacido
essencial na sintese  de
serotonina, entra na circulacao
sanguinea a partir do TGl e
atravessa a barreira hemato-
encefalica podendo dar inicio a

sintese cerebral de serotonina).

Noradrenalina

Acao
Regulacao do estado de
ansiedade e depressao.

Regulacao das emocoes.

Regulacao das funcdes motoras,

cognitivas, emocionais e da
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memoria.
Lactobacillus e Bacillus Acetilcolina Regulacao das funcoes

cognitivas, em particular as
funcées de aprendizagem e de

memoria.
Lactobacillus, Lactococcus, Histamina Regulacao do sono e das funcoes
Streptococcus e Enterococcus cognitivas.
Clostridium e C. sporogenes Acido propidnico Funcao antioxidante e neuro-
protetora.
Bacteroides, Bifidobacterium, AGCCs Fonte de energia para o
Propionibacterium, hospedeiro, regula a funcao das
Eubacterium, Lactobacillus, células endoteliais, promove a
Clostridium, Roseburia e sintese e secrecao de
Provetella, neurotransmissores e hormonas

e, ainda, regula a inflamacao.

Cyanobacteria Beta-N-metilamino-L-alanina Desencadeia lesao neuronal.

Escherichia, Bacillus, Dopamina Funcao ativa sobre a doenca de

Lactococcus, Lactobacillus e Parkinson, Alzheimer e a

Streptococcus depressao.

L. fermentum e B. animalis Acido ferllico Propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias, sua
suplementacao em ratos

permitiu reduzir a formacao de
beta amiloide e do stresse

oxidativo.

A influéncia da atuacdo dos metabolitos bacterianos e dos neurotransmissores na

comunicacao microbiota entérica-TGI-SNC sera abordada mais pormenorizadamente seccao 4.

3.1.3 Atuacao do nervo vago

Pensa-se que seja o nervo vago um dos principais elementos da interacao microbiota entérica-
intestino-cérebro (45). Este inerva o pescoco, torax e abdémen, orquestrando funcoes vitais
do organismo. Participa na manutencdo da homeostase através da regulacdo do ritmo
cardiaco, da motilidade do TGI, da producao das secrecées do TGl e do pancreas, e da
producao da glicose hepatica. O nervo vago €, também, um importante componente no
processo inflamatério, controlando as respostas imunitarias e a inflamacao aquando da

invasdo por agentes patogénicos e da lesao tecidual (58).

InvestigacoOes realizadas em animais conseguiram verificar que existe uma comunicacao entre

a microbiota entérica e o SNC através do nervo vago. Observou-se, em animais com infecao
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intestinal por Campylobacter jejuni, Salmonella ou Citrobacter rodentium, uma transmissao
da informacado desde o intestino até ao cérebro a partir do nervo vago, que € comprovada
pelo aumento da expressao de c-fos (usado como marcador da atividade neuronal) no cérebro
aquando da infecao; paralelamente, nestes animais testados observaram-se alteracdes no
comportamento compativeis com um estado de ansiedade. Em animais vagotomizados nao
ocorreram alteracdes cerebrais em resultado da infecao, nem alteracées do comportamento
(59-61).

Por existir uma relacdo bidirecional entre a microbiota entérica/TGl e o SNC, tanto a
microbiota influencia o SNC, como este pode alterar o funcionamento intestinal e ter algum
impacto sobre a microbiota. Neste sentido € importante relembrar que quando ocorre lesao
ou interrupcao do nervo vago surgem alteracdes da motilidade intestinal, principalmente a
diminuicao do peristaltismo, que por sua vez estao associadas ao sobrecrescimento bacteriano
intestinal, alterando a composicdo e estrutura da microbiota entérica (62, 63). A modulacao
da secrecao do muco, também influenciada pela atividade vagal, tem um importante efeito
sobre o tamanho e a qualidade da camada de muco intestinal, sendo esta um importante

habitat para o biofilme da microbiota entérica (64).

A integridade do nervo vago é essencial para a homeostase do organismo ao mesmo tempo
que participa na transmissao de informacao para o SNC e também modula as condicdes de

habitat e a composicdo da microbiota entérica.
3.1.4 Eixo hipotalamo-hipofise

O eixo hipotalamo-hipdfise pode ser ativado em resposta a fatores como as emogdes ou o
stresse, sendo este considerado o eixo eferente que controla as respostas adaptativas do

organismo a qualquer estimulo indutor de stresse (65).

A ativacdo deste eixo leva a secrecao de corticotrofina (CRF) pelo hipotalamo que ira
estimular a libertacdo da hormona adrenocorticotréfica (ACTH) pela hipofise, que por sua

vez, leva a libertacao de cortisol pelas glandulas suprarrenais (Figura 3) (66).

O cortisol é a principal hormona responsavel pela resposta ao stresse, modulando a funcao de
diversos drgaos e sistemas, como o SNC e o sistema imunitario, este Gltimo, ativa a producao
de citoquinas que podem alterar a permeabilidade e a funcdo de barreira do intestino,

desencadeando uma modificacao da microbiota entérica (39).
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Figura 3 - Mecanismos envolvidos na comunicacao bidirecional do eixo intestino-cérebro (adaptado de
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4. A microbiota entérica e a doenca

neuroldgica

A microbiota entérica é imprescindivel para a homeostase de um organismo e a disbiose esta
presente nas patologias gastrointestinais e sistémicas e estd associada a alteracdes do

comportamento, da cognicao e das emocoes (67).

4.1. A microbiota entérica e as alteracdes

comportamentais e cognitivas

Desbonnet et al. (2015), avaliou o impacto da alteracdo da microbiota entérica na
adolescéncia e as suas implicacdes no comportamento na idade adulta. Estes autores
administraram antibidticos em ratos com 21 dias levando a alteracao da microbiota entérica
com reducdo da abundancia de Firmicutes e Bacteroidetes e elevacao das colonias de
Proteobacterias e Cyanobacterias. Foi possivel verificar que nestes animais, que sofreram
disbiose intestinal, os neuromoduladores, como o triptofano ou a quinurenina, essenciais na
regulacao do comportamento, sofreram uma deplecdo no SNC. Foi ainda possivel concluir que
os ratos que sofreram disbiose intestinal, na adolescéncia, apresentavam propensao para um

comportamento ansioso, em adultos (55-80 dias) (68).

Sudo et al. (2004) compararam a resposta do eixo hipotalamo-hipofise a situacoes
desencadeantes de stresse em ratos livres de germes e em ratos controlo, livres de
patogénicos especificos, tendo verificado que os animais livres de germes possuiam niveis
plasmaticos de ACTH e corticosterona bastante mais elevados do que no grupo controlo, e
apresentaram também uma reducao da expressao do BDNF. Estes efeitos foram parcialmente
revertidos apds a transplantacdo fecal do grupo controlo nos ratos livres de germes e foram

totalmente revertidos apos administracdo conjunta de Bifidobacterium infantis (69).

Estes dados mostram que alteracdes da microbiota entérica provocam alteracdes a nivel
central, que se traduzem em alteracées comportamentais e na resposta do eixo hipotalamo-

hipofise.

Heijtz et al. (2011) e Neufeld et al. (2011) avaliaram de que forma a manipulacao da
microbiota entérica, em diferentes idades, desencadeia alteracoes a nivel central.
Curiosamente estes autores verificaram que ratos livres de germes tinham um comportamento
menos ansioso em comparacao com ratos livres de patogénicos especificos, aquando da

realizacao de testes indutores de stresse. Heijtz e colegas testaram se a colonizacao dos ratos
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livres de germes nos primeiros anos de vida poderia normalizar os seus comportamentos e se a
descendéncia destes ratos teria o mesmo comportamento que os progenitores; assim um
grupo destes animais foi colonizado com microbiota entérica dos ratos livres de patogénicos
especificos antes do acasalamento. Apo6s avaliacdo dos progenitores colonizados e da
descendéncia foi possivel verificar que os primeiros mantiveram o comportamento pouco
ansioso, mas a descendéncia apresentou o mesmo comportamento que os ratos livres de
patogénicos especificos. Com isto os autores procuraram perceber se a colonizacdo dos ratos
adultos livres de germes com a microbiota dos ratos livres de patogénicos especificos poderia
normalizar o comportamento tal como aconteceu com a descendéncia, mas tal nao
aconteceu, o que nos leva a acreditar que existe um periodo decisivo no desenvolvimento da
microbiota entérica e as alteracdes comportamentais do hospedeiro. Pelo facto de alteracoes
comportamentais estarem relacionadas com alteracdes da neurotransmissao, estes autores
avaliaram as alteracdes neuroquimicas, tendo verificado um aumento nos niveis de
noradrenalina, dopamina e serotonina no corpo estriado dos ratos livres de germes, mas nao

no hipocampo nem no cortex (70-72).

Com estes estudos foi possivel concluir que a auséncia de microbiota entérica influencia o
comportamento, sendo acompanhado por alteracées na atividade neuroquimica cerebral, e
que as vias neuronais podem ser moduladas no inicio do desenvolvimento do hospedeiro,
existindo uma janela decisiva no periodo pds-natal que ira influenciar o traco

comportamental do mesmo.

Ainda no campo das alteracées comportamentais, Clarke et al. (2013) tentaram entender de
que forma a microbiota entérica influencia o sistema serotoninérgico no hipocampo, sendo
este importante no controlo do stresse e ansiedade. Estes autores verificaram que os ratos
fémeas e machos livres de germes apresentavam elevacao dos niveis de corticosterona, apos
aplicacdo de um estimulo indutor de stresse, retratando um aumento da reatividade do eixo
hipotalamo-hipofise. Contudo, so6 os ratos machos apresentavam este aumento,
conjuntamente ao aumento da concentracao de serotonina. As concentracdes de triptofano
foram superiores no grupo de ratos machos em comparacdo com o grupo de fémeas e o grupo
controlo. Posteriormente, foi avaliado se a colonizagdo da microbiota entérica revertia os
resultados, tendo-se concluido que a elevacao da serotonina é resistente a colonizacao, mas
esta restaura os niveis de triptofano. Heijtz e Neufeld, mostraram que os ratos livres de
germes apresentavam reducao dos comportamentos de ansiedade, mas esta alteracdao do
comportamento é reversivel com a colonizacdo da microbiota nos primeiros momentos de
vida. Pode-se, também, concluir com este trabalho que a auséncia da microbiota entérica
modula o sistema serotoninérgico e que existem diferencas entre os sexos; paralelamente, a
alteracao dos niveis de serotonina, ao contrario da alteracdo comportamental, € resistente a

colonizacao da microbiota (73).
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De forma a avaliar as implicacbes da presenca de infecdao entérica nas alteracoes
comportamentais, Lyte et al. (2006) infetaram ratos com Citrobacter rodentium e
observaram o comportamento dos mesmos num teste de hole-board. Estes autores concluiram
que os ratos infetados apresentavam sinais de ansiedade e que a transmissao de sinais entre o
intestino e o cérebro foi realizado pela via vagal, demonstrada pela presenca de mais

neuronios positivos para a proteina c-fos ao nivel do ganglio vagal dos ratos infetados (61).

Paralelamente aos estudos ja retratados, varios investigadores procuraram avaliar a
capacidade cognitiva, em especial a memoria. Através da aplicacao de testes de labirinto,
Gareau et al. (2011) verificaram existir um défice de memoria nao-espacial e de memoria de
trabalho em ratos livres de germes, quando comparados com ratos livres de patogénios
especificos. Esta alteracdo da memoria foi acompanhada pela reducdao de BDNF e c-fos no
hipocampo. Estes autores procuraram, ainda, avaliar o impacto da infecao entérica por C.
rodentium na memoria de um grupo diferente de ratos, tendo verificado ndo existirem
alteracbes na memodria destes, mas apoOs exposicdo a um evento stressante estes ratos
infetados apresentaram alteracdes da memdria que nao normalizaram apos cura da infecao.
Em concluséo, estes investigadores comprovaram existir uma correlacdo entre a auséncia de
microbiota entérica e o prejuizo na formacdo da memoria, que a presenca Unica de infecdo
nao desencadeia alteracoes da memdria, mas quando ocorre ativacdo do eixo hipotalamo-

hipofise por um estimulo de stresse a memoria sofre alteracoes (41).

De uma forma semelhante ao estudo anterior, Desbonnet et al. (2015) observaram que a
deplecdo da microbiota entérica, provocada pela administracdo de antibioticos, desencadeou

alteracoes cognitivas nos ratos testados e uma reducao do BDNF no hipocampo (68).

Curiosamente, Matthews et al. (2013) verificaram que administrar oralmente uma bactéria
comensal, Mycobacterium vaccae, em ratos promove uma melhoria da aprendizagem e da
memoria nestes animais. Estes resultados demonstram o impacto positivo que certos

microrganismos tém sobre processos como a formacao de memadria (74).

Li et al. (2009) demonstraram que as alteracoes diatéticas provocam alteracdes na microbiota
entérica, associadas a melhor desempenho cognitivo dos animais testados. Uma vez que a
introducao de carne magra na dieta dos roedores aumenta o nimero e a diversidade de
bactérias da microbiota entérica, os investigadores introduziram na racao de um grupo de
ratos 50% de carne magra, tendo-se verificado que este grupo em comparacao com o grupo de
ratos com racdo normal, apresentou melhorias da memodria de trabalho e da memoria de

referéncia (75).

Davari et al. (2013) demonstraram que a administracao de probioticos, durante 2 meses, com

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis e Lactobacillus fermentum em ratos
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diabéticos desencadeia eficazmente uma reversao da deterioracdo das funcdes cerebrais

comum neste grupo de ratos, com melhoria da memoria e da aprendizagem (76).

Bravo et al. (2011) demonstraram a ocorréncia da reducao dos comportamentos relacionados
com a ansiedade e depressao em ratos tratados com probiédtico L. rhamnosus, através do
aumento de GABA no cortex pré-limbico e cingulado e da reducdo do GABA no hipocampo,
cortex pré-frontal, amigdala e locus coeruleus. Além disto, observaram uma reducdo das

capacidades cognitivas neste grupo por ocorrer um défice na percecao do medo (77).

Infelizmente, existem escassas investigacoes sobre a interacdo microbiota entérica-cérebro,
em humanos. Apesar disto, ja foram aplicados alguns estudos com o objetivo de determinar
os efeitos da modulacdo da microbiota entérica humana através da aplicacdo de probioticos,
sobre as funcdes cerebrais. Um estudo randomizado em que foram administrados probidticos
contendo Lactobacillus helveticus e Bifidobacterium longum, durante 30 dias, a um grupo de
10 adultos e que foram comparados com um grupo de 15 elementos que recebeu o placebo,
demonstrou existir uma melhoria dos scores de ansiedade e depressao no grupo que utilizou

os probidticos, traduzindo uma melhoria do stresse psicologico e da ansiedade (78).

Outro estudo demonstrou, através da ressonancia magnética funcional, a ocorréncia de uma
reducao da resposta da rede cerebral funcional viscerosensorial, somatosensorial e emocional
e alteracoes na conectividade do mesencéfalo, em mulheres saudaveis com a ingestao cronica
de probidticos (79). Utilizando o mesmo tipo de ressonancia, observou-se que doentes com
encefalopatia  hepatica, deterioracdo cognitiva moderada, e que tomaram
concomitantemente a rifaximina (antibidtico ndo absorvivel), sofreram uma modulacdo da
microbiota entérica e um aumento da atividade subcortical, com melhoria da conectividade

frontoparietal durante a realizacao de uma tarefa cognitiva (80).

4.2. A microbiota entérica e a doenca de Parkinson

Em 1817, James Parkinson descreveu pela primeira vez o quadro clinico da doenca de
Parkinson, caracterizado pela presenca de sintomas motores, tais como o tremor em repouso,
a lentificacdo dos movimentos, rigidez e instabilidade postural. A sua prevaléncia é superior
em idades avancadas e desencadeia grandes limitaces nas atividades da vida diaria dos
doentes. A doenca de Parkinson é caracterizada pela acumulacao e agregacao da proteina
alfa-sinucleina, com formacao de corpos de Lewy no SNC, degeneracao da via nigro-estriatal
dopaminérgica que desencadeia um padrao anormal dos movimentos. O foco do tratamento
desta patologia consiste na administracao de levodopa, contudo muitos pacientes necessitam
de terapias suplementares para controlar os sintomas tipicos parkinsonicos e as alteracoes
nao-motoras, como, a alteracao do olfato, obstipacao, disfuncao cardiovascular, urogenital e

psiquiatrica (81).
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Dor Reducao da dor
Depressao/ansiedade Reducao da depressao e
Alteragoes ansiedade

comportamentais Reducao das alteragoes

comportamentais

Dor —
Obstipacao Reducao da dor

Alteracbes da Reducao da obstipacao %
motilidade Sem alteracoes da motilidade

Probidticos

Presenca de disbiose.

Figura 4- O eixo microbiota entérica-intestino-cérebro num doente parkinsonico com e sem a
administracdo de probioticos. (A) Correlacdo entre a disbiose entérica presente num doente
parkinsonico e a prevaléncia dos sintomas ndao motores da doenca; (B) Melhoria dos sintomas nao
motores apos terapéutica probidtica (82).

Certos estudos consideram que a microbiota entérica é responsavel pela inducao da producao
da proteina alfa-sinucleina e que esta ascende pelo nervo vago sob forma de um prido
(pequena molécula infeciosa formada por anormalidades proteicas). Esta proteina pode
acumular em diversas regides cerebrais, contudo a substantia nigra é especialmente sensivel
e vulneravel a acumulacdo de alfa-sinucleina. Verificou-se também a existéncia de
acumulacao da alfa-sinucleina nos neurdnios do SNE do plexo mioentérico submucoso do TGI.
Esta acumulacdo foi considerada responsavel pelas alteracoes autondmicas do sistema

gastrointestinal presentes nos doentes parkinsonicos (81, 83).

De forma a avaliar a participacao do nervo vago na doenca de Parkinson, Svensson e seus
colegas (2015) exploraram o risco de desenvolver Parkinson em doentes submetidos a
vagotomia total ou seletiva e verificaram que este risco é inferior nos pacientes submetidos a
vagotomia total, em comparacdo com os doentes submetidos a vagomotia seletiva. Ja estes
Ultimos apresentam um risco de desenvolver Parkinson semelhante ao da populacdo em geral.
Estes achados sugerem, portanto, que o nervo vago esta envolvido na patogénese da doenca
de Parkinson (77, 84). De salientar que, ap6s a vagotomia a via eferente encontra-se,
também, comprometida ocorrendo uma alteracdo da motilidade intestinal que desencadeia
um sobrecrescimento bacteriano (85). Estes achados suportam a hipotese de que a doenca de
Parkinson se inicia no TGl e nao no cérebro e que o nervo vago esta fortemente implicado no

desenvolvimento desta patologia (81).

Scheperjans e seus colegas (2015) avaliaram a microbiota entérica de 72 doentes com
Parkinson e em comparacao com o grupo controlo verificaram que a microbiota dos doentes
parkinsonianos apresentava uma reducao da concentracao de Prevotellaceae, trazendo com
isto uma reducdo da producdo de mucina (uma proteina importante na barreira da mucosa

contra agentes patogénicos) e que existe uma associacdo positiva entre o nivel de
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Enterobacteriaceae e a severidade da instabilidade postural e da marcha (8). Apesar de haver
a necessidade de se fazer mais estudos, estes achados levam-nos a considerar que a

constituicao da microbiota entérica podera ser preditora de progndstico.

Num estudo similar, verificou-se, através de bidpsias intestinais de doentes com Parkinson,
existir na mucosa sigmoidea uma reducdo de bactérias produtoras do butirato com
caracteristicas anti-inflamatorias, tais como a Roseburia e Faecalibacterium spp. e uma
elevacao das colonias de Proteobacteria e de Ralstonia, com propriedades pro-inflamatorias.
Neste grupo de doentes observou-se que a acumulacdo neuronal de alfa-sinucleina ocorre
primariamente na mucosa sigmoidea, num periodo de 2-5 anos antes do desenvolvimento dos
sintomas neuroldgicos da doenca de Parkinson. Estes achados apoiam a hipdtese da
translocacado via prionica da alfa-sinucleina, pelo nervo vago. Estas variacdes da microbiota
entérica estdo também associadas ao decréscimo na producdo de AGCCs, que por sua vez
induz alteracdes no SNE, contribuindo para a reducdao da motilidade gastrointestinal dos

doentes com Parkinson (86-88).

Por fim, Mazmanian et al. (2016) comprovaram que os roedores geneticamente modificados
para sobre-expressarem alfa-sinucleina desenvolviam as caracteristicas da doenca de
Parkinson. Contudo, quando era removida a microbiota entérica destes animais, a tendéncia
para desenvolver os sintomas motores reduzia significativamente. Contrariamente, a
administracdo de AGCCs induz a ativacdo microglial e a agregacdo da alfa-sinucleina,
desencadeando os sintomas motores. Estes sintomas eram inibidos através da administracao
do antibidtico de largo espectro minociclina. Observou-se também que nos animais com
sobre-expressdo de alfa-sinucleina e que posteriormente sofreram transplantacdo da
microbiota humana de doentes com doenca de Parkinson apresentaram sintomas
Parkinsonicos, contrariamente aos animais onde foi transplantada a microbiota entérica de
humanos saudaveis. Estes Ultimos achados apontam que o uso de antibidticos e a
transplantacao da microbiota entérica saudavel exercem um potencial efeito favoravel no

tratamento da doenca de Parkinson (89).

4.3. A microbiota entérica e a doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma patologia neurodegenerativa progressiva e irreversivel, sendo a
causa mais frequente de deméncia. E uma doenca bastante incapacitante que progride desde
problemas minor de memoria a perda completa das funcées mentais, levando, numa fase
terminal, a morte do doente. Os sintomas desta patologia sdo desencadeados pela perda
progressiva da funcao colinérgica, pela morte dos neurénios do hipocampo e de outras regides
cerebrais que regulam e processam a memoria. A doenca caracteriza-se pela formacao de
placas de péptido beta-amiloide e de agregados intracelulares de proteina tau

hiperfosforilada que levam a progressiva lesao neuronal (90).
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Apesar de escassas, algumas investigacoes foram iniciadas de forma a avaliarem a influéncia
da microbiota entérica no desenvolvimento e na progressao da doenca de Alzheimer. Elmira
Akbari et al. (2016) verificaram que apo6s a suplementacdo de 200ml diarios de leite
enriquecido com Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum e
Lactobacillus fermentum, durante 12 semanas, num grupo de doentes com Alzheimer ocorria
uma melhoria do score do Mini-Mental State Examination, da sensibilidade a insulina, do nivel

de triglicerideos, e ainda, reducao dos niveis da proteina-C reativa e do malondialdeido (38).

Por ser sabido que existe uma correlacao entre a inflamacgao cronica e o risco de desenvolver
Alzheimer, varios investigadores apontam o estado inflamatoério desencadeado pela disbiose
entérica como o principal fator de correlacdo entre esta e a progressao da doenca de
Alzheimer. Wu et al. (2017) verificaram que a infecdo por enterobactérias exacerba a
progressdao da doenca de Alzheimer, através da elevacdo das citoquinas inflamatorias (7) e
Cattaneo et al. (2017) mostraram que os doentes com alteracdes cognitivas, com numero
elevado de colonias Escherichia/Shighella e reduzido numero de colonias E. rectale
apresentavam um estado inflamatério sistémico com elevacao das citoquinas inflamatorias,
agravamento do défice cognitivo e aumento das placas de beta amiloide (91). Também, Chen
et al. (2016) identificaram uma associacao entre a disbiose existente na sindrome do célon

irritavel e a elevacao do risco de desenvolvimento de deméncia (92).

Curiosamente, Wang et al. (2015) demonstraram existir um efeito protetor dos polifendis
produzidos pela microbiota entérica em relacao a progressao da doenca de Alzheimer (93).
Também, Yuan et al (2016), comprovaram existir um efeito neuroprotetor das urolitinas

produzidas pela microbiota entérica a partir dos polifenois (94).

Em contrapartida, Hu et al. (2016) mostraram que as substancias neuroativas metabolizadas e
libertadas pela microbiota entérica sao capazes de alterar a progressao da doenca de
Alzheimer. Bactérias entéricas como Lactobacillus e Bifidobacterium produzem GABA, um
neurotransmissor implicado na cognicao. A metabolizacdo do glutamato e a elevacao de GABA
no TGl estd associada a elevacdo de GABA no SNC. Neste sentido, a disbiose entérica
desencadeia reducao do GABA no TGl e no SNC (95).

Apesar de existir um reduzido nimero de investigacbes neste ambito e de ainda nao se
conhecer o mecanismo envolvido, os escassos estudos existentes apontam para a existéncia

de uma correlacao entre a disbiose entérica e a progressao da doenca de Alzheimer.
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Conclusao

A microbiota entérica participa na homeostase do hospedeiro e por ser uma comunidade
dinamica esta sofre alteracdes na sua constituicdo ao longo da vida do mesmo, tornando-se
caracteristica de cada individuo. Apesar da resiliéncia da microbiota entérica esta pode sofrer
um fendémeno de disbiose que estd associado a elevada prevaléncia de patologias cronicas,
como as doencas inflamatérias intestinais, doencas autoimunes, neoplasias e patologias

neurodegenerativas.

Este sistema simbiotico tem sido associado a diferentes funcées, nomeadamente na absorcao
de nutrientes, na protecdo entérica contra agentes patogénicos, no desenvolvimento e

estimulacdo do sistema imunitario, e na manutencao da satde mental.

Varias evidéncias apontam para a presenca de alteracées comportamentais, da cognicdo e da
memoria em modelos animais sujeitos a manipulacio da microbiota entérica.
Nomeadamente, alguns estudos permitiram concluir que a disbiose entérica, provocada pela
administracdo de antibioticos ou pela infecdo entérica, propicia comportamentos de
ansiedade nos modelos animais. Outros estudos verificaram que os animais livres de germes se
apresentam menos ansiosos aquando da presenca de um estimulo stressante, apesar de terem
um elevado nivel de corticosterona e de ACTH e défices na memdria nao-espacial e na

memoria de trabalho.

Estudos na area das doencas neurodegenerativas verificaram existir uma correlacdo entre a
disbiose entérica e a progressdao das mesmas. Relativamente a doenca de Parkinson, alguns
autores verificaram que o risco de desenvolver esta patologia € inferior nos pacientes
submetidos a vagotomia total, sugerindo uma atuacdo do nervo vago na patogénese do
Parkinson; outros comprovaram existir um agravamento dos sintomas motores com a disbiose
entérica. Curiosamente, na doenca de Alzheimer verificou-se existir uma melhoria da
cognicao através da administracao de probidticos e concomitantemente correcao da disbiose

entérica.

Apesar de ja existirem estudos em humanos, torna-se importante validar as conclusdes
observadas em estudos animais, em humanos e desta forma poder-se-ao desenvolver
abordagens terapéuticas para a prevencdo ou tratamento das alteracdes associadas a

disbiose.

E essencial elucidar os mecanismos responsaveis pela comunicacdo entre a microbiota
entérica e o SNC de forma a conseguirmos utilizar a modulacdo da microbiota entérica como

tratamento ou fator prognostico de doencas como o Parkinson e o Alzheimer.
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No meu ponto de vista, esta tematica é alargada e ainda pouco compreendida, e requer

futuramente realizacao de mais estudos, principalmente em humanos.
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Anexos

Anexo | -

Tabela resumo dos resultados obtidos na

avaliacdo das implicacdes da microbiota entérica nas

alteracées comportamentais e cognitivas de animais de

laboratorio.

Autores

Desbonnet et al. (2015)

Sudo et al. (2004)

Heijtz et al. (2011) e Neufeld et
al. (2011)

Clarke et al. (2013)

Metodologia

Avaliacao do comportamento em

ratos sob antibioterapia.

Avaliacdo e comparacao dos
niveis de ACTH e corticosterona
em dois grupos de ratos: ratos
livres de germes e ratos livres

de patogénios especificos.

Avaliacdo e comparagao do
comportamento dos ratos livres
de germes e dos ratos livres de

patogénios especificos aquando

da realizacado de  testes
provocadores de stresse.
Avaliacdo  dos  niveis de

corticosterona, serotonina e
triptofano em ratos fémeas e
machos livres de germes
aquando da realizacao de testes

provocadores de stresse.

Resultados

Na idade adulta, os ratos que
receberam antibidtico durante a
adolescéncia apresentaram
propensao para o

comportamento ansioso (68).

Os animais livres de germes

niveis mais
ACTH e

corticosterona, tal

apresentaram

elevados de
como
apresentaram reducdo dos niveis
de BDNF. Estes achados foram
revertidos apo6s transplantacao
dos

da microbiota entérica

animais livres de patogénios
especificos nos ratos livres de
germes (69).

Os ratos livres de germes

apresentaram um
comportamento menos ansioso

do que o grupo controlo (70-72).

Tanto os ratos fémeas e machos
apresentaram  elevacao da

corticosterona. Mas os ratos

machos apresentaram,
conjuntamente, uma elevacao

dos niveis de serotonina e
triptofano. Apos colonizacao da
microbiota os  niveis de
triptofano normalizaram, mas o

mesmo Nnao ocorreu com 0s
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Lyte et al. (2006)

Observacao do comportamento

de ratos infetados com

Citrobacter rodentium, num

teste de hole-board.

niveis de serotonina (73).

Os ratos infetados apresentaram
um comportamento  ansioso
aquando da realizacao do teste

(61).

Gareau et al. (2011) Avaliacao e comparacao da Os ratos livres de germes
memoria dos ratos livres de apresentaram défice na
germes e ratos livres de memoéria nao-espacial e na

patogénios especificos, através
da aplicagdo de testes de
labirinto.

memoria de trabalho (41).

Anexo Il - Tabela resumo dos resultados obtidos na

avaliacao das implicacées da microbiota entérica na

doenca de Parkinson.

Autores Metodologia
Svensson et al. (2015) Exploraram o risco de
desenvolver Parkinson em

doentes submetidos a vagotomia

total ou seletiva.

Scheperjans et al. Avaliaram a microbiota entérica

(2015) de 72 doentes com Parkinson e
compararam a sua Ccomposicao

com o grupo controlo

Mazmanian et al. Avaliaram o desenvolvimento dos

(2016) sintomas parkinsonicos em

40

Resultados

Verificaram que o risco de desenvolver

Parkinson é inferior nos pacientes

submetidos a vagotomia total, em
comparacao com os doentes submetidos
a vagotomia seletiva. Ja estes ultimos
apresentam um risco de desenvolver
Parkinson semelhante ao da populacao
em geral. Estes achados sugerem que o
nervo vago esta envolvido na patogénese
da doenca de Parkinson e que os sinais
aferentes deste nervo sao mediados pela

microbiota entérica (77, 84).

Verificaram que a microbiota dos
doentes parkinsonianos apresentava uma
reducao da concentracao de
Prevotellaceae, trazendo com isto uma
reducao da producao de mucina e que
existe uma associacao positiva entre o
nivel de Enterobacteriaceae e a
severidade da instabilidade postural e da

marcha (8).

Comprovaram que este grupo de

roedores desenvolviam as caracteristicas
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roedores geneticamente da doenca de Parkinson. Contudo, a
modificados para sobre- tendéncia para desenvolver os sintomas
expressarem alfa-sinucleina. motores reduzia significativamente apos

eliminacao da microbiota entérica.

Ap6s administracado de AGCCs os
sintomas motores surgiam, juntamente
com o aumento da agregacao de alfa-
sinucleina. Estes sintomas eram inibidos
através da administracdo do antibi6tico

de largo espectro.

Os animais com sobre-expressao de alfa-
sinucleina e que posteriormente
sofreram transplantacdo da microbiota
humana de doentes com doenca de
Parkinson apresentavam a expressao da
patologia, contrariamente aos animais
onde foi transplantada a microbiota

entérica de humanos saudaveis (89).

Anexo lll - Tabela resumo dos resultados obtidos na
avaliacdo das implicacées da microbiota entérica na

doenca de Alzheimer.

Autores Metodologia Resultados

Elmira Akbari et al. (2016) Suplementacao de 200ml diarios Melhoria do score do Mini-
de leite enriquecido com Mental State Examination, da
Lactobacillus acidophilus, sensibilidade a insulina, do nivel
Lactobacillus casei, de triglicerideos, e ainda,

Bifidobacterium  bifidum e reducdo dos niveis da proteina-C
Lactobacillus fermentum, reativa e do malondialdeido
durante 12 semanas, num grupo (38).

de doentes com Alzheimer.

Wu et al. (2017) Verificaram que a infecao por
enterobactérias exacerba a
progressao da doenca de
Alzheimer, através da elevacao

das citoquinas inflamatorias (7).
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Cattaneo et al. (2017)

42

Verificaram que os doentes com

alteracoes cognitivas e
concomitantemente com
elevadas colonias de
Escherichia/Shighella e

reduzidas coldnias de E. rectale
apresentavam elevacao das
citoquinas inflamatorias,
agravamento do défice cognitivo
e elevacédo do depodsito cerebral
de amiloide (91).



