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Resumo

A doenca de Parkinson é uma doenca neurodegenerativa, caracterizada por alfa-
sinucleinopatia que afeta todos os niveis do eixo cérebro-intestino, incluindo o sistema

nervoso central, entérico e auténomo.

Recentemente, foi reconhecido que o eixo cérebro-intestino pode ser modulado pela
microbiota intestinal pelos mecanismos imunoldgicos, neuroendocrinos e neurologicos. A
microbiota intestinal e os seus metabolitos interagem com o hospedeiro através de processos
bioldgicos e funcionais, afetando a homeostase do organismo. A desregulacdo do eixo
cérebro-intestino-microbiota na doenca de Parkinson pode estar associada a manifestacoes
gastrointestinais, que frequentemente precedem os sintomas motores, assim como a
fisiopatologia da doenca de Parkinson, suportando a hipotese de que a doenca pode ter inicio

no intestino e dai propagar-se para o cérebro.

Os recetores do tipo Toll desempenham um papel crucial no sistema imunologico
inato, ao reconhecer diferentes antigénios presentes nos microrganismos, e a desregulacao da

sua sinalizacao pode estar implicada na alfa-sinucleinopatia na doenca de Parkinson.

Uma excessiva estimulacdo do sistema imunoldgico inato pela disbiose e/ou pelo
supercrescimento bacteriano do intestino delgado, juntamente com uma permeabilidade
intestinal aumentada, podem induzir uma inflamacdo local e sistémica, assim como a
ativacao das células gliais do sistema nervoso entérico, potenciando o desenvolvimento da
alfa-sinucleinopatia. Além disso, o sistema imunoldgico também pode ser perturbado pelas
proteinas bacterianas, pela reacdo cruzada com os antigénios humanos, e pelos componentes

bacterianos, como os Lipopolissacarideos.
O trabalho aqui apresentado pretende fazer uma revisao de estudos publicados que se

focam no modo como a microbiota intestinal e os produtos podem afetar a fisiopatologia

inflamatoria da doenca de Parkinson.

PalaVFaS-Chave: microbiota intestinal; doenca de Parkinson; Recetores

do tipo Toll; inflamacao; neurodegeneracao.
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Abstract

Parkinson’s disease is a neurodegenerative disease, characterized by alpha-
synucleinopathy, which involves every aspect of the brain-gut axis, including the central,

enteric and autonomic nervous systems.

Recently, it has been recognized that the brain-gut axis can be modulated by the gut
microbiota through immunological, neuroendocrine and neurological mechanisms. The gut
microbiota and its metabolites interact with the host through biochemical and functional
processes, thereby affecting the body’s homeostasis. The deregulation of the brain-gut-
microbiota axis may be associated with gastrointestinal manifestations, which frequently
precede motor symptoms, as well as with the pathogenesis of Parkinson s disease, supporting

the hypothesis that the disease may start in the gut and then spread to the brain.

Toll-like receptors play a crucial role in the innate immune system, by recognizing
microorganism antigens, and a deregulation in their signaling may be associated with alpha-

synucleinopathy in Parkinson s disease.

Excessive stimulation of the innate immune system resulting from gut dysbiosis
and/or small intestine bacterial overgrowth, together with increased intestinal permeability,
may cause local and systemic inflammation, as well as enteric glial cell activation, triggering
the development of alpha-synucleinopathy. In addition, the immune system may be disturbed
by bacterial proteins cross-reacting with human antigens, and by bacterial components, like

Lipopolysaccarides.

This dissertation intends to review published studies on how the intestinal microbiota

and its products can affect the inflammatory pathophysiology of Parkinson's disease.

KGYWOrdS: gut microbiota; Parkinson’s disease; Toll like receptors;

inflammation; neurodegeneration.
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Introducao

Nos Ultimos anos, foi reconhecida globalmente a existéncia de uma rede bidirecional
conhecida como “eixo cérebro-intestino”, e a sua desregulacdo foi associada a inimeras
doencas, levando a necessidade de pesquisas mais aprofundadas e novas estratégias de
tratamento (1). Tornou-se mais claro que, na doenca de Parkinson (DP), os diferentes niveis
do eixo cérebro-intestino, incluindo o sistema nervoso autonomo (SNA) e o sistema nervoso

entérico (SNE), podem ser afetados (2).

Recentemente, também se tornou evidente que as interacdes do eixo cérebro-
intestino podem ser influenciadas pela microbiota intestinal (MI) (2). Pensa-se, por um lado,
que a desregulacao do eixo cérebro-intestino-microbiota na DP pode originar uma disfuncao
gastrointestinal, podendo encontrar-se em mais de 80% dos individuos com DP (1,2). Mas, por
outro lado, tem-se questionado se essa desregulacdo podera também contribuir
significativamente para o inicio da patologia da DP, colocando-se a hipdtese de que o

processo patologico podera ter origem no intestino, espalhando-se para o cérebro (1-3).

A MI tem sido referida como o “6rgao esquecido”. Estima-se que contenha cerca de
100 trilides de bactérias, e também alguns fungos e virus, o que corresponde a 10 vezes mais
do que o numero de células do corpo humano. O genoma total da Ml, denominado microbioma
intestinal, tem cerca de 3 milhdes de genes, 150 vezes mais do que o genoma humano (4,5).
Estudos revelaram que cada individuo possui uma impressao digital microbiana unica, que o
distingue dos outros. Julga-se que as pessoas tém um terco da MI igual entre si, ao passo que
os restantes dois tercos sao especificos de cada individuo, como se se tratasse de um “cartao
de identidade” (5).

A DP é o segundo distirbio neurodegenerativo mais comum em todo o mundo (3),
afetando 2-3% da populacdo com mais de 65 anos (6). E caracterizada por sintomas motores e
sintomas nao motores (7), relacionados com a acumulacao intracelular e a agregacao da
proteina alfa-sinucleina na substantia nigra do sistema nervoso central (SNC), bem como

noutras estruturas neurais (2,6), e a progressiva degeneracao de neurénios dopaminérgicos

(8).

Varias questdes permanecem sem resposta em relacdo a causa da morte celular
neuronal e ao papel dos agregados de proteinas na DP. Multiplos mecanismos celulares e
moleculares que podem contribuir para a morte das células neuronais tém sido descritos,
incluindo disfuncao mitocondrial, stress oxidativo, excitotoxicidade e disfuncao

proteassomica (8). Além disso, apesar de provavelmente nao ser o fator desencadeante,
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acredita-se que a neuroinflamacdo é um contribuinte essencial para a fisiopatologia da DP

(6).

A neuroinflamacdo na DP esta caracterizada pela presenca de astrocitos reativos e
microglia ativada, envolvimento do sistema imunologico e adaptativo, sobre-expressdao de
quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias e aumento das concentracdes de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (9,10). Estudos demonstram que os diferentes fendtipos das células gliais
podem ser modulados profundamente por estimulos inflamatorios periféricos, como, por
exemplo, pela disbiose resultante da MI alterada (10). A microglia deteta antigénios
patogénicos no SNC e expressa uma multiplicidade de recetores de superficie celular,
incluindo recetores do tipo Toll (TLRs), que, quando ativados, induzem cascatas de
sinalizacdo inflamatoria necessarias para a acao do stress oxidativo dentro de fagossomas da

microglia (11).

A agregacao de alfa-sinucleina parece ser capaz de induzir a imunidade inata e
adaptativa na DP e, por sua vez, a neuroinflamacdo também parece poder promover a
agregacao da alfa-sinucleina, sugerindo que os dois processos fazem parte de um ciclo
vicioso. Também aqui o intestino parece intervir. Foi sugerido que este é capaz de
desencadear um nivel suficiente de alfa-sinucleina agregada nos neuronios do SNE e que
alguns destes agregados de alfa-sinucleina eventualmente serdo capazes de escapar aos

mecanismos normais de degradacao, podendo contribuir para a neurodegeneracao na DP (6).

A Ml e os seus produtos metabodlicos estdo entre os potenciais candidatos causais de

um processo que resulta na formacao de corpos de Lewy no SNE (12,13).

A funcao neuronal normal da proteina alfa-sinucleina de 140 aminoacidos ndao é
totalmente compreendida. Julga-se que atua no citosol, possivelmente também na
mitocondria e no nlcleo, e provavelmente tem um papel na dinamica das vesiculas
sinapticas, funcao mitocondrial, trafico intracelular e podera ser uma potencial chaperona. A
alfa-sinucleina adquire propriedades neurotoxicas durante um processo patoldgico em que os
monomeros sollveis de alfa-sinucleina inicialmente formam oligomeros e depois se juntam
progressivamente para formar pequenas protofibrilas e eventualmente grandes fibrilas de
alfa-sinucleina insollveis, que correspondem aos agregados que compoem a patologia de
Lewy (6).
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Objetivos

0 presente trabalho teve como objetivo analisar os dados publicados, relativos a acao
que o processo inflamatério tem sobre a neurodegeneracdao que ocorre nas doencas
neurodegenerativas, nomeadamente na DP. Foca-se na forma como a Ml e os seus produtos
podem contribuir para a inflamacédo na DP, procurando também estabelecer a relacdo entre a

Ml e a ativacao dos TLRs, que poderao influenciar a fisiopatologia da DP.
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Metodologia

A realizacdo desta dissertacdo baseou-se na pesquisa de artigos de revistas

cientificas, utilizando como ferramentas a PUBMED, Mendeley e ScienceDirect.

Apenas foram incluidos artigos na lingua inglesa. Os critérios de pesquisa considerados
foram a relevancia dos artigos e a sua data de publicacdo, tendo a pesquisa sido limitada aos

Gltimos 15 anos.

A pesquisa na base de dados foi realizada em modo “pesquisa avancada”, tendo as
opcoes “melhores correspondéncias”, “sumario” e “20 resultados por pagina” sido
selecionadas. As palavras utilizadas na pesquisa bibliografica foram “neuroinflammation”,
“neurodegeneration”, “Parkinson’s disease”, “gut microbiota” e “TLR”. Esta pesquisa foi
realizada isoladamente e/ou na forma booleana nas diferentes combinacdes possiveis, entre

setembro de 2018 e fevereiro de 2019.

Na pesquisa inicial foram encontrados artigos de todos os tipos. Numa primeira fase,
foram excluidos artigos com base na leitura do titulo. De seguida, foram excluidos com base
na analise dos resumos. Por fim, foram selecionados 105 para leitura, dos quais foram
selecionados os artigos utilizados nesta revisdao com base na sua leitura e analise. Foram
referenciados também alguns artigos presentes em artigos de revisdo por deterem
informagdes relevantes a construcdo desta dissertacdo. Por Ultimo, foram selecionados
artigos especificamente para retirar imagens. Os artigos utilizados foram de revisao, ensaios

clinicos e estudos de investigacao in vivo e in vitro.

Apos a analise cuidada de todo o material encontrado considerado relevante, foi

realizada a presente revisao da literatura.
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1. Doenca de Parkinson

1.1. Caracterizacao

Histopatologicamente, a DP caracteriza-se pela perda de neurdnios dopaminérgicos
na substantia nigra pars compacta com consequente défice de dopamina no estriado e pela
manifestacdo de inclusdes eosinofilicas intracelulares, os chamados corpos de Lewy e os
neuritos de Lewy, nos neurdnios restantes. A patologia dos corpos de Lewy é caracterizada
por agregados insolUveis intracelulares de alfa-sinucleina, que apresenta uma conformacao
alterada e que nao se limita apenas ao cérebro, mas também afeta a medula espinhal e o
sistema nervoso periférico, incluindo os ganglios simpaticos, o SNE, as glandulas salivares, a

medula da suprarrenal, o nervo vago, os nervos cutaneos e também o nervo ciatico (14).

Em todo o mundo, cerca de 3 milhdes de doentes sofrem com os sintomas
frequentemente debilitantes da DP (15). Os sintomas motores classicos incluem a rigidez, a
acinesia, o tremor de repouso e a instabilidade postural devido a morte progressiva de
neuronios dopaminérgicos (2,3,7,16). Existe também um amplo espetro de manifestacdes nao
motoras, envolvendo, por exemplo, transtornos neuropsiquiatricos, como a ansiedade e a
depressao; a disfuncao do SNA; os disturbios do sono e as alteracdes sensoriais como a dor, a
hiposmia e a deterioracdo do paladar (17). Os principais problemas associados a disfuncao do
SNA sao os gastrointestinais, como, por exemplo, a diminuicdo do paladar, os disturbios da
degluticdo, o esvaziamento gastrico lento, a perda de peso e a obstipacao (3,17). Presume-se
que os sintomas gastrointestinais resultem de anormalidades do SNE (2,16) pela acumulacao
de alfa-sinucleina, e que alguns destes sintomas precedam a disfuncdo motora em mais de
uma década (14). A obstipacao afeta cerca de 80% dos doentes com DP e antecipa os sintomas

motores caracteristicos da doenca (18).

A DP é vista como um distUrbio neurodegenerativo progressivo que comega anos antes
do diagnodstico, abrange varias areas neuroanatomicas e resulta da influéncia de fatores

ambientais sobre uma pessoa com predisposicao genética para a doenca (7,14).

1.2. A neuroinflamacdo no processo neurodegenerativo da
doenca de Parkinson

A neuroinflamacao resulta da contribuicdo da ativacdo das células gliais ou dos
processos inflamatorios sistémicos sobre o SNC, que podem ser benéficos ou prejudiciais (10).
Esta tem sido repetidamente associada a neurodegeneracdo. Acredita-se que existam dois
potenciais mecanismos patologicos responsaveis pela morte celular neuronal existente na DP:

os mecanismos “celulares autonomos” e os “celulares ndao autéonomos”. O mecanismo celular
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auténomo refere-se a uma acumulacao de danos intrinsecos nos neurdnios degenerados,
culminando na sua morte. O segundo mecanismo indica uma degeneracao indireta dos
neuronios afetados, causada por interacbes patologicas com células vizinhas, tais como
células gliais residentes (microglia e astrocitos) e/ou células imunitarias infiltradas da
periferia (macrofagos e linfacitos) (8).

A agregacdo de alfa-sinucleina pode desencadear neuroinflamacdo através da
ativacdo da microglia. O stress oxidativo produzido pela neuroinflamacao é relatado como
uma consequéncia celular da agregacao de alfa-sinucleina, e os niveis excessivos de ROS
livres podem desencadear ainda mais inflamacao e agregacdo de alfa-sinucleina. Este ciclo
vicioso da neuroinflamacéao induzida por agregacao da alfa-sinucleina, que, por sua vez, causa

mais agregacao, pode ser um mecanismo central na fisiopatologia da DP (Figura 1) (19).
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Figura 1 - A possivel ligacdo entre alfa-sinucleina, os processos neuroinflamatorios e a

neurodegeneracao na DP. Na presenca de conformacao especifica da alfa-sinucleina, a microglia é
ativada e induz uma resposta imunoldgica complexa, aumentando a expressao de TLRs e varios
mediadores pro-inflamatorios, que, consequentemente, ativam células imunoldgicas periféricas como
mondcitos ou células T. Essas células imunoldgicas periféricas podem contribuir ativamente para a
neurodegeneracao (Adaptado de Gelders G. et al) (8).

Recentemente, Harms e colegas mostraram que as fibrilas de alfa-sinucleina curtas,
injetadas no sistema nervoso de murganhos, levaram a formacdao de inclusbes de alfa-
sinucleina em neurdnios dopaminérgicos, potencialmente espalhando-se para os neurénios de
projecao no estriado e induzindo rapidamente a ativacdo da microglia no cérebro. Observou-
se perda axonal no estriado, juntamente com o recrutamento de mondcitos dois meses apds a

injecao (20).
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Sabe-se que os corpos de Lewy sao compostos por agregados de alfa-sinucleina
fibrilar. No entanto, acredita-se que esta forma de alfa-sinucleina seja nao-toxica. Além
disso, numerosas experiéncias in vitro e in vivo suportam que os pequenos agregados de alfa-
sinucleina, em formato de oligdbmeros, antes da formacéo de fibrilas, sdo as espécies toxicas
que levam a neurodegeneracao (16,21,22). Apesar de ainda nao se saber ao certo o que
acontece a alfa-sinucleina oligomérica, tanto no SNE como no SNC, foi realizado um estudo
em que, através do método de ELISA, foi medida a alfa-sinucleina oligomérica e a alfa-
sinucleina fibrilar no trato gastrointestinal e no SNC, em macacos envelhecidos. O estudo
revelou que ha uma elevacdo dependente da idade de ambas as formas de alfa-sinucleina e

que esta ocorre de forma sincrona nas varias regides do SNE e do SNC (16).

Apds a devida ativacdo, as células da microglia sdo capazes de causar toxicidade
celular, através da producao e libertacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. As
citocinas inflamatérias também sao mediadores importantes na inflamacao. Entre elas estdo o
fator de necrose tumoral-alfa (TNFa), a interleucina 18 (IL-1B) e o interferao gama (IFNy) que

tém uma funcao preponderante (Figura 2) (23).
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Figura 2 - Possiveis mecanismos dos processos neuroinflamatérios na DP.

A microglia ativada pode contribuir para a morte dos neurénios dopaminérgicos através da libertacao de
compostos inflamatorios, como as citocinas proé-inflamatoérias (TNFa, IL-1b e IFNy). Entre estas
citocinas, o TNFa pode ter um efeito prejudicial direto sobre os neuronios dopaminérgicos, ativando
uma via de morte intracelular através da ligacdo ao recetor TNF 1 expresso na superficie celular desses
neurdnios. A ativacao do recetor TNF 1 esta associada a expressao induzida da COX2 nos neuronios
dopaminérgicos. No entanto, estas citocinas também podem estimular a expressao de iNOS dentro da
microglia (e, possivelmente, dentro dos astrocitos) através da expressdo e ativacdo do recetor de baixa
afinidade da imunoglobulina E (CD23). Este processo pode levar a producao de quantidades toxicas de
radicais livres de NO. Por sua vez, estes radicais livres podem potencializar a expressao e a libertacao
de TNFa pela microglia adjacente, amplificando ainda mais a reacao inflamatoria. A reacao inflamatoria
dependente da microglia pode contribuir para o recrutamento cerebral de células T CD4+, ativadas
proximas aos neuronios dopaminérgicos. Estas células T podem expressar e libertar varios fatores
inflamatérios, como TNFa, IFNy e ligante Fas. O ligante Fas medeia a lesdo de neuronios dopaminérgicos
induzida por células T. As células T CD4+, ao se ligarem ao ligante Fas, podem ter um efeito deletério
diretamente nos neurénios dopaminérgicos (ativando uma via de morte intracelular através da ligacao
ao recetor Fas expresso na superficie celular dos neuronios dopaminérgicos) ou indiretamente (ativando
o recetor Fas expresso na microglia ativada e nos astrocitos reativos), estimulando, assim, a sua
ativacao e a libertacao de fatores inflamatorios adicionais. COX2 = ciclo-oxigenase 2. IL = interleucina.
iNOS = isoforma induzivel de oOxido nitrico sintase. MCP1 = proteina quimioatraente de mondcitos 1.
NFkB = fator nuclear-kappa B. NO = 6xido nitrico. TNFa = fator de necrose tumoral alfa. TNFR = recetor
do fator de necrose tumoral. IFNy = interferon gama. JNK = c-Jun N-terminal quinases. CD23 = cluster
de diferenciacao 23. P38 = proteina 38. (Adaptado de Hirsch et al.) (23).
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1.3. Alfa-sinucleinopatia e o trato gastrointestinal

Em condicdes fisiologicas, a alfa-sinucleina é abundantemente expressa no SNC e esta
envolvida na regulacdo da neurotransmissdao. No entanto, as fibrilas insoluveis de alfa-
sinucleina fosforilada tém sido implicadas em varios distirbios neurodegenerativos, neste
caso a DP (24). Ha evidéncias crescentes de acumulacdao de alfa-sinucleina agregada em
inclusdes intraneuronais fora do cérebro, como, por exemplo, em neuroénios do SNE do plexo

submucoso mioentérico do trato gastrointestinal (17).

O SNE é uma rede neuronal organizada em dois grandes plexos ganglionares: o plexo
mioentérico, envolvido principalmente no controlo da atividade da musculatura lisa, e o
plexo submucoso, que regula a secrecao e a musculatura lisa. Num estudo em que foram
analisadas biopsias do intestino de doentes com DP e dos controlos saudaveis, foi encontrada
a presenca de corpos de Lewy no intestino em 21 dos 29 doentes com DP em estadio avancado
da doenca, ao passo que, nos controlos saudaveis, nao foram encontrados corpos de Lewy em

qualquer uma das biopsias (25).

Existe uma teoria sobre a propagacdo da alfa-sinucleina na DP, a hipotese “prion-
like”. Esta hipotese defende que, apods os agregados de alfa-sinucleina se formarem num
neurodnio, eles podem ser transportados entre axonios para outras regides do cérebro, podem
ser libertados no espaco extracelular, absorvidos por neurénios vizinhos e, por fim, se
alojarem dentro do seu novo hospedeiro celular (26,27). Estudos em culturas celulares
demonstraram que o comprometimento do sistema autofagico dos lisossomas dos neuronios
leva a um aumento da secrecdo de alfa-sinucleina para o espaco extracelular através dos
exossomas e que a endocitose € um mecanismo-chave para a captacao de alfa-sinucleina
extracelular para dentro dos neuronios (6). Um relatorio recente demostrou a presenca de
corpos de Lewy em neurdnios enxertados. Este relatorio baseou-se em estudos de autopsias
de doentes com DP que receberam transplantes de mesencéfalo fetal, em que alfa-sinucleina
foi encontrada nos neurdnios enxertados, e, portanto, deve ter-se espalhado do hospedeiro
para as células do enxerto (27). Outros estudos em modelos animais da DP revelaram um
padrao imunorreativo de alfa-sinucleina apds injecao intracerebral de alfa-sinucleina
exogena, sugestivo de propagacdo da patologia de alfa-sinucleina neste modelos através de
um processo “prion-like” (28). De acordo com esta hipdtese, a agregacao da alfa-sinucleina
num pequeno nimero de células pode progressivamente levar a disseminacao de agregados de
alfa-sinucleina para multiplas regides do cérebro ou até outras regides do corpo ao longo de

anos ou décadas apos a primeira agregacao da proteina (6).
Foi observado através de estudos em murganhos que as lesdes no SNE podem ocorrer

num estado precoce da doenca, o que nos leva a questionar se as alteracoes do SNE precedem

as do SNC (29). Braak e os seus colegas propuseram um sistema de estadiamento de Braak.
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Este sistema de estadiamento propde que a fisiopatologia da alfa-sinucleina inicia-se numa

area cerebral pontual, progredindo gradualmente para outras areas cerebrais (Figura 3) (6).

Estadio | e estadio Il de Braak Estadio Ill e estadio IV de Braak Estadio V e estadio VI de Braak
i | ©  Corpo de Lewy cortical
Gravidade da patologia @  Corpo de Lewy na substancia nigra

Figura 3 - A teoria da progressao da agregacao de alfa-sinucleina no cérebro de um doente com DP. As
inclusdes de alfa-sinucleina ocorrem em neurénios colinérgicos e monoaminérgicos do tronco cerebral
inferior, em casos de doentes assintomaticos (estadio | e estadio Il de Braak), infiltracao de neuronios
semelhantes no mesencéfalo e prosencéfalo basal nos doentes que apresentam sintomas motores
(estadio Il e estadio IV de Braak) e depois sao encontrados mais tarde nas regides limbicas neocorticais
do cérebro com a progressao da doenca (estadio V e estadio VI de Braak), (Adaptado de Poewe W. et
al.) (6).

Além disso, ele defendia que o inicio da patologia poderia comecar no bulbo olfatorio
ou no SNE (onde se iniciam os sintomas prodromicos da DP). No caso de se iniciar no SNE, os
autores propuseram que a alfa-sinucleina se propagava no sentido retrogrado até ao SNC por
via dos axdnios pré-ganglionares vagais do nlcleo dorsal do nervo vago (DMVN) (Figura 4)
(27,30). Através da técnica de imunohistoquimica, foram investigados os plexos gastricos
mioentéricos e submucosos, tendo sido analisados 150 crioseccoes e 8 seccdes de parafina de
cinco individuos autopsiados, cujos cérebros tinham sido diagnosticados com alfa-
sinucleinopatia associada a DP. As inclusdes de alfa-sinucleina imunorreativas foram
encontradas nos neurdnios do plexo submucoso de Meissner, cujos axonios se projetavam para
a mucosa gastrica e terminavam perto das glandulas do fundo do estomago. Estes achados
podem estabelecer o primeiro elo de ligacao entre o SNE e o SNC (30). Hawkes e os seus
colegas sugeriram duas hipoteses, em que um agente patogénico poderia atacar o sistema
nervoso através de duas rotas - anterogradamente através do bulbo olfatéorio ou
retrogradamente através do nervo vago - penetrando o epitélio da mucosa do bulbo olfatoério
e do trato gastrointestinal (31). No caso deste ultimo, através dos neurodnios entéricos pos-
ganglionares, os agentes patogénicos ou as suas toxinas atingiriam o SNC ao longo das fibras
pré-ganglionares derivadas do nervo vago pelo transporte axonal e transneuronal retrogrado,
alcancando nlcleos subcorticais seletivamente vulneraveis aos agentes patogénicos ou as suas
toxinas (30).
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Figura 4 - Possiveis rotas de progressao da alfa-sinucleinopatia através do sistema nervoso periférico e
central (a) e a localizagao das estruturas envolvidas pela alfa-sinucleinopatia (b). G = nlcleo reticular
gigantocelular, LC = locus coeruleus, OB = bulbo olfatorio, OC = cortex olfatdrio, OF = epitélio olfatorio,
P = nlcleo pontino, PP = pedlnculo do nicleo pontino, Ro = nicleo da rafe escuro, Rp = nicleo da rafe
palido, SN = substancia nigra, IX = nervo glossofaringeo, IX/X = nlcleo motor dorsal do nervo
glossofaringeo/vago, X = nervo vago (Retirado de Ubeda-Bafion et al.) (32).

No intestino, observou-se, nos estagios iniciais da DP, que o gradiente de
concentracao da alfa-sinucleina fosforilada segue o padrao de inervacdo do nervo vago, isto
€, uma distribuicao entérica rostrocaudal que parte do DMVN ao longo do nervo vago. Por
conseguinte, ha evidéncias de estudos que mostram que ha uma maior concentracao de alfa-
sinucleina fosforilada presente na glandula submandibular e uma menor concentracdo no
colon (17,18). A primeira evidéncia experimental de que a patologia da DP pode comecar no
trato gastrointestinal e depois propagar-se para o SNC foi comprovada por estudos em ratos,
demonstrando que a alfa-sinucleina injetada na parede intestinal de ratos migrou para o
cérebro através do nervo vago a uma taxa estimada de 5-10 mm por dia (33). Além disso, uma
vagotomia troncular completa em doentes com DP mostrou diminuir o risco de progressao da
DP em comparacao a vagotomia parcial ou auséncia desta, sugerindo que ha um envolvimento

do nervo vago na disseminacao dos corpos de Lewy do SNE para o SNC (34).

Resumindo, a DP é caracterizada por uma lenta e progressiva degeneracdo de
neurénios dopaminérgicos e acumulacdo e agregacao da alfa-sinucleina nestes neurdnios. A
neuroinflamacdo parece ter um papel crucial na fisiopatologia da DP, através de eventos
celulares e moleculares, mas com especial importancia da ativacao das células gliais e células
imunologicas periféricas. A ativacdo da microglia em resposta a alfa-sinucleina desencadeia

um ciclo vicioso de libertacao de mais fatores pré-inflamatoérios e mais agregacao de alfa-
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sinucleina. Existe a hipdtese de a alfa-sinucleina agregada ser proveniente do SNE e ser
posteriormente transportada como um pridao até ao SNC, onde, por sua vez, desencadeia a

neuroinflamacao.
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2. Microbiota intestinal na doenca de
Parkinson

Os dois principais filos presentes na Ml e que representam 90% da Ml do ser humano
sdo os Firmicutes e os Bacteroidetes (35,36). Também se pode classificar a Ml com base na
proeminéncia de uma das seguintes espécies: Prevotella, Bacteroides ou Ruminococcus. Estas
espécies sao classificadas como enterotipos e julga-se que a sua prevaléncia relativa se deva
aos habitos alimentares dos individuos (36). A MI pode ser influenciada por diversos fatores,
entre eles a dieta, os antibidticos que tomamos, as condicées do parto, assim como a
amamentacao. Por conseguinte, a Ml vai sofrendo alteracées ao longo da vida, tanto devido

aos fatores ambientais como devido aos fatores do proprio individuo (35).

O papel da MI na homeostase do organismo humano e na saude humana ainda nao é
completamente entendido e continua a ser estudado, mas o que é certo é que a Ml é
essencial para o bem-estar intestinal e corporal (36). Algumas das funcdes conhecidas da MI
para garantir a homeostase sao, por exemplo, o impedimento da colonizacao do intestino por
agentes patogénicos; a sintese de moléculas, como os acidos gordos de cadeia curta (AGCCs),
as vitaminas, o folato e a tiamina, bem como a sintese de neurotransmissores, como a
serotonina e o acido y-aminobutirico (35). Além da homeostase, a MI é responsavel pela
absorcdo de vitaminas, nutrientes, medicacdo e produtos tdxicos e pela regulacdo das

respostas imunoladgicas locais (12,35,36).

Hoje em dia, apesar de ainda nao serem conhecidos todos os fatores ambientais
desencadeantes da patologia da DP, julga-se que um agente patolégico ambiental possa
desempenhar um papel fundamental num contexto de vulnerabilidade genética (7,14,37). O
conhecido envolvimento precoce do trato gastrointestinal, sobretudo a obstipacao precoce na
DP, apoia a hipotese de que um agente patologico ambiental pode exercer as suas influéncias
principalmente através do intestino (30,37). Muitos estudos revelaram que a composicdo da

MI nos doentes com DP esta alterada e esta relacionada com os fenotipos da doenca (12,13).

As interacoes entre a Ml e os macrofagos endégenos do cérebro, a microglia, foram
analisadas num estudo realizado por Erny e os seus colegas. No estudo, observaram que a
colonizacdo do intestino em condicoes homeostaticas, com uma MI normal complexa,
estimula a ativacao da microglia e a sua maturacao. A deplecao da Ml normal do intestino,
como, por exemplo, o que ocorre em ratos germ-free, ou a deplecao induzida, por exemplo
por antibioticos, pode comprometer marcadamente a maturacdo e o formato celular da
microglia. Esta deplecdo leva a respostas imunitarias precoces apos a estimulacdo por
padroes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) ou por contato com agentes

inflamatérios, como os lipopolissacarideos (LPS) (38).
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2.1 Disbiose intestinal

As evidéncias de que os fatores ambientais influenciam tanto as bactérias do intestino
quanto a DP sustentam o papel da disbiose na DP, que corresponde a um perfil alterado da MI

normal (17).

O estudo conduzido por Scheperjans analisou a microbiota fecal de 72 doentes com
DP e comparou-a a dos controlos saudaveis. Foi observada uma reducao da abundancia da
familia de bactérias Prevotellaceae nos doentes com DP comparativamente aos controlos
saudaveis. Uma abundancia de Lactobacillaceae, Verrucomicrobiaceae, Bradyrhizobiaceae e
Clostridiales incertae sedis IV foram independentemente associados a DP. Além disso,
observou-se uma maior abundancia de Enterobacteriaceae entre os doentes com um fenotipo
mais grave de instabilidade postural e dificuldade na marcha, em comparacao aqueles que
apresentavam apenas tremor, estabelecendo-se a hipotese de que podera haver uma
associacao entre a abundancia de Enterobacteriaceae e os sintomas axiais mais severos da DP
(12). Um outro estudo encontrou achados semelhantes ao analisar o microbioma fecal de
doentes com DP. Observou-se igualmente uma reducao de Prevotellaceae e um aumento de
Enterobacteriaceae. No entanto, nao se observaram diferencas na concentracao de
Enterobacteriaceae entre os diferentes fendtipos dos doentes com DP. Além disso, ao
contrario do estudo anterior, observou-se uma reducao nas Lactobacillaceae. Algumas destas
bactérias podem ter efeitos anti-inflamatorios, o que seria compativel com a hipotese de que
ha uma reducao de bactérias na Ml que sdo potencialmente benéficas na DP (39). Unger e
colaboradores demonstraram assim, tal como no estudo de Keshavarzian e colaboradores, que
havia uma reducdo de Faecalibacterium prausnitzii nas biopsias do colon sigmoide dos
doentes com DP (13,39). Os efeitos anti-inflamatodrios e benéficos sobre a barreira epitelial
intestinal estavam relacionados com a presenca de Faecalibacterium prausnitzii (40). Assim,
uma reducdao no Faecalibacterium prausnitzii em combinacdo com uma abundancia
aumentada de Enterobacteriaceae na MI dos doentes com DP pode comprometer a barreira
epitelial intestinal e, assim, tornar o SNE mais suscetivel a agentes patogénicos do lumen
(39).

Sabe-se que as Prevotellaceae sao bactérias comensais e estdao envolvidas na sintese
da camada de mucina na mucosa intestinal e também na producao de AGCCs neuroativos
através da fermentacao de fibras, e também libertacdo de tiamina e folato. Por conseguinte,
a reducdo da concentracao de Prevotellaceae pode resultar na diminuicao da sintese de
mucina e, consequentemente, no aumento da permeabilidade intestinal, uma vez que
permite uma maior exposicao local e sistémica da mucosa intestinal as endotoxinas
bacterianas (12). Estas podem, por sua vez, desencadear a acumulacao excessiva de alfa-
sinucleina no colon ou até mesmo promover a agregacao desta proteina (41). Outro estudo

em murganhos reforcou ainda mais esta ideia, uma vez que se observou que as alteracoes
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inflamatorias da DP nao s6 acontecem nos doentes com DP, mas também nos modelos de
animais da doenca, e estas estdo também associadas a um aumento da permeabilidade

intestinal, neste caso ao LPS (41,42).

Outro estudo nesta area demonstrou alteracdes em duas populagdes microbianas: na
fecal e na da mucosa intestinal dos doentes com DP. Observou-se uma maior abundancia da
Proteobacteria pro-inflamatodria do género Ralstonia e um nivel reduzido de bactérias dos
géneros Blautia, Coprococcus e Roseburia, envolvidos na producdao de butirato, um AGCC
associado a propriedades anti-inflamatorias. Foi também evidente a existéncia de
concentracdes diminuidas de AGCCs em doentes com DP, o que poderia estar associado a
alteracbes na regulacdo peristaltica pelo SNE e consequente presenca de dismotilidade
intestinal. Neste estudo também se observou que, a nivel do genoma, a Ml de doentes com DP
tem maior expressao de genes implicados na secrecao de LPS, que podem ser responsaveis

pela perda neuronal através do processo inflamatorio e dano por stress oxidativo (13).

Apesar de ainda nao se saber ao certo como a MI atua na fisiopatologia da DP, um
estudo de Sampson e colegas com murganhos com excesso de alfa-sinucleina concluiu que a
MI é necessaria para desencadear os défices motores, ativar a microglia e promover a
agregacao da alfa-sinucleina. Os autores observaram que, ao administrar antibiotico, a
sintomatologia da doenca melhorava, enquanto que a recolonizacao microbiana do intestino
promovia a fisiopatologia da doenca nos murganhos adultos, o que sugere que a sinalizacao
pos-natal entre o intestino e o cérebro é capaz de modular a doenca. Ademais, os autores
relataram que a colonizacao de murganhos que apresentam sobre-expressao de agregados de
alfa-sinucleina, com uma MI de doentes com DP, aumenta a manifestacao de défices motores
em comparacao aos transplantes de MI de doadores humanos saudaveis. Estes achados
revelam que as bactérias intestinais sao capazes de regular os distlrbios do movimento em
murganhos, o que sugere que também as alteracdes na Ml humana podem representar um

fator de risco para a DP (43).

2.2 Supercrescimento bacteriano do intestino delgado (SIBO)

Existem mecanismos intrinsecos que controlam a composicao da Ml do intestino
delgado, como, por exemplo, o acido gastrico, que pode destruir um nimero consideravel de
bactérias, ou as secrecdes biliares e pancreaticas, que limitam o crescimento bacteriano (17),

entre outras.

As alteracdes da motilidade gastrointestinal que ocorrem na DP, especialmente do
intestino delgado, podem favorecer a ocorréncia de supercrescimento bacteriano do intestino
delgado (SIBO), conforme foi demostrado por um estudo que relatou uma prevaléncia

significativamente maior de SIBO em doentes com DP do que nos controlos saudaveis (44). A
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prevaléncia de SIBO em doentes com DP com sintomas gastrointestinais e motores, reportada
em estudos, ronda os 54% a 67% (45). Isto foi comprovado por um estudo ainda mais recente
em populacao chinesa onde foram analisados 182 doentes com DP e 200 sem DP, em que se
revelou uma prevaléncia de SIBO em doentes com DP de 70,9 % (46). Além disso, estes
estudos revelaram que o SIBO pode estar associado a flutuacées mais severas dos sintomas
motores e a uma pior resposta a medicacao para os sintomas motores (44,45). Outro estudo
detetou o SIBO em apenas 25% dos doentes com DP; no entanto, existem inUmeras razoes
para esta discrepancia, como, por exemplo, o facto de uma pequena parte dos doentes
estudados estar a tomar antiacidos, algo que era um critério de exclusao especifico para o
recrutamento do estudo. Estes agentes causam hipocloridria, que, por sua vez, pode causar
supercrescimento bacteriano no estdbmago e no intestino delgado superior. Por outro lado, até
a propria dieta dos doentes pode afetar estes resultados. Ademais, este estudo revelou que o
SIBO estava associado a uma predisposicao para sintomas motores mais graves, mas nao

estava associado a sintomas gastrointestinais mais graves (47).

Um estudo analisou doentes recém-diagnosticados com DP. Observou-se que a
permeabilidade intestinal destes doentes era relativamente mais elevada do que nos
controlos saudaveis. Estes achados foram associados a uma coloracdo positiva para a
Escherichia coli na mucosa do intestino e a uma exposicao sistémica a LPS. Chegou-se, entao,
a hipotese de que este aumento da permeabilidade intestinal na DP era resultado de uma
exposicdo da mucosa intestinal e do sistema imunologico da mucosa aos produtos das
bactérias que se encontram no limen do intestino, que, por conseguinte, desencadeiam uma
resposta inflamatoria periférica (41). Neste estudo observaram-se, ainda, alteracdes nos
doentes com DP que estavam relacionadas com a acumulacao de alfa-sinucleina agregada no
SNE. O SIBO pode induzir um estado inflamatorio periférico, que, por sua vez, pode contribuir
para o aumento da permeabilidade intestinal, promovendo a translocacdo de bactérias e
endotoxinas através do epitélio intestinal, desencadeando a ativacdo microglial e estimulando

0 processo neurodegenerativo (Figura 5) (17,47).
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Fungéo das microvilosidades
intestinal alterada

Bactérias intestinais

Translocagao e complicagdes
sistémicas iniciais

SIBO
Supercrescimento bacteriano
no intestino delgado

Figura 5 - Translocacdo da MI do célon para o intestino delgado, causando SIBO. Através da disrupcao da
barreia endotelial intestinal, o SIBO facilita a entrada de uma parte da MI translocada na corrente
sanguinea (Adaptado de Sekirov et al.) (48).

Estes achados reforcam a associacao entre o SIBO e as alteracdes neurodegenerativas,

que se podem dever a um aumento da inflamacéo periférica.

A nivel global, estes estudos mostram que os fatores externos e internos associados a
DP sao capazes de alterar o microbioma entérico, o que, por sua vez, piora a patologia e os
sintomas da DP. Por sua vez, a Ml pode estar implicada na regulacao da resposta inflamatoria

local e sistémica e na producao de mediadores prd-inflamatorios.
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3. Eixo cérebro-intestino-microbiota na
fisiopatologia inflamatéria da doenca de
Parkinson

3.1 Mimetismo molecular

Foi proposto que a MI pode estar envolvida na neurodegeneracdo através do
mecanismo de mimetismo molecular (MM). Friedland e colaboradores sugeriram que as
proteinas bacterianas podem desencadear cross-seed misfolding, inflamacdo e stress
oxidativo, além de toxicidade celular na neurodegeneracao, iniciando ou influenciando a

progressao da DP (2,49).

O MM é explicado pelas semelhancas nas sequéncias nucleotidicas ou na propria
configuracao proteica que existem entre algumas proteinas microbianas e algumas proteinas
humanas. Estas podem cruzar-se entre si, levando a uma resposta inadequada do sistema
imunitario. As respostas podem ser positivas ou negativas, podendo contribuir tanto para a
promocao de respostas para a defesa do organismo, como para o desenvolvimento da doenca
(49). Na DP foi proposto que o cruzamento poderia acontecer entre uma proteina fibrilar
exodgena de origem bacteriana e uma proteina fibrilar endégena do humano, neste caso a

alfa-sinucleina.

A vigilancia imunolodgica que ocorre no intestino deve-se a capacidade de as células
imunologicas, como monocitos, macrofagos, células dendriticas e algumas células epiteliais,
reconhecerem os microrganismos através da presenca de PAMPs (50). Proteinas fibrilares das
bactérias da Ml intestinal sdo reconhecidas como PAMPs e causam ativacao do recetor do tipo
Toll 2 (TLR2), bem como de outros mediadores importantes da inflamacao, como o fator
nuclear-kappa B (NF-kB), que é uma molécula mestre-reguladora da inflamacao, assim como
do recetor do tipo Toll 1 (TLR1) e do cluster de diferenciacao 14 (CD14) (51). Os TLRs sao
expressos nas células do sistema imunoldgico e também em neurdnios, e influenciam a
producao de moléculas inflamatdrias, como citocinas e quimiocinas (Figura 6). Uma ampla
gama de moléculas ativa o TLR2, incluindo os peptidoglicanos e o acido lipoteicdico, assim

como o amiloide bacteriano, o péptido beta-amiloide e a alfa-sinucleina (50).
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Figura 6 - Reconhecimento pelos TLRs de estruturas especializadas localizadas nos microrganismos
denominadas de PAMPs. A distribuicao celular dos TLRs representa o local do seu encontro com os
agentes patoldgicos - os TLRs que reconhecem as porcoes da parede celular destes agentes (TLR-2, -4, -
5) estdao presentes na membrana celular, ao passo que os TLRs que reconhecem os acidos nucleicos
(TLR3, -7, -8, -9) estdo localizados no compartimento endossomal. TLR1 e TLR6 sinalizam através da
heterodimerizacado com o TLR2 e, por isso, estdo localizados na membrana celular. Apds a ligacao ao
ligando, o dominio do recetor citoplasmatico Toll/IL-1 (TIR) dos TLRs associa-se ao dominio do recetor
TIR das proteinas adaptadoras MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM. O MyD88 é necessario para a sinalizacao de
todos os TLRs, exceto o TLR3, que sinaliza juntamente com TLR4 através do caminho independente do
TRIF dependente-MyD88. O TLR4 é (nico porque utiliza todas as quatro proteinas adaptadoras para
sinalizacao. O uso de adaptadores alternativos fornece especificidade para a via de sinalizacao dos TLR.
Além disso, o MyD88 recruta moléculas como o IRAK4 e IRAK1 para o complexo de sinalizacdo dos TLRs
através da interacdao com os seus dominios da morte. Isto conduz a ativacao de TRAF6, que ativa
adicionalmente varias moléculas efetoras, tais como os fatores de transcricdo NF-kB, IRF3 e MAP
quinases como p38, ERK1/2 e JNK. A jusante, os eventos de sinalizacao realizados por estas moléculas
regulam a expressao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (Adaptado de Tarang S., et al.) (52).

Estudos demonstraram que bactérias residentes na Ml produzem proteinas amiloides
extracelulares (49). Curli, uma proteina amiloide sintetizada pela Escherichia coli e pela
Salmonella typhimurium, mostrou aumentar a colonizacao e a formacao de biofilme. Foi
demonstrado neste estudo que o TLR2 interage com TLR1 para reconhecer as fibrilas
amiloides desta proteina (51). Concluiram que as fibrilas amiloides de curli, presentes nos
biofilmes enterobacterianos, podem contribuir significativamente para as respostas mediadas

por TLR1/TLR2 do hospedeiro contra as células bacterianas intactas.
A ideia de que a inflamacdo no cérebro pode estar associada a um amiloide

bacteriano foi proposta pela primeira vez por Trudler e seus colegas. Na hipotese proposta, o

amiloide cerebral poderia mimetizar as infecdes virais ou bacterianas que ocorrem no

22



Eixo cérebro-intestino-microbiota e os TLRs na Doenca de Parkinson

organismo, ativando a via inflamatodria através da ativacdo da glia por via da sinalizacao dos
TLRs presentes na sua superficie (53), como acontece com o amiloide bacteriano. As células
imunologicas expostas previamente ao amiloide bacteriano podem ser mais responsivas a
presenca do péptido beta-amiloide e da alfa-sinucleina no cérebro, uma vez que estas sao
também reconhecidas como PAMS. Sao considerados neste processo de reconhecimento tanto
a microglia residente no cérebro, como os macrofagos circulantes que tém acesso ao cérebro
(49).

3.2 Permeabilidade intestinal e as endotoxinas

O LPS é um dos principais componentes da parede bacteriana das bactérias gram-
negativas e € responsavel pela modulacdo da motilidade gastrointestinal, mas quando
ultrapassa os seus efeitos fisiologicos, pode aumentar a permeabilidade do intestino (Figura
7). O LPS tem sido associado a reacbes pro-inflamatoérias, através da via de sinalizacdo

LPS/TLR/NF-KB, e a producao de citocinas inflamatorias no intestino (54).

Alteragées na microbiota intestinal
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Figura 7 - Alteracdes na permeabilidade intestinal apos alteragdes na Ml (Adaptado de Caricilli et al.)
(55).

Acredita-se que a fisiopatologia da DP possa ser influenciada por uma barreira
epitelial intestinal alterada e por um processo pro-inflamatorio subjacente, uma vez que se
observou uma reducédo da expressao de ocludina nesta barreira (uma proteina das juncoes de
oclusdo), bem como alteracoes morfoldgicas (56). Foi também observado um aumento da
expressao de RNA mensageiro das citocinas pro-inflamatdrias nas biopsias coldnicas de
doentes com DP (57). Uns estudos mostraram que ha uma disfuncao das células gliais
entéricas ao nivel do SNE na DP (2). Estas células, que representam no trato digestivo o
equivalente a astrdcitos no cérebro, podem estar envolvidas na inflamacao intestinal e na

modulacao da integridade da barreira epitelial intestinal. Devos e os seus colegas verificaram
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que a expressao de citocinas e marcadores gliais pro-inflamatorios esta aumentada nas
biopsias colonicas de doentes com DP e que esta estd correlacionada com a duracdo da
doenca (57).

Uma das consequéncias negativas relacionadas com as alteracdes no perfil microbiano
do intestino € o aumento da permeabilidade epitelial do intestino, que pode levar a
inflamacao local e sistémica, provavelmente devido a translocacao de bactérias ou antigénios
bacterianos e endotoxinas (58). Acredita-se que a translocacdo de tais substancias seja um
fator ambiental que desencadeia a acumulacao e a agregacao da alfa-sinucleina no intestino

dos doentes com DP (Figura 8) (12).
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Figura 8 - Um possivel caminho de disseminacao da alfa-sinucleinopatia do SNE para o SNC. Os
macrofagos da lamina prépria sdo reativos aos agentes patogénicos naturais (por exemplo, bactérias,
virus, etc.) ou induzidos (toxinas). Estas células reagem através da secrecdo de mediadores
inflamatérios (citocinas, quimiocinas, ROS, etc.), que podem danificar o tecido circundante e podem
induzir a acumulacao de alfa-sinucleina nos nervos entéricos. Isso pode alterar a atividade intestinal, o
que, no inicio, pode ser observado por motilidade intestinal anormal e obstipacdo. A alfa-sinucleina
agregada pode ser libertada pelas células nervosas danificadas, o que pode ativar ainda mais os
macrofagos locais. Além disso, a transmissao célula a célula pode contribuir para a progressao da alfa-
sinucleinopatia, que acabaria por se propagar do SNE para o SNC através do nervo vago e da medula
espinhal (Adaptado de Lema Tomé C. M. et al.) (19).
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Forsyth e os seus colaboradores mostraram que havia uma exposicao excessiva a LPS
em doentes com DP, dado que havia menos proteinas séricas de ligacdo a LPS (LBP) no plasma
de doentes com DP em comparacéo aos individuos saudaveis. Observaram também que havia
uma coloracao positiva do antigénio da Escherichia coli nas biopsias colhidas da mucosa do
coléon sigmoide. Estes achados sugeriram fortemente que a permeabilidade intestinal
aumentada observada na DP pode ser uma consequéncia da exposicdo da mucosa intestinal e
do sistema imunitario da mucosa aos produtos das bactérias que se encontram no limen do
intestino, como, por exemplo, aos LPS. A translocacao de produtos das bactérias que estao no
limen pode levar a lesdo oxidativa dos neurdnios entéricos da mucosa intestinal e a
agregacao de alfa-sinucleina. Além disso, a presenca de Escherichia coli na mucosa do colon
sigmoide nos doentes com DP nao suporta apenas a conclusdo de que ha uma maior
permeabilidade para os LPS através das células epiteliais intestinais, mas também que ha uma

possibilidade de os LPS ficarem presos na mucosa intestinal (41).

Num modelo experimental, foi sugerido que a endotoxina LPS poderia ser um possivel
desencadeante da inflamacdo na DP através do TNFa (41). A administracdo de LPS
sistemicamente ou diretamente no SNC tem sido utlizada em varios estudos com modelos de
animais no estudo da fisiopatologia inflamatoria da DP. No estudo de Qin e os seus colegas,
com base em murganhos adultos, foi demostrado que uma Unica injecao intraperitoneal de
LPS era capaz de iniciar a producao de TNFa na periferia, o que, por sua vez, desencadeou o
inicio da producdo de TNFa também no cérebro e que continuou durante vastos meses mesmo
apos o cessar do agente desencadeante. Isto quer dizer que bastou um Unico evento pro-
inflamatorio na periferia para induzir neuroinflamagdo cronica no cérebro do murganho
adulto. O TNFa sistémico e a administracao de LPS desencadeou a ativacdo da microglia e
aumentou a expressao de fatores pro-inflamatorios no cérebro. Eles também observaram que
a administracao de LPS em murganhos adultos estava relacionada com uma perda tardia e

progressiva dos neuronios dopaminérgicos, mecanismo semelhante ao que ocorre na DP (59).

3.3 Acidos gordos de cadeia curta (AGCCs)

Os AGCCs sao produzidos endogenamente no intestino grosso e sao conhecidos por
modular as funcoes intestinais. Os AGCCs sao gerados no intestino grosso como resultado da
fermentacao bacteriana das fibras provenientes da dieta e do amido (60). Acetato,
propionato e butirato sdo os principais AGCCs presentes no liumen do colon, onde sao

utilizados pelos hospedeiros como substrato energético e como moléculas sinalizadoras (61).
Os estudos conduzidos por Scheperjan e por Keshavarzian demonstraram que havia

associacdo entre a abundancia de uma certa microbiota no intestino e a DP, e que as

bactérias com capacidade de produzir AGCCs sao reduzidas na DP (12,13). Os AGCCs sao
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capazes de modular a atividade do SNE e, por sua vez, aumentar a motilidade
gastrointestinal. O butirato parece ser capaz de regular a homeostase da mucosa do colon e

modular a excitabilidade neuronal (60).

No estudo de Unger e dos seus colegas, identificou-se uma reducao significativa de
acetato, propionato e butirato nas amostras fecais dos doentes com DP em comparacao aos
controlos saudaveis. Quanto as concentracdoes de butirato, tanto as absolutas como as
relativas estavam significativamente reduzidas nos doentes com DP. O butirato atua
localmente na mucosa do colon, mas também pode exercer efeitos remotos através do SNE,
como, por exemplo, na alteracdo da atividade dos neurdnios entéricos por hiperpolarizacao
reversivel. As concentracdoes de butirato nas fezes dos doentes com DP parecem exercer
efeitos relevantes sobre o SNE e contribuir para a dismotilidade gastrointestinal, um sintoma

nao motor frequente na DP (39).

Num estudo em murganhos, analisou-se a funcao da Ml do hospedeiro na homeostase
da microglia. Murganhos germ-free apresentaram defeitos globais na microglia, como, por
exemplo, proporcdes celulares alteradas e um fendtipo imaturo, o que desencadeou respostas
imunologicas inatas inadequadas por parte da microglia. Observou-se que uma erradicacao
temporal da MI hospedeira afeta severamente as propriedades da microglia e uma MI pouco
complexa também. Em contraste, a recolonizacdo dos murganhos com uma MI complexa
restaurou parcialmente os recursos necessarios para a maturacdo da microglia. Foi
demonstrado que produtos bacterianos ou metabodlitos das bactérias da MI, como os AGCCs,
sdo moléculas-chave que modulam a maturacdo, a morfologia e a funcdo da microglia. Os
AGCCs podem translocar-se da mucosa intestinal para a circulacdo sistémica, onde podem
afetar a regulacao imunolégica e a funcdo do SNC. Murganhos sem o recetor FFAR2 para os
AGCC mostraram possuir defeitos na maturacao da microglia em condicdes livres de agentes
patogénicos (38). Estas alteracoes na microglia podem levar a respostas imunologicas
precoces apos exposicdo a padrées moleculares associados a microbios (MAMPs) ou devido a

estimulacédo por agentes patogénicos, como os LPS.

Em resumo, a Ml parece influenciar o processo inflamatorio da DP através dos seus
produtos, alguns dos quais mostraram ser prejudiciais e outros benéficos. A alfa-sinucleina
agregada no SNC pode imitar, através do mecanismo do MI, as infecdes bacterianas e virais,
que podem, através dos TLRs, desencadear a ativacdo da microglia. A translocacdo de
endotoxinas, como o LPS, através de uma membrana intestinal com permeabilidade alterada,
pode desencadear um processo inflamatorio local que leva a lesdo dos tecidos circundantes e
a agregacao da alfa-sinucleina nos nervos entéricos. Por outro lado, a falta de certas
bactérias na Ml leva a falta de producdo de AGCCs, o que parece influenciar a funcao da

microglia, importante na neuroinflamacao.
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4. TLRs (recetores do tipo Toll)

4.1. TLRs na doenca de Parkinson

Apesar de ainda nado se saber a verdadeira etiologia da DP esporadica, ha evidéncias
de que agregados de alfa-sinucleina com conformacao alterada ativam as células da microglia
no SNC, promovendo a inflamacéo e o stress oxidativo e levando a neurodegeneracao (2,49).
A alfa-sinucleina é reconhecida como um PAMP ou um padrao molecular associado a danos
(DAMP) pelos TLRs presentes na membrana da microglia, levando a translocacao nuclear de
NF-kB e ao aumento da producdo das citocinas pro-inflamatorias, TNFa e IL-1B, através do

envolvimento do fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) (22).

Ha uns anos, um estudo constatou a existéncia de uma regulacao “positiva” do TLR2
em varios modelos de animais de doencas neurodegenerativas, incluindo modelos da doenca
de Alzheimer e da DP. Nos estudos, foi argumentado que esta resposta pelo TLR2 poderia
fazer parte de uma fase efetora neuroinflamatéria ndo especifica, em vez de uma causa
especifica da doenca (62). Julga-se que o que podera ser especifico é a forma como o

processo infamatorio é ativado através dos TLRs.

Outro estudo revelou que os agregados proteicos patogénicos existentes no corpo
humano, que se encontram dentro dos neuronios, podem atuar como um agonista endogeno
para ativar a via do TLR2. Assim, os agregados de alfa-sinucleina podem ser considerados
como agonistas endogenos do TLR2 que ativam a microglia, a qual se torna neurotoxica,
promovendo a neurodegeneracao (21). Neste estudo foi também questionado o porqué de a
alfa-sinucleina oligomérica ser considerada a forma neurotoxica na DP e nao a forma fibrilar
(16,22). Revelou-se que a ativacdo de TLR2 pela alfa-sinucleina é altamente sensivel a
conformacédo da proteina. A alfa-sinucleina puramente monomérica e fibrilar ndo consegue
ativar o TLR2. Os oligomeros de alfa-sinucleina, através da ativacao do TLR2, sdo indutores de
imunidade inata inflamatoria no sistema nervoso. No entanto, a oligomerizacao em si também
nao parece ser suficiente para a ativacao do TLR2, pelo que foi sugerido que deve haver
alguma modificacdo nos monoémeros ou nos dimeros, que ocorre nas células, e que é

necessaria para a atividade agonista do TLR2 (21).

O receptor do tipo Toll 4 (TLR4) também tem sido implicado na DP. O TLR4 parece
interagir com a alfa-sinucleina, ativar a microglia, assim como intervir em processos como
captacao da alfa-sinucleina, libertacao de citocinas pré-inflamatérias e promocao do stress
oxidativo. Um estudo in vivo em murganhos, realizado por Fellner e colaboradores, revelou
que o TLR4 tem um papel modulatério importante nas respostas pré-inflamatoérias da glia e na

producao de ROS quando estimulado pela alfa-sinucleina. Demostrou que a fagocitose
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microglial, a libertacdo de moléculas pro-inflamatorias e a producao de oOxido nitrico
diminuem apds a exposicao da alfa-sinucleina as células microgliais desprovidas de recetores
TLR4 (63). Outro estudo prévio ja tinha demonstrado que ratos deficientes em TLR4 sado
menos vulneraveis a intoxicacdo por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), toxina
usada para induzir Parkinsonismo nos modelos animais com DP, do que nos murganhos
normais. Os murganhos sem os recetores TLR4 exibem um ndmero menor de células
microgliais ativadas apds a estimulacao por MPTP, comparativamente aos que possuem estes
recetores. Desta forma, sugere-se que a via de sinalizacdo de TLR4 esta envolvida na DP
experimental, isto é, a auséncia genética da sinalizacdo de TLR4 parece proteger os ratos da

neurodegeneracao, o que destaca o papel primordial do TLR4 no desenvolvimento da DP (64).

De todos os tipos de TLRs existentes, os que mais parecem contribuir para o
desenvolvimento da DP sao o TLR2 e o TLR4. No entanto, o estudo de Stefanova e colegas,
demonstraram que podem existir duas vertentes diferentes do comportamento do TLR4 na
DP. Por um lado, a sinalizacao do TLR4 desequilibrada pode desempenhar um papel crucial na
progressao da alfa-sinucleinopatia, através da libertacdo de mediadores pré-inflamatorios,
como TNFa, pela microglia, que leva ao comprometimento motor e a perda de neuroénios e
fibras dopaminérgicas nigroestriatais. No estudo acima, este mecanismo foi observado em
murganhos desprovidos de recetores TLR4 (63). Por outro lado, a expressao do TLR4 na
microglia pode desempenhar um mecanismo importante na depuracao da alfa-sinucleina, que
foi observado em murganhos transgénicos que expressavam TLR4 especificamente em
oligodendracitos. Eles sugeriram com este estudo que a progressao da DP e os distlrbios
relacionados com as caracteristicas patologicas da alfa-sinucleina podem ser resultado de um
comprometimento primario da microglia a longo prazo, que pode dever-se a uma disfuncao
relacionada com a idade ou até mesmo a uma predisposicao genética do humano e a fatores
externos. A alfa-sinucleina extracelular é reconhecida como uma DAMP e a falta de TLR4 tem
mostrado prejudicar a resposta fagocitica da microglia a alfa-sinucleina, com consequente
acumulagao de alfa-sinucleina e aumento da neurodegeneracdo dopaminérgica na substantia

nigra, destacando-se o efeito neuroprotetor da sinalizacao de TLR4 (65).

A funcao dos TLRs na DP pode, entao, ter duas funcdes, que ainda estao em
investigacao. Por um lado, a sua ativacao na microglia pode desencadear neurotoxicidade, e,
por outro, pode ser essencial para remover a alfa-sinucleina agregada, tendo, portanto, uma

funcao neuroprotetora (21).
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4.2 Interacao da microbiota intestinal com os TLRs na doenca de
Parkinson

Os TLRs sao também capazes de reconhecer as moléculas de origem microbiana,
denominadas MAMPs. Recentemente, os TLRs demonstraram ter uma nova funcao no controlo
da homeostase do epitélio intestinal e na protecdo do dano epitelial (66). A expressao de

TLRs em células do epitélio intestinal esta associada a regulacao das funcoes da barreira (61).

0 estado ativado adquirido da microglia em resposta a acumulacao de agregados de
proteinas de conformacado alterada e a neurodegeneracdo € um processo denominado por
priming microglial, semelhante a teoria emergente de “imunidade treinada” ou “memoria
imunolodgica inata”, consistindo na reprogramacao epigenética e metabolica das células
imunologicas inatas apo6s um estimulo inicial (67). Um estudo evidenciou que macrofagos
derivados das células-tronco hematopoiéticas humanas, estimulados por um agonista TLR2
durante a sua diferenciacao e posteriormente inoculados em murganhos irradiados,
evidenciam uma resposta ao estimulo inflamatério mais suave, libertando uma quantidade
reduzida de mediadores inflamatorios e espécies reativas de oxigénio (68). Foi, assim,
demonstrado que possuiam um fenoétipo mais tolerante, sendo sugestivo que o mesmo

aconteca com a microglia.

A funcao da barreira intestinal esta prejudicada em doentes com DP, colocando-os em
maior risco de exposicao a produtos microbianos, pelo que a translocacdo de bactérias ou
produtos derivados de bactérias, como os LPS (um ligante de TLR4), pode induzir uma
inflamacao sistémica, produzindo neurodegeneracdo mais grave (67). Recentemente, um
estudo de Rumio e dos seus colegas demonstrou (em humanos e murganhos) que as células do
musculo liso do intestino e as células do plexo mioentérico expressam o recetor TLR4, recetor
especifico do LPS. Neste estudo, o tratamento in vivo com o LPS induziu translocacao nuclear
de NF-kB em células do musculo liso intestinal e células do plexo mioentérico em murganhos
do tipo selvagem, mas ndao em murganhos desprovidos de TLR4. Nos humanos, a tlnica
muscular humana, desprovida de tecido epitelial e conjuntivo, produziu grandes quantidades
de IL-8. Estes resultados apontaram para a hipotese de que as células do mUsculo do jejuno
tém uma funcdo na producao de IL-8 induzida por LPS in vivo. O estudo também revelou que
os enterocitos do intestino delgado sao desprovidos de TLR4 ou apresentam apenas
quantidades pequenas de TLR4 (69). Outro estudo posterior revelou que o TLR4, que
reconhece o LPS, esta presente nos plexos mioentérico e submucoso do intestino de roedores
e no ileo humano, assim como nos neurdnios sensoriais primarios dos ganglios da raiz dorsal
inferior. O mesmo estudo também demonstrou que a imunomarcacao de TLR4 é mais forte no
intestino grosso distal dos roedores. Neste tecido, a expressao de TLRs estava presente tanto
nos neuronios como nas células gliais entéricas do SNE. Estas observacdes indicam que a rede

neural entérica pode ser diretamente ativada por componentes bacterianos e virais e,
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portanto, esta mais na linha da frente do que se previa anteriormente nas respostas de defesa

da parede intestinal e na interacao cruzada com a MI (70).

O estudo de Anitha e colaboradores demostrou o lado positivo da interacao entre a Ml
e os TLR4, isto é, a sinalizacdo de TLR4 é importante nos neuronios entéricos e pode
participar na modulacao da motilidade intestinal. A ativacao de TLR4 e de NF-kB pelos LPS
parece promover a sobrevivéncia dos neurdnios entéricos. A falta de TLR4 esta associada a
reducao da motilidade Gl e de respostas imunologicas através da via MyD88. A interacao entre

os neurdnios entéricos e a Ml aumenta a sobrevivéncia de neurdnios nos murganhos (71).

Em relacdo aos AGCCs, produtos derivados de bactérias da MI, achados recentes
revelaram a presenca de butirato em alta concentracao no célon nos humanos. Foram usadas
células-L enteroendocrinas humanas que respondem a fermentacdo microbiana através do
aumento da expressao dos recetores de MAMP, aumentando a sensibilidade da MI. Além disso,
observamos uma expressao aumentada de TLR4 dependente do butirato e uma regulacao
positiva de outros TLRs dependente também do butirato, que, por sua vez, levou a uma maior
resposta de NF-kB. Por conseguinte, foi proposto que o butirato poderia participar nas
respostas imunoldgicas das células-L, aumentando a sensibilidade microbiana através da
regulacao positiva da expressao de TLRs (61). Este estudo revelou, assim, a importancia do

butirato na regulacao da identificacdo microbiana através de TLRs.

0 transplante de microbiota fecal de murganhos saudaveis para os murganhos com DP
revelou ser capaz de reduzir a ativacdo da microglia e dos astrocitos na substantia nigra e
reduzir a expressao dos componentes da via de sinalizacao de TLR4/TNFa no intestino e no
cérebro destes murganhos. Neste estudo, demonstrou-se que a disbiose microbiana intestinal
esta envolvida na patologia da DP e que o transplante de microbiota fecal de controlos
saudaveis pode proteger os modelos animais de DP através da supressao da neuroinflamacao e
da reducao da sinalizacao de TLR4/TNFa (72).

A MI corresponde a uma enorme carga antigénica residente no intestino e pode
constituir um perigo potencial significativo se ndo for mantida sob vigilancia continua, como,
por exemplo, pelo mecanismo de detecdo dos TLRs. No entanto, a Ml comensal necessaria
para a estimulacdo constante do sistema imunitario e para a detecao mediada por TLRs dos
micro-organismos pode desempenhar um papel duplo no desenvolvimento da doenca. Por um
lado, como fonte de sinais inflamatoérios patogénicos que podem levar a doenca, mas, por

outro, apresentar uma funcao reguladora, isto €, protetora (70).
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De seguida, é apresentada uma tabela (Tabela 1) com os principais achados desta

dissertacao, relativamente a relacdo entre a microbiota e os seus produtos e a fisiopatologia

inflamatoria da DP.

Tabela 1 - Tabela dos principais achados.

Microbiota e os seus produtos Fisiopatologia da DP Referéncias
Alteracao da permeabilidade (39,58)
intestinal
Ativacao da microglia (38,43)
Disbiose intestinal (12)
Reducao de AGCCs e da mucina
Redug{:\o dos ef,e1.tos anti- (39,40)
inflamatorios
SIBO Aumento Qa permeab1lldade (17,47,48)
intestinal
Aumento da permeabilidade (41,42)
intestinal
Stress oxidativo e agregacao de (41)

Endotoxinas, p. ex.: LPS

alfa-sinucleina

Sinalizacao por TLRs no

(54, 67, 69, 70)

intestino
Estimulacao da producao de (59)
citocinas inflamatorias
Inflamacao, stress oxidativo (49)
Proteinas bacterianas Ativacao dos TLRs (1)
Mimetismo com amiloide (53)
cerebral, que ativa a glia
Alteracao da maturacao da (39)
microglia
Reducao de AGCCs Alteracées no SNE e (38)
dismotilidade gastrointestinal
Sinalizacao por TLRs (61)

31



32

Eixo cérebro-intestino-microbiota e os TLRs na Doenca de Parkinson



Eixo cérebro-intestino-microbiota e os TLRs na Doenca de Parkinson

Conclusao e cenarios futuros

A DP esporadica é influenciada por fatores intrinsecos e extrinsecos, e foi proposto
que esta poderia iniciar-se no intestino, através do SNE, e ndo no cérebro. Neste trabalho
observamos que a MI na DP sofre alteracbes, podendo haver uma auséncia ou uma reducao de
micro-organismos protetores ou um aumento de micro-organismos patogénicos, ou até ambas
as situacdes em simultaneo. Por sua vez, esta disbiose pode resultar na producao diferencial
de moléculas microbianas no intestino e alterar a permeabilidade da barreira epitelial
intestinal. Os produtos produzidos por esta MI alterada podem entrar na circulacdo (ou até
mesmo no cérebro) e afetar a funcdo neuroldgica. No intestino, os produtos das bactérias
podem desencadear um processo inflamatorio que conduzira a agregacado da alfa-sinucleina
no SNE e que, posteriormente, podera migrar até ao SNC. A conformacao especifica da alfa-
sinucleina ativa a microglia e induz uma resposta imunoldgica complexa, aumentando a
expressao de TLRs e de varios mediadores pré-inflamatérios e causando neuroinflamacao,

que, por sua vez, causara a neurodegeneracdo na DP (Figura 9).

Os produtos microbianos identificados na DP poderao servir como biomarcadores da
doenca ou até mesmo como alvos de medicamentos. As intervencdes que corrijam a disbiose
podem fornecer tratamentos seguros e eficazes para retardar ou interromper a progressao de

sintomas motores frequentemente debilitantes.

A maior parte das interacdes entre o eixo cérebro-intestino-microbiota da-se através
dos TLRs. As evidéncias emergentes descritas acima sugerem a existéncia de uma rede de
sinalizacdo de TLRs multifacetada que influencia os circuitos neurais e os processos mediados
pelo sistema imunoldgico, tanto no intestino como no cérebro. A realizacao de outros estudos
no futuro, focados na descoberta dos fatores derivados da MI responsaveis pela sinalizacao
dos TLRs e os consequentes resultados da ativacao dos TLRs, tanto no SNE quanto no SNC,
fornecerao novas luzes sobre o complexo dialogo entre o hospedeiro e a Ml na DP, bem como

noutras doencas neurodegenerativas.
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Figura 9 - Figura resumo.
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