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Resumo

A etiologia das doengas inflamatorias intestinais, nomeadamente da doenga de Crohn e
da colite ulcerosa, é ainda desconhecida. No entanto, a microflora intestinal vem assumindo um
papel determinante no inicio e manuten¢do da resposta inflamatéria na mucosa intestinal.
Efetivamente, nos ltimos anos encontramos na literatura um reforco da hipdtese de que a
doenca inflamatoria intestinal resulta de interagdes desreguladas entre a microbiota e o sistema
imune da mucosa, levantando-se a possibilidade de que de alguma forma a modulagdo da

microbiota intestinal possa constituir um potencial alvo terapéutico para a doenga.

Hé evidéncia cientifica que implica que elementos especificos da microbiota saudavel
podem apresentar capacidades anti-patogénicas, conferindo maior resisténcia a colonizagao
bacteriana patogénica do intestino. Tais resultados levaram a introducao de novos meios de
intervencao terapéutica e profilatica no contexto das doengas inflamatdrias intestinais, baseados
no consumo de culturas tnicas ou mistas de microrganismos (probioticos), e/ou ingredientes
nutricionais nao digeriveis (prébioticos), com beneficio para o equilibrio intestinal, e

contribuindo para o refor¢o imunologico.

Assim, o objetivo deste artigo de revisao foi o de sistematizar, através de uma revisao
bibliografica, os dados cientificos publicados nos ultimos dez anos, ao abrigo da tematica do
papel da flora intestinal na doenga inflamatoria intestinal. Pretendemos abordar ndo s6 a sua
vertente etiologica, com referéncias ao desequilibrio imune e ao estabelecimento de processos
fisiopatologicos e inflamatorios, mas também a perspetiva terapéutica, que tem por base o
restabelecimento da normal flora intestinal como chave da resolucdo dos fendmenos

inflamatorios adjacentes.



Encontramos evidéncias de que a utilizacdo de probiodticos e/ou prebidticos confere
beneficios na manutencao do estado de remissdao das doencas inflamatorias intestinais, com

particular relevancia na colite ulcerosa.

No entanto, a falta de sistematizacao dos estudos efetuados, de desenhos de investigacao
adequados, bem como amostras populacionais pouco representativas, enviesam a aceitagao e
aplicacdo rotineira desta terap€utica. Assistimos a uma tendéncia da sua incorporagao nas linhas
de orientagdo das organizagdes médicas europeias, mas com cautela, e estipulando critérios para
a sua utilizacdo. Para que a terapéutica com probidticos seja definitivamente aceite, sdo
necessarios ensaios mais solidos, que selecionem e estudem separadamente os agentes

probioticos, € ndo em combinagao.

Palavras-chave

Doenga inflamatoéria intestinal; microbiota; probioticos; prébioticos; fisiopatologia.



Abstract

The etiology of inflammatory bowel diseases, including Crohn's disease and ulcerative
colitis, is still unknown. However, the gut microbiota has assumed a critical role initiating and
maintaining the inflammatory response in intestinal mucosa. Indeed, in recent years we find in
the literature a strengthening hypothesis that inflammatory bowel disease results from
dysregulated interactions between microbiota and the immune mucosal system, raising
possibility that somehow the modulation of intestinal microbiota could be a potential

therapeutic target for the disease.

There is scientific evidence implicating that specific types of healthy microbiota may
have anti- pathogenic abilities, providing greater resistance to pathogenic bacterial colonization
of the intestine. These results led to the introduction of new ways of therapeutic and
prophylactic intervention in the context of IBD based on the use of single or mixed cultures of
microorganisms (probiotics) and/or nondigestible nutritional ingredients (prebiotics),

contributing to gut and immune system health.

The aim of this review article was to systematize through a literature review, scientific
data published in the last ten years, about the role of the gut in inflammatory bowel disease. We
intend to address not only their etiological component, with references to immune imbalance
and establishing pathophysiological and inflammatory processes, but also a therapeutic
perspective, based on the restoration of normal intestinal flora as the key to solving the adjacent

inflammatory phenomena.

We found evidence that the use of probiotics and/or prebiotics confers benefits in
maintaining the state of remission in inflammatory bowel disease, with particular relevance in

ulcerative colitis.



However, the lack of systematization of the studies, appropriate research designs as well
as some non-representative population samples, skew acceptance and routine application of this
therapy. We witness a trend of its incorporation into European medical organizations
guidelines, but not without caution, stipulating criteria for their use. For therapy with probiotics
to be finally accepted, it takes more robust testing, that select and separate probiotic agents in

each study, instead of a single study using several probiotics.

Keywords

Inflammatory bowel disease; microbiota; probiotics; prebiotics; pathophysiology.



Lista de abreviaturas e acronimos

AIEC: Estirpes aderentes invasivas de E. coli (adherent invasive E. Coli);

AKT/PI3K: proteina cinase B/ fosfatidilinositol 3-cinase (protein kinase

B/phosphatidylinositol 3-kinase);
APC: Células apresentadoras de antigénios (antigen presenting cells);
ATGI16LI1: Proteina 16L1 relacionada com a autofagia (autophagy related 16-like 1);

CARD: Dominios de recrutamento e ativacao das caspases (caspase activation and

recruitment domains);
CDALI: Indice de atividade da doenca de Crohn (Crohn’s disease activity index)
CU: Colite Ulcerosa;
DC: Doenga de crohn;
DII: Doenga inflamatoéria intestinal;
ECCO: European Crohn’s and Colitis Organisation;
FUT-2: fucosiltransferase-2;
GALT: Sistema imunitario associado ao intestino (gut-associated lymphoid tissue);

GATA-3: Fator de transcri¢do 3 da sequéncia “GATA” do DNA (DNA sequence

“GATA” transcription factor 3);,
ICAM: Molécula de adesao da célula intercelular (intercelular adhesion molecule);
IFN v: Interferdo gama;

IRGM: Familia M da guanosina trifosfatase (guanosine triphosphatase family M);



LPS: Lipopolissacarideos;

MALT: Tecido linfoide associado a mucosa (mucous-associated lymphoid tissue);
NOD: Nucleoétidos de ligacao de oligomerizagado (nucleotide-binding oligomerization);
PCR: Proteina C reativa;

SCCALI: Indice de atividade clinica de colite simplificado (simplified clinical colitis

activity index)

STAT®G: transdutor de sinal e ativador da transcri¢do numero 6 (signal transducer and

activator of transcription 6);
TGF: Fator de crescimento transformante (transforming growth factor);
TLR: Recetores do tipo toll (zoll like receptors);
TNF: Fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor);

TNFSF14: Membro 14 da superfamilia dos fatores de necrose tumoral (fumor necrosis

factor superfamily member 14).



1. Introducao

Tendo por base os conhecimentos atuais da fisiologia humana, ¢ globalmente aceite o
conceito da colonizagdo intestinal por um vasto leque de microrganismos, hoje coletivamente

designados por microbiota e previamente por flora intestinal.

Gracas a um rapido progresso no desenvolvimento e aplicacao das técnicas moleculares,
¢ atualmente possivel conhecer a composi¢do, funcao, diversidade e potencial metabolico da
flora microbiana intestinal [1]. Efetivamente, nos ultimos anos tem-se procedido a identificagao
da diversidade de microrganismos que constituem a microbiota, € ao estudo da

relacdo/interacao que estas bactérias estabelecem com o organismo humano.

A flora comensal ndao coloniza passivamente o limen intestinal, bem pelo contrario,
estabelece vias de comunicagdo com o sistema imunitario do hospedeiro, e interfere nos
processos metabdlicos, apresentando-se como um potencial “6rgdo esquecido” e pouco

valorizado [1,2].

A camada tnica de 400 mm? de células epiteliais do intestino constitui a chamada
barreira intestinal, que previne a entrada de antigénios que ativariam o sistema imunitario. O
intestino possui uma extensa e ativa superficie de tecido linféide associado ao intestino (GALT,
gut associated lymphoid tissue), estruturas integradas no tecido linfoide associado a mucosa
(MALT, mucous-associated lymphoid tissue,). Este tecido linfoide assume, ao longo do tubo
digestivo, padrdes de organizagdo distintos, de que se destacam, por exemplo, as placas de
Peyer no intestino delgado (nomeadamente no ileo), ou os agregados linfocitarios ao longo do

cblon

O conceito de interacao simbidtica entre a microbiota e o organismo humano baseia-se
no estudo da forma como as bactérias comensais estabelecem comunica¢do com o sistema

imunitario presente no intestino [2].



Em individuos saudaveis, a barreira intestinal constitui um recurso eficaz no combate
aos antigénios presentes no lumen, considerado na pratica como um prolongamento do exterior
do organismo. A incapacidade ou lesdo desta barreira estd assim associada a patogénese de

diversas doencgas, como por exemplo as doengas inflamatorias intestinais (DII) [3].

A doenca de Crohn (CD) e a colite ulcerosa (CU) sao os subtipos clinico-patologicos
mais relevantes de doencas inflamatdrias intestinais, a primeira caracterizando-se por uma
inflamacao cronica idiopatica, que pode afetar qualquer segmento do trato gastrintestinal, mas
com atingimento primordial do ileo terminal e do cdlon, e a segunda por uma inflamagdo
cronica, também idiopatica, de sede colica, e por vezes também retal. Para a sua génese

contribuem fatores de ordem genética, ambiental e imunologicos [4, 5].

A disbiose, um desequilibrio da microbiota, com alteracdo da flora intestinal normal, e
da sua relacdo com o hospedeiro, ¢ um dos conceitos subjacentes a etiopatogenia da DII. Ha
evidéncia cientifica que demonstra que tipos especificos da microbiota saudével podem
apresentar capacidades anti-patogénicas, conferindo maior resisténcia a colonizagdo bacteriana

patogénica do intestino [5].

Tais resultados levaram a introducdo de novos meios de intervencdo terapéutica e
profilatica no contexto das DII, baseados no consumo de culturas Unicas ou mistas de
microrganismos (probioticos) e/ou ingredientes nutricionais nao digeriveis (prebidticos), com

beneficio para o equilibrio intestinal, e com refor¢o imunolégico [5-8].

O objetivo deste artigo de revisdo ¢ o de sistematizar, através de uma revisao
bibliografica, os dados cientificos publicados ao abrigo da temética do papel da microbiota na
DII. Pretendemos abordar a vertente fisiopatologica da doenca inflamatdria intestinal,
nomeadamente os mecanismos inflamatorios e as alteragdes imunitarias, que permitiram

identificar potenciais alvos terapéuticos, perspetivando o restabelecimento da flora intestinal



normal como chave da resolugdo dos fendmenos inflamatérios subjacentes nas doencas

inflamatorias intestinais.

2. Materiais € Métodos

Para o presente artigo de revisdo, foi realizada pesquisa bibliografica com os motores
de metadados SUM search e TRIPdatabase, a 31 de Julho de 2015, com as palavras-chave
“inflammatory bowel disease AND probiotic AND etiology AND treatment”, tendo sido
obtidos 81 artigos através da plataforma SUMSearch2 (www.sumsearch.org) e 62 através da

plataforma TRIPdatabase (www.tripdatabase.com).

Procedeu-se igualmente a pesquisa de artigos através da plataforma PubMed a 31 de
julho de 2015, usando os termos MeSH “inflammatory bowel disease”, “probiotics” e
“prebiotics”, com a férmula “inflammatory bowel disease AND probiotic AND etiology AND
treatment”, tendo sido aplicados filtros restritivos, com preferéncia para estudos comparativos

e revisoes sistematicas, tendo sido possivel obter 72 artigos.

Os artigos consultados foram restritos aos ultimos 10 anos, e as linguas portuguesa,
inglesa, francesa e espanhola, critérios estes aplicados de forma transversal a todos os motores

de pesquisa utilizados.

Foram ativados os pedidos de atualizagdo por correio eletronico de novos estudos

sobreponiveis aos termos da pesquisa.

Procedeu-se também a pesquisa através do método “PICO”, segundo a féormula “P
(inflammatory bowel disease) I (Probiotics)” que produziu 81 resultados, com artigos

sobreponiveis aos produzidos pelas plataformas supracitadas.



As guidelines elaboradas pela European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO) e
suportadas pela Sociedade Portuguesa de Gastroenterologia, disponiveis para consulta através

do site (www.spg.pt), foram igualmente consultadas.

A selec¢do dos estudos foi feita tendo por base nao so6 a atualidade do artigo, mas também
a indexacdo do mesmo e o fator de impacto das revistas, verificado através da plataforma Web
Of Knowledge (www.webotknowledge.com). Dos 143 artigos obtidos através das plataformas
SumSearch e TRIPdatabase, foram selecionados 20 artigos, com base na pertinéncia do
conteudo e no nivel de citagcdes (minimo de 14 citacdes listadas no Web Of Knowledge, exceto
para as publicagdes de 2015). Dos 72 artigos obtidos pela plataforma PubMed, 62 foram
incorporados nesta revisdo sendo que apos a primeira leitura, 10 revelaram-se fora do ambito

da mesma.

3. Microbiota como mecanismo etiologico de Doenga Inflamatoria

Intestinal

3.1. A doenca inflamatoria intestinal

A doenga de Crohn (DC) e a colite ulcerosa (CU) sdo as duas entidades clinicas mais
relevantes dentro do espetro das doencas inflamatdrias intestinais (DII), sendo portanto as mais
estudadas. Caracterizam-se, como ja dissemos, por uma inflamagdo intestinal crdnica
idiopatica, resultante da influéncia de fatores de ordem genética (presenca de mutacdes
genéticas responsaveis pela codificagdo de proteinas que interferem com a resposta imunitaria),
ambiental (exposicdo a antigénios e/ou substratos capazes de despoletar uma resposta

inflamatoéria desadequada) e imunitaria [4, 5].
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Numa abordagem sucinta das caracteristicas de cada entidade clinica, importa referir
que a DC ¢ uma patologia que afeta todo o tubo digestivo, determinada pela presenga de
inflamacao disposta de forma segmentar, num padrao descontinuo, afetando segmentos do trato
gastrointestinal que intercalam com éreas preservadas de doenga. E uma doenca transmural,
com lesdo de toda a espessura da parede intestinal, e com a possibilidade de desenvolvimento
de fistulas intestinais e abcessos. Estes quadros motivam a classificagdo da doenga em ndo
obstrutiva, obstrutiva ou penetrante. Cursa também com manifestagdes extraintestinais, do foro
reumatoldgico (sacroileite), oftdlmico (uveite) ou dermatoldgico (eritema nodoso).
Clinicamente, ¢ usual identificar a apresentac¢do clinica em 3 estadios, ligeira, moderada e
grave, de acordo com sintomas da doenca, perda de peso, exame objetivo e valor de proteina C
reativa (PCR). Uma doenca de estadio leve caracteriza-se por um doente capaz de se alimentar
oralmente, perda de peso inferior a 10% do peso total, sem sinais de desobstru¢do ou
desidratacao, sem febre e sem massas abdominais a palpagao. Possui habitualmente uma PCR
elevada. Uma doenga de Crohn de estadio moderado apresenta uma perda de peso superior a
10%, e o doente, com uma clinica de vomitos intermitentes. A palpagdo é comum encontrar-se
uma massa dolorosa, com aumento da PCR. Por fim, o estadio grave caracteriza-se por um
emagrecimento severo com indice de massa corporal inferior a 10K g/m?, um exame fisico com

sinais de obstrugdo ou abcesso, acompanhado de uma elevagao da PCR [9].

Uma das formas atualmente disponiveis para avaliar a atividade da DC passa pela
utilizacao do indice de atividade da doenga de Crohn (CDAI, Crohn’s disease activity index).
O CDALI tem aplicagdo principalmente na validagdo de doentes para inclusdo em ensaios
clinicos, ou em grupos especificos de estudos (categorizando a doencga em leve, moderada ou
grave). E igualmente utilizado para avaliar a evolugdo da doenca ou o sucesso terapéutico,
sendo aplicado antes e depois do tratamento, ajudando a objetivar se houve ou nao beneficio.

Essencialmente, a finalidade do CDAI ¢ incorporar indicadores de atividade da doenca,

11



apresentando um resultado numérico como resultado do somatdrio dos sintomas. Entre estes

indicadores, destacam-se a dor abdominal, diarreia, sensacdo de bem-estar geral e

manifestagdes extraintestinais [9]. A tabela 1 apresenta um exemplo do formulario para

aplicacdo deste indice.

Tabela 1: Indice de atividade da doenca de Crohn (CDAI). Adaptado de Dignass A. et

al, 2010.
Variaveis Avaliacao Fator
Diarreia Numero de vezes presente em 7 Avaliagdo x 2
dias
Dor abdominal Ausente 0 Avaliagdo x 5
Ligeira a moderada I,ou?2
Grave 3
Bem-estar geral Bem 0 Avaliagdo x 7
Intermédio 1,20u3
Terrivel 4
Manifestacoes Artrite/artralgia 1 Avaliacao x 20
extraintestinais
Uveite 1
Lesoes periorais 1
Doenga perianal 1
Fistulas ndo anais 1
Febre >37,8°C (ultima semana) 1
Medicacgao Loperamida ou opidides 1 Avaliacao x 30
Massa Ausente 0 Avaliacao x 10
abdominal
Questionavel 2
Presente 5
Hematécrito Mulher: 47 - (valor atual) - Avaliagdo x 6
Homem: 42 - (valor atual) -
Peso Em kg - 100 x [l-(valor
atual/standard)]
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A CU afeta essencialmente o colon e o reto, e apresenta lesdes intestinais dispostas num
padrao continuo, bem como manifestacdes extraintestinais mais frustres do que as observadas
na DC (nomeadamente artropatia aguda, eritema nodoso e colangite esclerosante). E igualmente
caracterizada, segundo critérios clinicos e analiticos, em 3 graus de gravidade. A colite ulcerosa
ligeira caracteriza-se por uma clinica mais frustre, com menos de quatro deje¢des didrias, uma
pequena quantidade de sangue nas fezes, sem febre e sem taquicardia. Apresenta uma anemia
ligeira e valores de velocidade de sedimentagdo inferiores a 30 mm/h; a colite severa
caracteriza-se por uma clinica com seis ou mais deje¢des diarias, maior quantidade de sangue
objetivado nas fezes, temperatura corporal média igual ou superior a 37.5°C, frequéncia
cardiaca superior a 90 batimentos por minuto, um valor de hemoglobina inferior a 7,5 g/dl e
valores de velocidade de sedimentacdao superiores a 30 mm/h. Serdo classificadas de colite

ulcerosa de grau moderado todas as apresentacgoes clinicas entre as duas descritas [9].

Globalmente, os sinais e sintomas mais frequentes na DII sdo a dor abdominal, diarreia
cronica, perda ponderal e astenia nas fases ativas da doenga. A presenga de diarreia
sanguinolenta ¢ caracteristica da CU. A DC pode, adicionalmente, apresentar-se com anemia e

fistulas/abcessos peri-anais [4,10 - 12].

Por forma a quantificar a atividade da CU, os clinicos utilizam o score simplificado de
atividade clinica da colite (SCCAL, simple clinical colitis activity index). O indice € constituido
por um questionério referente aos sintomas da doenca durante a semana anterior. E constituido
por seis dominios: frequéncia de dejegdes (frequéncia total e durante a noite), urgéncia de
defecacdo, presenca de sangue nas fezes, bem-estar geral e ainda presenca de manifestagdes
extraintestinais de CU. Depois da recodificagdo, o SCCAI classifica o doente em uma de duas
categorias: doenga ndo ativa (SCCAI <5) ou ativa (SCCAI > 5). A tabela 2 exemplifica este

indice [5].

13



Tabela 2: Indice simplificado de atividade clinica da colite (SCCAI). Adaptado de Cammarota

G., 2015.
Descricao Score Pontuacao
Frequéncia de 0Oa3 0
dejecoes (dia) 446 1
7a9 2
>9 3
Frequéncia de O 0
dejecoes (noite) a3 1
4a6 2
Urgéncia defecatéria Ausente 0
Ligeira 1
Imediata 2
Incontinéncia 3
Sangue nas fezes Ausente 0
Vestigial 1
Ocasional 2
Frequente (>50% das 3
defecagoes)
Bem-estar geral >7 0
(classificado de 0 a
10) 1
5 2
4 3
<4 4
Manifestacoes Artrite 0 se ausente
extraintestinais
1 se presente
Uveite 0 se ausente

Eritema nodoso

1 se presente
0 se ausente

1 se presente

14



Pioderma gangrenoso 0 se ausente

1 se presente

Se somatorio < 5 = doenca nio ativa;

Se somatodrio > 5 =doenca ativa.

Para o diagndstico definitivo destas patologias ¢ essencial o recurso a métodos
complementares de diagnostico, nomeadamente métodos invasivos como a colonoscopia com
bidpsia. No entanto, os métodos ndo invasivos sdo igualmente uma ferramenta a ter em conta
no processo diagnostico, e de seguimento. E corrente a utilizagdo de biomarcadores da DII,
nomeadamente os realizados em amostras de fezes, ja que estdo mais diretamente ligados a
atividade intestinal. De entre estes, a calprotectina ¢ o mais utilizado. As fun¢des conhecidas
da calprotectina estdo associadas aos processos de defesa através da acdo do zinco (atividade
antibacteriana e antifiingica). A sua concentracao esta diretamente correlacionada com o grau
de inflamac¢ao na amostra. Considera-se o teste negativo se a concentracao for inferior a S0pug/g,
indeterminado se compreendido entre 50,1 e 150,0 pg/g, e positivo se maior ou igual a 150,1
ng/g. Em amostras de fezes, a calprotectina demonstra ser um bom marcador biologico por
permanecer estavel até sete dias, e por se apresentar uniformemente distribuida na amostra [4,

10 - 12].

Faz parte dos protocolos terapéuticos para ambas as patologias (DC e CU) a
administracdo de salicilatos, corticoides (prednisolona, budesonide), azatioprina e outros
imunossupressores, € terapéuticas “bioldgicas” com anticorpos monoclonais tais como
infliximab, em doses e esquemas adequados a cada uma das patologias e a sua fase (ativa ou

em remissao).
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3.1.1. Introdugdao aos mecanismos fisiopatologicos da doenga

inflamatoéria intestinal

Na pesquisa da etiologia da DII, varias hipdteses sdo colocadas, como por exemplo, um
desequilibrio entre fatores pro-inflamatorios e a resposta anti-inflamatoria mediada pelas
células T, um desvio da resposta imunitaria, em consequéncia de defeitos na apresentacao de
antigénios, uma disfuncdo relacionada com uma barreira epitelial ndo integra, ou um
desequilibrio da microbiota com alteracdo da normal flora intestinal e da sua relagdo com o
hospedeiro (disbiose). Estes mecanismos serdo abordados com maior detalhe ao longo deste

trabalho [13, 14].

Importa definir alguns conceitos da fisiologia e da patologia inerentes a mucosa
intestinal e a microbiota propriamente dita, por forma a compreender o papel que ambas

possuem em contexto da DII.

A barreira intestinal ¢ constituida pelas células epiteliais intestinais, constituindo a
primeira defesa ativa contra agentes patogénicos ao nivel do intestino. Das estruturas associadas

ao GALT, destacamos as placas de Peyer.

As placas de Peyer sdo agregados de tecido linfoide que se distribuem ao longo do
intestino delgado, logo abaixo do epitélio intestinal. Estas placas sdo compostas por foliculos
de células B, que se encontram sob areas especializadas do epitélio, conhecido como epitélio
associado a foliculos, e estdo intercaladas por zonas de células T que ocupam as areas entre os
foliculos. Este epitélio associado aos foliculos contém células chamadas células multi-
fenestradas ou M, cuja funcao ¢ transportar o antigénio luminal para a area folicular. As células
dendriticas, presentes nas placas de Peyer, sdo células apresentadoras de antigénios (APC,
antigen presenting cells) que atuam como sentinelas, trocando informagdes entre as células

epiteliais da barreira intestinal e as bactérias, tanto comensais como patogénicas do lumen [2].
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As juncdes “apertadas” (tight-junctions) entre as c€lulas epiteliais permitem a entrada
seletiva de fluidos, nutrientes e microrganismos. A permeabilidade do intestino normal € assim
dependente de um epitélio intacto, da presenca de muco a superficie, do peristaltismo, ¢ da

secrecdo de fatores de prote¢ao do hospedeiro [2].

Em individuos saudaveis, a barreira intestinal constitui um recurso eficaz no combate
aos antigénios presentes no lumen, considerado na pratica como um prolongamento do exterior
do organismo. Defeitos na barreira epitelial podem levar a uma sobre-exposicao ao GALT de
antigénios luminais nocivos, resultando na produgao de citocinas pro-inflamatorias, tais como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, tumor necrosis factor alpha), e na inflamacao das
mucosas. A incapacidade ou lesdo desta barreira estd assim associada a patogénese de diversas

doengas, como por exemplo as doengas inflamatorias intestinais (DII) [3].

A inflamagdo cronica intestinal podera assim resultar, em parte, de um desequilibrio na
resposta imunitaria local (mediada pelas células de Paneth, pelas células epiteliais tipo M, e
pelas células dendriticas, capazes da ativagao de linfocitos T em Thl, Th2 ou Th17) na presenga

de triggers ambientais, em individuos geneticamente suscetiveis.

3.1.2. Constituicao da microbiota

O local mais frequentemente afetado pela DII € o colon, onde encontramos igualmente
a maior concentracao bacteriana de todo o trato gastrointestinal [12].

Para perceber o papel da microbiota na fisiopatologia da DII, importa conhecer a sua
composi¢ao normal. A microbiota humana constitui um ecossistema complexo, com cerca de
10" bactérias pertencentes a 1 000 espécies diferentes, maioritariamente anaerobias, e com uma

composi¢dao, em menor percentagem, de fungos, parasitas e virus [15]. Estes microrganismos
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aumentam, tanto em concentracdo como em complexidade, do topo proximal (boca) para o

distal (anus) do trato gastrointestinal, estando distribuidos consoante a figura 1.

Estébmago: 0— 10?
Lactobacillus
Candida
Streptococcus
Helicobacter pylori
Peptostreptococcus

Colon: 1011 — 1012
Bacteroides
Clostridium grupos 1V e XIV
Bifidobacterium
Enterobacteriaceae

Duodeno: 10?2
Streptococcus
Lactobacillus

Jejuno: 102
fleo distal: 107 — 108 Slﬂﬂfobm:‘-‘us
treptococcus
Clostridium
Streptococcus
Bacteroides
Actinomycinae
Conynetactem ileo proximal: 103
Streptococcus
Lactobacillus

Figura 1: Composi¢do e concentra¢des da microbiota ao longo do trato gastrointestinal. Adaptado de:

Sartor R. et al., 2008

Maioritariamente, a microbiota ¢ composta por bactérias dos filos Bacteroidetes e
Firmicus (90%), sendo os géneros Bacteroides (filo Bacteroidetes), Faecalibacterium (filo
Firmicus) e Bifidobacterium (filo Firmicus) os mais representativos da flora. As restantes
espécies bacterianas pertencem aos filos Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria e
Verrucomicrobia. Outros géneros, tais como Escherichia (familia Enterobacteriaceae) e
Lactobacillus (familia Lactobacillaceae), estdo presentes em menor extensdo. Espécies do
género Bacteroides constituem de per si cerca de 30% de todo o volume da microbiota,

sugerindo que este género ¢ especialmente importante no funcionamento do hospedeiro [16].
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Importa no entanto frisar que, embora exista uma base comensal comum, a microbiota
¢ uma comunidade bacteriana especifica de cada individuo, e relativamente constante ao longo
dos anos, apresentando variagdes interpessoais nao desprezaveis. Certos fatores ambientais
podem afetar diretamente a sua abundancia relativa, mas nao alteram a presenga das colonias

primarias especificas do individuo [5].

3.1.3. A microbiota como agente do sistema imunitario

Para além do conceito mais lato de flora intestinal, esta pode ser igualmente definida
como um sistema funcional com responsabilidade nos processos metabolicos da homeostasia
intestinal, na defesa contra patogénios exodgenos (competindo com estes na colonizagdo do
limen), e na maturacao do sistema imunitario e da propria mucosa intestinal. Adicionalmente,
tem funcdes bem estabelecidas de digestdo e absor¢do de nutrientes, e de secre¢cao hormonal,

mediadas pelo epitélio intestinal.

Durante muitos anos, estas funcdes foram estudadas separadamente, sem que se
analisasse a fisiopatologia gastrointestinal focando a dualidade metabolismo/imunidade, com a

microbiota como mediador.

A microbiota produz diversos metabolitos que afetam profundamente a fun¢ao epitelial
intestinal, o balango energético do hospedeiro e a resposta imunitaria. Assim, por exemplo,
metaboliza ativamente muco (importante reservatorio de glicanos que, nos mamiferos, fornece
uma fonte de nutricdo bacteriana em condi¢des de jejum prolongado), e também as células
epiteliais descamadas e os hidratos de carbono ndo absorvidos da dieta. Estes ultimos sdo
fermentados pela microbiota intestinal para produzir 4cidos gordos de cadeia curta que, por sua
vez, controlam tanto o processo de lipogénese como a producdo de hormonas intestinais com
papel na regulagdo da imunidade. [17, 18].
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Tendo um papel de relevo na regulacdo do sistema imunitario, ¢ cada vez maior o
interesse da comunidade cientifica no estudo das alteragdes que conduzem ao aparecimento da

doenca inflamatoria.

Embora nao tenha sido identificado nenhum agente etiopatogénico especifico, admite-
se que alguns microrganismos autdctones poderdao adquirir papéis patogénicos em individuos
geneticamente predispostos, € expostos a agentes dietéticos ou ambientais, alterando dessa
forma a regulacao do sistema imunitario. A estes microrganismos, da-se o nome de patobiontes.
A constante estimulagdo antigénica a que a microbiota ¢ sujeita nestas condic¢des, leva a uma
ativacdo continua dos linfocitos T, com a consequente lesdao inflamatoria cronica que

caracteriza os quadros de DII [5].

Em individuos saudéveis, a microbiota ativa uma sequéncia de respostas homeostaticas
através das células epiteliais, macrofagos, células dendriticas, linfocitos T e B/plasmocitos,
permitindo dessa forma a coexisténcia com microrganismos e produtos bacterianos

potencialmente toxicos [18 - 20].

Abordamos, de seguida, sucintamente, a relacao entre os sistemas imunitarios inato e

adaptativo no contexto das DII.

3.1.3.1. IMUNIDADE INATA

No que diz respeito a relagdo entre o sistema imunitario inato e a DII, estudos indicam
que bactérias patogénicas e seus produtos podem causar inflamagdo da mucosa do intestino,
através do envolvimento deste sistema. A expressdo pela mucosa inflamada do intestino de
moléculas de adesdo, tais como a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAMI1, intercellular
adhesion molecule 1) permite a migragdo e adesdo de células mononucleares e

polimorfonucleares circulantes, desencadeando os processos de imunidade inata [12, 19].
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Ainda no capitulo da imunidade inata, destaca-se o papel dos recetores do tipo toll
(TLRs, toll like receptors). As APC, das quais sdo exemplo as células dendriticas e os
macrofagos, possuem TLRs com diferentes especificidades para antigénios microbianos
presentes na mucosa intestinal. Estes, através dos TLR, induzem uma resposta imunitaria inata,
a qual se traduz na producdo de moléculas pro-inflamatorias. Estes recetores serdo melhor

abordados no subcapitulo 3.1.3.4 [12, 18 - 20].

3.1.3.2. IMUNIDADE ADAPTATIVA

Esta ja estabelecido que o reconhecimento de antigénios derivados de bactérias
comensais pelo sistema imunitario adaptativo € um processo que desempenha um papel chave

na patogénese da DII.

Na verdade, os estudos efetuados tém demonstrado um papel determinante dos

linfécitos T no processo inflamatério de origem intestinal.

Os linfocitos T, assim chamados pelo facto de a sua producdo ocorrer no timo,
diferenciam-se, a partir de uma célula sem fungdes previamente atribuidas (naive, CD4+). A
diferenciagdo origina células T citotoxicas (CD8+), auxiliares (CD4+), natural killer T (NKT),
de memoria (CD197), reguladoras (FOxP3, forkhead box P3, uma proteina com participacao

no sistema imunitario) ou gama-delta (yo).

Os linfocitos T auxiliares (Th, T helper) ou CD4+, podem ser classificados de acordo

com o seu tipo de resposta, em pelo menos duas vertentes Th1 e Th2 (ver Figura 2) [12].
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Os linfocitos T reguladores (Tregs, regulatory T cells) um subconjunto imuno-
modulador de linfocitos T CD4+, sdo capazes de suprimir a fungdo e a diferenciagdo dos
linfécitos Thl e Th2. Curiosamente, na presenca de 1L-6, o TGF-B1 derivado de Tregs pode

induzir a diferenciagdo de células Th17 [12].
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Figura 2: Diferenciacao dos linfocitos T. Adaptado de: Shih e Targan, 2008. Quando
estimuladas, as células T CD4+ naive diferenciam-se em 3 subconjuntos principais, Th1, Th2
e células Th17. A IL-12 induz a formacao de linfécitos Thl produtores de IFN-y. A IL-23
promove o desenvolvimento de linfécitos T auxiliares (ou CD4+) produtores de IL-17. A 1L-4
induz a ativacdo do transdutor de sinal e ativador da transcri¢ao numero 6 (STAT6, signal
transducer and activator of transcription 6), promovendo a expressao do fator de transcri¢ao 3
da sequéncia “GATA” do DNA (GATA- 3, DNA sequence “GATA” transcription factor 3),

que leva a indu¢do da expressao de IL-4 e a diferenciacdo de linfocitos Th2 [12, 19].

Tanto as células Thl como as Th2 demonstraram participar na resposta inflamatoria
intestinal cronica, com a DC a demonstrar um perfil de citocinas predominantemente
provenientes do tipo Thl, e a CU um perfil de citocinas predominantemente do tipo Th2 (ver

Tabela 3) [12, 18 - 20].
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Tabela 3: Perfis de citocinas na DII. Adaptado de Shih e Targan 2008.

Resposta imunitaria inata Resposta imunitaria adaptativa
Citocinas DC CU Citocinas DC CU
IL-1p ) () IL-5 N )
IL-6 A A IL-13 N At
IL-8 A O IL-17 At N
IL-12 ) N IL-21 ) N
IL-18 ) () IFN-y ) N
IL-23 ) N TL1a ) ?
IL-27 )\ N
TNF @ 0 0
TNFSF14 ) ()

TLla 0 0

A\: aumentado; N: normal; IL: interleucina; TNF: fator de necrose tumoral; TNFSF14: fator de
necrose tumoral superfamilia 14. TL: linfocito T; IFN: interferao.

3.1.3.3. RESPOSTA LINFOCITARIA T NA DOENCA DE CROHN

O perfil de citocinas Thl, incluindo o IFN-a, a IL-12 ¢ o TNF-a, esta elevado nos
doentes com DC [9]. Pensa-se que a DC ¢ mediada através das células Th1 devido aos elevados
niveis de IL-12 e de IFN-y verificados nestes doentes, e devido ao facto de o tratamento com

anti-IFN-y ou anti-IL-12 ter sido eficaz na inibi¢ao da evolucao da doenca [12].

Verifica-se um aumento da expressao de TNF-a e de TNFSF14 na mucosa intestinal de
doentes com a doenga de Crohn. A estimulacao do recetor do TNFSF14 induziu a producao de

IFN-y (um ativador de macrofagos) nos linfocitos T da lamina propria [4, 5, 12, 19].

Um subconjunto de células T produtoras de IL-6 e IL-17, denominadas por linfécitos
Th17, emergiu também como um importante mediador da resposta dos linfocitos T na

inflamacdo intestinal. A IL-17 € uma citocina pro-inflamatoria que promove a ativagdo de

23



outros linfocitos T, e estimula fibroblastos, células endoteliais, macrofagos e células epiteliais
a produzir varios mediadores pro-inflamatorios, tais como IL-1, IL-6, TNF, metaloproteases e

quimiocinas.

A IL-23 promove o aparecimento de linfocitos T CD4+ produtores de I1L-17 através de
mecanismos distintos dos verificados para os linfocitos Th1 (STAT1) e 2 (STAT6). Além disso,
a colonizagdo bacteriana estimula a expressao de IL-23 por células dendriticas do ileo, € os
niveis de [L-17 e IL-23 estdo aumentados no soro e na analise de segmentos intestinais afetados

pela DC [4, 12, 18, 19].

3.1.3.4. RESPOSTA LINFOCITARIA T NA COLITE ULCEROSA

Na colite ulcerosa, verifica-se que a resposta linfocitaria se efetua predominantemente
através de linfocitos Th2, produtores de I1L-4 e IL-13, mediada por células especializadas, tais
como os linfécitos T NK. Ao determinar o perfil de citocinas das células mononucleares da
lamina prépria, isoladas a partir de tecido recuperado de ressecdes ileais e/ou colicas de doentes
com DII, verificou-se que as células mononucleares dos doentes com CU segregavam
quantidades elevadas de IL-13 e IL-5, citocinas relacionadas com linfocitos Th2. Estas células
mononucleares produtoras de IL-13 e IL-5 apresentavam marcadores especificos que indicaram
tratarem-se de linfocitos NK. Estes linfocitos T NK diferiam dos T NK “classicos” por nao
expressarem recetores caracteristicos. As células NK isoladas de doentes com CU exibiram
citotoxicidade para as células epiteliais. Esta populacao de células pode ser, possivelmente, a
responsavel pela citotoxicidade observada no epitélio da CU. Em conjunto, estes dados
mostram que a CU est4 associada a uma resposta atipica de linfocitos Th2, mediada por um
subconjunto distinto de células NK produtoras de IL-13, e que sdo citotdxicas para as células
epiteliais. No entanto, o peso que este mecanismo podera ter na proliferacao da inflamacao no

contexto da CU permanece ainda por determinar [12, 18].
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A identificacdo das diferentes estirpes bacterianas esta dependente de recetores
transmembranares de reconhecimento de padrdes moleculares, que incluem a familia dos TLR
e recetores intracelulares semelhantes a nucledtidos de ligacdo de oligomerizagdo (recetores

NOD-like: nucleotide-binding oligomerization-like receptors) [18].

Os TLR’s constituem um grupo de recetores que se expressam em diferentes células do
sistema imunitario, estabelecendo um sistema de reconhecimento arquetipico que lhes permite
distinguir os diversos agentes patogénicos dos que sdo self, isto €, proprios do organismo. Estdo
descritos, até a data, dez TLR’s no organismo, considerados mediadores do sistema imunitario
humano, com um papel na atividade inicial da resposta imunitaria adaptativa. Os TLR’s
reconhecem os padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs, pathogen-associated
molecular patterns), assim como os padroes moleculares associados a risco, derivados de tecido
necrético ou isquémico (DAMPs, danger-associated molecular patterns). A titulo de exemplo,
o TLR2 reconhece varios PAMP’s de bactérias gram positivas, tais como lipoproteinas,
enquanto os TLR3, 7 e 8 sdo ativados via RNA viral, o TLR4 pelos lipopolissacarideos (LPS)
das bactérias gram negativas e o TLRS pelas flagelinas bacterianas. Os TLR levam a ativacao
de fatores de transcrigao (como NF-xB), com consequente produgdo de interferdes e citocinas
tanto pré-inflamatorias, como efetoras, que conduzem a uma resposta imunitaria adaptativa. No
intestino delgado, e em condi¢des normais, 0 TLR4 promove o recrutamento de linfécitos B, e

subsequente produgao de IgA pelos plasmdcitos localizados no subepitélio.

A ligacdo de LPS, flagelinas ou outros componentes bacterianos a estes recetores
estimula cascatas de sinalizacdo que incluem o fator nuclear kB (NF-kB), proteina cinase B/
fosfatidilinositol-3’-cinase (AKT/PI3K, protein kinase B/phosphatidylinositol 3-kinase), e vias
da proteina cinase ativadas pela mitogénese. Estas vias sdo contrariadas através de mediadores
inibitdrios, tais como o inibidor do NF-kB (IB), interferdo (IFN), interleucina 10 (IL-10), fator

de transformac¢do do crescimento (TGF, transforming growth factor), uma proteina com
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responsabilidades no controlo da proliferagdo e diferenciacdo celular) e eicosanoides
[prostaglandina E2 (PGE2), lipoxinas]. O 6timo funcionamento e regulacdo destas vias de
inibicdo requer interagdes paracrinas entre as células epiteliais e os linfocitos T reguladores
(Treg) da lamina propria, que segregam TGF e IL-10 [18,19]. Este mecanismo encontra-se
esquematizado na figura 3.

Peptidoglicanos
Flagelina bacterianos LPS's

Vol T IT

TLR6 TLR 2
TLRS - TIR1Y

Interior celular

IE;x

Figura 3: Reconhecimento bacteriano via recetores tipo toll. TLR: recetor tipo toll; LPS’s:
lipopolissacarideos; NF-kB: via fator nuclear kB; AKT/PI3K: via proteina cinase B/ fosfatidilinositol-
3’-cinase; MAPK: via proteina cinase ativada pela mitogénese; IB: Inibidor fator nuclear kB. TGF; Fator

crescimento transformante; [L-10: Interleucina 10. Adaptado de Sartor R. et al., 2008.

A IL-10 é uma citocina produzida maioritariamente por monocitos €, em menor grau,
por linfécitos. Esta citocina tem um efeito pleiotréfico na imunoregulagdo e nas reagdes de
inflamacdo. Ela sub-regula a expressdo de citocinas dos linfécitos Thl, e aumenta a
sobrevivéncia, proliferacdo e producdo de anticorpos pelos linfocitos B. Adicionalmente, e tal
como ja foi referido, € capaz de bloquear a atividade da via do NF-kB. O papel essencial da IL-
10 da mucosa, na regulacdo deste mecanismo protetor, € sugerido pela ativagdo persistente de
NF-kB e a expressdo de TLR2 e de quimiocinas em murganhos com deficiéncia de IL-10, nos
quais se desenvolveu colite cronica apds associagdo com Enterococcus faecalis [18]. Assim, a
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regulagao negativa das respostas imunitdrias inatas do hospedeiro para com a microflora
patogénica/ndo comensal (da qual a IL-10 € um bom exemplo) ¢ um processo chave para a

manuten¢do da homeostasia intestinal [12].

Num estudo realizado com camundongos desprovidos de microbiota, a colonizagao
intestinal com Enterococcus faecalis ou Bacteroides vulgatus ativou transitoriamente, através
do TLR2 e TLR4, as vias de sinalizagdo do NF-kB, sinalizando e induzindo a expressao de
quimiocinas nas células epiteliais. Em hospedeiros saudéaveis, a sinalizagdo e expressao de
quimiocinas, ¢ a utilizacdo da via do TLR2 foram atenuadas 7 a 10 dias apds colonizagdo
bacteriana com os agentes acima descritos, por producdo de TGF pelos linfocitos Treg da

lamina propria, sugerindo que esta producgao inibe a ativagao do NF-kB epitelial [18].

A microbiota estimula respostas imunes que produzem tolerdncia imunoldgica em
hospedeiros saudaveis, levando a uma diminui¢do de respostas mediadas por TLR, a uma
diminuic¢ao dos racios IL12/10 e IL 23/10 nas células, a respostas regulatorias nos linfocitos T,
e a secrecdo de IgA, ao invés de IgG, pelos plasmocitos. Os hospedeiros saudaveis possuem
microbiota capaz de reconhecimento através de imunoglobulinas, maioritariamente através da
secrecao de IgA e ndo de IgG ou IgM, de conotagdo mais patogénica. A IgA desempenha
predominantemente a fun¢do de neutralizagdo dos microrganismos, ligando-se a recetores na

superficie destes e impedindo a interagdo com as células do hospedeiro [18, 19, 20].

A IgA ¢ a imunoglobulina predominante nas secregdes, destacando-se como principal
local de producio as vias aéreas, o intestino e o leite materno, entre outros. E produzida por
plasmocitos localizados subepitelialmente, sendo transportada pelas células epiteliais através
de um processo denominado transcitose. No nosso organismo, a IgA intestinal assume um papel
de destaque dado que, cerca de 80% dos plasmdcitos se localizam na ladmina propria do

intestino, que produz em média 40 a 60 mg/kg/dia de IgA, um valor que ultrapassa a quantidade
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produzida de todos os outros is6tipos combinados. A nivel do trato gastrointestinal as estruturas
responsaveis pela producao de IgA podem ser divididas em dois compartimentos: as estruturas
de inducao placas de Peyer e foliculos linfoides isolados, onde ocorre a ativacao de células B)
e as estruturas efetoras (lamina propria, onde se faz a producdo de IgA). Os centros
germinativos presentes no GALT diferem dos existentes nos restantes tecidos linfoides na
medida em que sdo capazes de produzir especificamente IgA, embora ndo se compreenda

totalmente como se processa esta producao [19, 20].

Num estudo realizado em 2008, ratinhos desprovidos de microbiota apresentaram um
subdesenvolvimento da mucosa e do sistema imunitario a nivel sistémico, com diminuic¢ao da
celularidade nas placas de Peyer, na 1amina propria, nodulos linfaticos mesentéricos e bago, €
com diminui¢do da funcdo imunitaria da propria mucosa. O estudo concluiu que a exposi¢ao
intestinal a estirpes bacterianas ativava vias protetoras, prevenindo subsequentes respostas

lesivas aos mesmos estimulos [18].

Estudos em modelos animais totalmente desprovidos de microbiota permitiram
investigar os processos de sinalizacdo das respostas imunitarias com origem na propria
microbiota. Os ratinhos utilizados nestes estudos apresentaram défices de imunidade a vérios
niveis, incluindo uma diminui¢do da expressdo, no epitélio intestinal, de peptideos
antimicrobianos, de linfocitos T ativados, de plasmocitos, e uma insuficiente sintese de IgA,

produzida em condi¢des normais por estimulo microbiota [17-21].

Os resultados obtidos em ratinhos com défice de linfocitos B sdo também um bom
exemplo das complexas interacdes entre microbiota e epitélio intestinal, constatando-se, nas
experiéncias realizadas, que estando presentes alteracdes da imunidade adquirida, a microbiota
estimula a imunidade inata no epitélio. Outros estudos demonstraram que os ratinhos sem

microbiota, ou tratados com antibioterapia de largo espetro, apresentaram reacdes alérgicas
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exacerbadas, com eosinofilia e basofilia marcadas, aumento da produ¢do de IgE e de citocinas
associadas aos linfocitos T helper 2 (Th2). Estes resultados permitiram aos autores deduzir
consideragdes acerca da importancia da colonizagdo do limen intestinal nos primeiros anos de

vida como fator protetor para o desenvolvimento de DII [17-24].

3.1.4. Constitui¢ao da microbiota na doenga inflamatoéria intestinal

Como referido no subcapitulo 3.1.1., o ileo distal e o cOlon possuem uma grande
concentracdo bacteriana comensal. Esta populacao bacteriana pode incluir agentes patogénicos
que poderao ser diretamente responsaveis por iniciar ¢ promover a DI em doentes com uma
alteragcdo genética subjacente ou com uma alteracao no sistema imunitario. Varios estudos tém

demonstrado que existem diferencas na microbiota entre individuos saudaveis e com DII [12].

Uma das diferencas é que ha uma diminuicao da biodiversidade na DIl em comparagio
com individuos saudaveis, diminuic¢ao essa de até 30% -50%. A reducao da diversidade na DII
deve-se a perda de bactérias anaerdbicas comensais tais como Bacteroides, Eubacterium, e
espécies de Lactobacillus [9]. A diversidade ¢ geralmente tida como uma caracteristica que
confere beneficio, concedendo resisténcia a um ecossistema. Por exemplo, esta diversidade iria
oferecer redundancia ou duplicagdo funcional na comunidade microbiana, garantindo que
processos-chave, tais como a digestdo e absor¢ao de nutrientes, estejam sempre assegurados.
Adicionalmente, ¢ um mecanismo necessario a manutencao da homeostasia intestinal, em caso
de oscilagdo ou perda de subpopulacdes. A perda desta biodiversidade no intestino humano
pode levar a disbiose, e resultar em lesdes na mucosa. Uma segunda diferenca da microbiota ¢
que existem menos Firmicutes na DIl em comparacdo com individuos saudaveis. Foram
identificados 13 subtipos diferentes de Firmicutes na microbiota da DC, em comparagao com

43 na microbiota saudéavel. Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,025) [12]. Em

29



terceiro lugar, existem agentes patogénicos que sdo encontrados em maiores concentragdes na
microbiota da DII, e que t€ém sido implicados/associados ao seu desenvolvimento. Estes
patogenos incluem, Fusobacterium, Verrucomicrobium, Desulfovibrio, Mycobacterium
paratuberculosis, varios Clostridia, Mycobacterium paratuberculosis e Listeria
monocytogenes [12, 18, 25 - 29]. Durante este subcapitulo iremos abordar mais

aprofundadamente esta alteracao da constituicao da microbiota.

A instabilidade da microbiota tanto em doentes com CU como com DC, ndo s6 na fase
de doenca ativa como durante a fase de remissao, estd comprovada [5, 18]. Efetivamente, nestes
doentes observou-se um aumento da populacdo microbiota dos géneros Bacteroides, Genus,
Salmonella, Shigella e de estirpes mais invasivas de Escherichia coli (observados
principalmente na doenca de Crohn), assim como Mycobacterium, ndo sendo no entanto

consensuais as alteragdes observadas em todos os estudos.

Os géneros Desulfovibrio e Bilophila estao largamente presentes na flora comensal dos
doentes com DII, sendo responsaveis pela reducdo do sulfito e sulfato, e pela degradagao de
taurina, respetivamente. Os seus catabolitos sdo responsaveis por triggers pro-inflamatérios e

por toxicidade aumentada na mucosa intestinal.

A funcao autofagica dos macréfagos encontra-se reduzida na DC, diminuindo assim o
controlo da replicacdo da E. Coli. Doentes com DC de localizacao ileal sdo anormalmente
colonizados por estirpes aderentes invasivas de E. coli (AIEC, adherent invasive E. coli),
capazes de se replicarem dentro de células do epitélio, induzindo recrutamento local de
macrofagos, onde persistem e se replicam, secretando grandes quantidades de TNF. Barnich e
Darfeuille-Michaud analisaram em 2012 a presenga desta AIEC que persiste nas células
epiteliais, e em macréfagos, e que colonizam seletivamente o ileo dos doentes com DC. Foram

observados em 65% das resseccoes ileais de doentes com inflamagdo cronica, em 36% das
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bidpsias da mucosa em doentes com recorréncia da doenga pos-recessao, e em 22% das biopsias
em doenga endoscopicamente normal no ileo. Em contraste, esteve presente em 6% das
amostras colhidas na populagdo de controlo. No entanto, ndo apresentam uma razao para esta

colonizagao seletiva na DC. [5, 18, 28].

O género Faecalibacterium, igualmente numericamente reduzido nas DII, merece

destaque pelas propriedades anti-inflamatorias que lhe sao atribuidas, em individuos saudaveis

[5].

Especificamente na DC, bactérias do género Bifidobacterium estdo também em menor
nimero na DC [5]. S@o também interessantes os resultados encontrados por laniro em 2014
[29] sobre a colonizacdo por Candida albicans em doentes com DC, tendo este autor observado
um aumento na frequéncia da infe¢do por este agente tanto nos doentes como nos seus

familiares conviventes [29].

No que toca a colite ulcerosa, apesar de alguns microrganismos terem sido associados a
doenga (como por exemplo Helicobacter enterohepaticas), suspeita-se do envolvimento das
estirpes que compdem a normal microbiota no desenvolvimento e manutengdo da patologia
[30] e a flora associada a mucosa parece ter um papel mais preponderante do que as bactérias

do Iimen intestinal, pela proximidade com o epitélio do hospedeiro [30].

Num estudo realizado por Macfarlane S. et al [30], recorrendo a bidpsias retais, foram
feitas analises bacterioldgicas comparativas, por forma a determinar a existéncia ou nao de
diferencas na microbiota entre os doentes com colite ulcerosa e o grupo controlo de individuos
saudaveis. Foram encontradas varias colonias bacterianas em ambos os grupos, com uma
redugdo significativa do nimero de bactérias Bifidobacterium nos doentes com CU, sugerindo
uma fungao protetora para este género [30]. A tabela 4 apresenta um resumo das principais

estirpes envolvidas na alteracdo da microbiota, em doentes com DII.
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Tabela 4: Principais patobiontes envolvidos na DII. Adaptado de: Cammarota G. et al., 2015.

Patogénio DII Amostra Prevaléncia (%)
DC CU Controlo
Escherichia coli DC e CU Biopsia da mucosa 75 43° 69*14° 40° 17° 9°
colica 29¢ 19¢
DC Granuloma 80 - 10
DCe CU Biopsia da mucosa 75 100 25
colica
AEIC DCeCU Biopsia da mucosa 21,7 (ileo) O 6,2 (ileo)
colica 3,7(célon) 1,9 (célon)
Clostridium DC, CU e colite Camada leucocitaria 16 16 47
difficile indeterminada apos centrifugacdo
DC e CU, ambas Fezes 6 7 2
em remissao
Mycobacterium DCeCU Bidpsia da mucosa 51,9 - 16,7
avium colica
DC Biopsia da mucosa 92 - 26
colica
Mycobacterium DCe CU Camada leucocitaria 46 44 20
avium apos centrifugacdo
paratuberculosis
Campylobacter DC Biopsia da mucosa 82 - 23
genus colica
DC Fezes 72 - 30
Campylobacter DC Biopsia da mucosa 51 - 2
Cconcisus colica
DC Fezes 65 - 30(saudaveis)
33 (ndo-DII)
Familia DCeCU Biopsia da mucosa 91,7 (do total de 25
Helicobacteraceae célica DII) (saudaveis)
100 (s1)
Espécies CU Biopsia da mucosa - 42 19
Helicobacter colica
enterohepaticas

AEIC: estirpes aderentes invasivas de E. coli. DII: doenca inflamatdria intestinal. SII: sindrome do

intestino irritavel.

Sartor R., entre outros autores, comparou a microbiota de individuos com DII com a de

individuos saudaveis, observando uma diminuigdo da diversidade ¢ da estabilidade
homeostatica, consequente a alteragao da composi¢ao da flora, no primeiro grupo. As alteragdes

na composi¢ao e inevitavelmente da fungcdo microbiana nas DII resultam, segundo este autor,
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de uma sobre-estimulacdo imunitaria, de disfungdo epitelial ou de um aumento da

permeabilidade da barreira mucosa intestinal [18].

3.2. A influéncia da Genética € do Ambiente

3.2.1. A genética

A predisposi¢ao genética, a influéncia ambiental e nutricional, os patogenos intestinais,
o stress psicoldgico, e uma alteracdo na funcdo da barreira intestinal, sdo importantes fatores,
atualmente aceites, na patogénese da DII. As reacdes desajustadas dos linfocitos T e das
citocinas pro-inflamatdrias sdo os denominadores comuns de todos os fatores contributivos

nesta patogénese [31].

Estudos alargados de associagdo gendmica permitiram encontrar varios genes
associados ao aparecimento de DII [32, 33]. Estes genes, que constituem, por si so, fatores de
risco para a doenga, codificam proteinas que participam na regulagao da microbiota, como os
nucledtidos de ligagao de oligomerizacao 2 / dominios de recrutamento e ativagao das caspases
15 (NOD2/CARDI1S5, nucleotide-binding oligomerization / caspase activation and recruitment
domains), ou na resposta imunitaria a agentes externos. A alteragdo da fungdo destas proteinas
consequente a mutagdo destes genes constitui uma diminui¢do da defesa do organismo,
importante no contexto da doenca intestinal, com prejuizo tanto da imunidade inata como da
adquirida. Variantes genéticas do dominio NOD2 e da proteina 16L1 relacionada com a
autofagia (ATGI16L1, autofagy related 16-like I) sdo as mais frequentemente associadas a DII.
A dete¢ao da mutagdo do gene NOD2 em cerca de 25% dos doentes com DC foi um passo
importante na compreensao do contexto molecular da doenca. As proteinas NOD2 funcionam
como um sensor intracelular dos constituintes da parede bacteriana, afirmando-se como uma

peca essencial na resposta imunitaria [32, 33].
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Evidéncias in vitro de estudos cientificos indicam que individuos em que o processo de
autofagia se encontra alterado devido a mutagdes nos genes ATG16L1, NOD2 ¢ IRGM
(immunity-related GTPase family, M), apresentam um aumento da secrecao de citocinas pro-
inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa, tumor necrosis factor alpha) e a
interleucina 6 (IL6). Este aumento leva a uma exacerbagao da inflamagao pré-estabelecida e a
uma lesdo tecidual com consequente translocacao bacteriana na mucosa lesada e posterior

recrutamento de células inflamatorias [5, 32, 33].

Doentes com DC sao largamente colonizados por AEIC, bactérias capazes de proceder
a uma lise vacuolar que lhes permite uma replicacao intracelular no epitélio intestinal. Sao
também capazes, na presenca de condi¢des favoraveis, de replicagdo nos macrofagos chamados
ao local da invasdo. E neste ponto que os polimorfismos associados & DC possuem um papel
relevante: sdo as alteragdes nos genes NOD2, ATG16L1 e IRGM que afetam o processo de

autofagia, permitindo a colonizagao persistente e crescente desta estirpe de E. Coli [34].

O gene NOD?2 ativa a resposta imunitaria através do reconhecimento do muramil-
dipeptideo, um componente dos peptidoglicanos da parede bacteriana. Desta forma, € possivel
ao organismo distinguir as bactérias invasoras, como Shigella ou Listeria, das bactérias
comensais. Variantes polimorficas do NOD2 tém sido fortemente associadas a um risco
aumentado de desenvolver DC, pois estas variantes de risco diminuem a expressdo das o-
defensinas 5 e 6 nas células de Paneth, as quais configuram a resposta imunitaria normal nestas
células, quando expostas a agentes bacterianos, resultando num aumento da colonizagdo por
estirpes bacterianas aderentes-invasivas. Além disso, estes polimorfismos associados ao gene
NOD2 diminuem a ativa¢do do NF-kB em resposta a presenca de peptidoglicanos ou muramil-
dipeptideo, constituintes da parede bacteriana. Desta forma, a capacidade de distingdo entre
agentes patogénicos e ndo patogénicos esta comprometida, com alteragdo da resposta imunitéria
adaptativa [5, 34].
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Encontrou-se igualmente relagdo entre as mutagdes genéticas ligadas a DII e os TLR’s.
O gene NOD2 modula respostas com base nos TLR2, 3 e 4, com producao de citocinas pro-

inflamatérias como o TNF-alfa, com diminui¢do da eficiéncia da resposta imunitaria [5].

Apesar da homozigotia para o gene NOD2 representar um risco 20 vezes superior para
doenca de Crohn, principalmente de localizagdo ileal, menos de 20% dos doentes com DC sdo

homozigoticos para o gene [34].

3.2.2. O ambiente

Revisdes sistematicas mostraram uma relagcdo negativa entre o aporte vegetal da dieta e
o risco de DII, nomeadamente de CU, enquanto o aporte lipidico (colesterol total), acidos
gordos dmega 6 e a ingesta de carne apresentaram correlagdo positiva com o risco da doenga

[35].

Os fatores dietéticos individuais e o balango energético foram sugeridos como
importantes agentes na inducdo, direta ou indireta, de alteracdes na populacdo microbiota e na
integridade da barreira intestinal, assim como na regulagdo das respostas imunitarias. O aporte
energético excessivo foi reconhecido como um agente de crescimento de patogénios de sede
intestinal. Desta forma, ¢ reconhecido o potencial da modulagdo nutricional como agente de
prevencao e tratamento de fases precoces da doenga inflamatdria intestinal [35]. Os aglcares
refinados e os aditivos alimentares, tais como o ferro, podem levar a um aumento da
proliferacdo de estirpes bacterianas patogénicas, incluindo E coli, Klebsiella pneumoniae e

Enterococcus faecalis, sendo necessaria e benéfica a sua evic¢ao da dieta diaria [36].

A evidéncia cientifica aponta fortemente na direcdo de uma relagao entre alteracdes

poligenéticas e a DII, sendo a heterogeneidade da DII resultante tanto da complexidade do
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background genético individual, como dos estilos de vida e fatores ambientais, sem excluir as

variacoes interpessoais da microbiota [34].

4. Microbiota na base do tratamento da DII

Determinadas estirpes bacterianas t€ém sido relacionadas com um papel protetor ativo
no combate ao aparecimento da DII, tanto competindo diretamente com agentes patogénicos,

como prevenindo a sua colonizagdo intestinal, ou exercendo ainda um papel anti-inflamatoério

local [37].

Os probidticos foram definidos, conjuntamente pela FAO (Food and Agriculture
Organization), e pela OMS (Organizagao Mundial de Saude), em 2001, como “microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio de saude

ao hospedeiro” [37].

Os prebidticos sao definidos como alimentos / fibras naturais ndo digeriveis que
induzem alteragdes especificas na microbiota, fornecendo beneficio ao hospedeiro, em bem-

estar e saude [36].

Os simbidticos consistem em suplementos nutricionais que combinam probidticos com

prebidticos, permitindo a sinergia dos beneficios de cada um [37].

4.1. Probidticos

O facto de uma microbiota mais suscetivel a proliferacdo de microrganismos
patogénicos e a instalacdo de doenca poder ser passivel de remodelagem através da
administragao de probidticos, resultando numa flora mais robusta e resistente a doenga, ¢ ainda

uma questao sem resposta solida [37].
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Os estudos realizados nesta tematica poderdo apresentar resultados mais fidedignos e
reprodutiveis se otimizados: através da utilizacao de determinadas estirpes por cada estudo; das
formulacdes utilizadas (misturas de probidticos ou simbidticos); e da manipulagdo da dieta de

forma a modificar o perfil microbidtico e metabdlico global [22, 25 - 27, 36].

Os polimorfismos genéticos relacionados com a DII poderao ser controlados através da
administracao probidtica, e vice-versa. Polimorfismos dos genes relacionados com a DII, dos
quais o FUT2 (que codifica al,2-fucosiltransferase, e esta associado a perfis alterados da

microbiota) ¢ exemplo, pode melhorar a resposta seletiva a prebioticos [36].

4.1.1. Colite Ulcerosa

Viérios probidticos tém sido testados nos doentes com CU, tanto isoladamente como em
combinagao de estirpes. Entre os probioticos, a E. coli Nissle 1917 (uma estirpe nao patogénica
de E. Coli), em administracdes isoladas, ¢ a melhor estudada. Quatro estudos randomizados
concluiram que seria tao eficaz e segura quanto a administragcao de um salicilato, a messalazina,

na manutencao da remissdo em doentes com CU [9, 17, 38, 39].

Adicionalmente, a administracdo retal de E. Coli Nissle 1917 foi significativamente
mais eficaz do que o placebo em doentes com CU ligeira a moderada, em fase ativa e em

localizagoes distais. [39].

O Lactobacillus rhamnosus GG foi comparavel a messalazina na manutengdo da
remissao da CU. Igualmente, foi testada a administracdo retal de Lactobacilli em doentes com
CU do hemicolon esquerdo, tendo sido obtidos resultados interessantes: um curso de tratamento
de 8 semanas com Lactobacillus reuteri obteve taxas de remissdo significativamente maiores

do que o placebo, em amostras pediatricas [40].
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As leveduras tém sido igualmente alvo de investigacdo no contexto da colite ulcerosa.
A levedura probidtica Saccharomyces boulardii (S. boulardii) mostrou eficicia na indugao de
remissao em doentes com CU ativa ligeira a moderada, intolerantes a corticosteroides, assim
como na remissao de colite ulcerosa ligeira a moderada, de localizagdao distal, em doentes
intolerantes a salicilatos [41]. No entanto, os estudos disponiveis, sendo nao randomizados e
ndo controlados, ndo permitem que se retirem conclusdes fidedignas acerca do papel do S.

boulardii na colite ulcerosa [41].

As combinagdes de probidticos t€m sido largamente investigadas nos doentes com CU,
sendo a combinagdo representada por VSL#3 a mais extensamente estudada. A VSL#3 pode
ser definida como um cocktail probidtico composto por estirpes pertencente ao género
Bifidobacterium (Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, € Bifidobacterium longum),
e quatro estirpes pertencentes ao género Lactobacillus (Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus plantarum [42].

Esta mistura mostrou, num primeiro estudo ndo randomizado e de pequena dimensao
[5], ser eficaz na manutenc¢do da remissdo clinica da CU em doentes intolerantes ou alérgicos
aos salicilatos [5]. Desde entdo, os beneficios do VSL#3 tém sido comprovados em varios
estudos subsequentes, nomeadamente em estudos controlados e randomizados com utilizagao
de placebo. Estes demonstram claramente a eficacia da mistura, quando administrada durante
6 a 12 semanas, na indu¢do de remissdo em doentes com CU ligeira a moderada sem resposta

a tratamento com corticoterapia convencional, ou sem terapia prévia [42, 43].

Os resultados obtidos em adultos foram confirmados na populacdo pediatrica, tanto na
inducdo como na manuteng¢do da remissdo da colite ulcerosa leve a moderada, tanto em ensaios

abertos como em estudos controlados com placebo [44].
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Uma meta-analise de 2014 reuniu dados de estudos controlados randomizados
publicados em inglés, que pretendiam estabelecer qual a eficacia da mistura probidtica VSL#3
em doentes adultos com CU. Os autores concluiram que a mistura, dada conjuntamente com a
terapéutica convencional para a CU (com messalazina e/ou imunomoduladores), melhorava as
taxas de resposta (Odds Ratio (OR) = 3.03; 95%; intervalo de confianca (IC) = 1.89-4.83; p<
0001) e de remissao (OR = 2.4; 95% CI = 1.48-3.88; p = 0.007) quando comparada com a

administracao isolada de terapéutica convencional [45].

Os efeitos da mistura VSL#3 sdo particularmente interessantes numa entidade clinica
distinta, a pouchite. Passamos a contextualizar sucintamente esta patologia e as evidéncias na

utilizacao de VSL#3 [46].

A proctocolectomia total com encerramento em bolsa ileal e anastomose ileo-anal
representa hoje em dia o tratamento cirdrgico de escolha para os doentes com polipose
adenomatosa familiar ou CU. A pouchite, uma inflama¢do ndo especifica (idiopatica) do
reservatorio ileal, ¢ a complicagdo pos-operatdria a longo prazo mais comum no tratamento

cirargico da CU com este tipo de anastomose [46].

A etiologia da pouchite ¢ ainda desconhecida, sendo presumivelmente multifatorial. No
entanto, a resposta imediata ao tratamento com antibioticos sugere um papel patogénico da
microbiota, sendo que recentemente a pouchite foi associada a uma menor propor¢ao bactérias
anaerobias/aerobias, e a uma diminuicao da concentragdo de lactobacilos e bifidobactérias nas

fezes destes doentes [46].

Associadamente a esta resposta ao tratamento com antibioticos, ¢ evidente a
superioridade da mistura VSL#3 no tratamento da pouchite em varios estudos. Destaca-se um
estudo com 40 doentes com pouchite divididos em dois grupos e sujeitos a tratamento com

placebo versus VSL#3. Todos os 20 pacientes tratados com placebo mostraram uma recaida
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durante o periodo de follow-up. Em contraste, 17 dos 20 (85%) pacientes tratados com VSL #
3 ainda estavam em remissao apos 9 meses. Curiosamente, todos estes 17 pacientes mostraram
recidiva da inflamagdo ap6s 4 meses de suspensao do tratamento ativo com a mistura probiotica.
As concentragdes fecais de Lactobacillus, Bifidobacterium, e Streptococcus thermophilus
aumentaram significativamente 1 més apos o inicio do tratamento, mantendo-se estaveis apenas

no grupo de doentes sob VSL#3 [46].

No que diz respeito ao mecanismo de acao da mistura nestes doentes, cré-se que a
administracao continua de VSL # 3 diminui a atividade das metaloproteinases da matriz (grupo
de enzimas capazes de degradar varios componentes da matriz extracelular), aumenta
significativamente os niveis teciduais de IL-10, e diminui significativamente os niveis nos

tecidos das citocinas pro-inflamatorias IL-1, TNF-alfa e interferao y [46].

Os efeitos de outras combinagdes probidticas foram igualmente avaliados, embora ndo
tenham sido obtido resultados tdo expressivos quanto os verificados com a mistura VSL#3. As
misturas de Lactobacillus nao mostraram eficacia clinica no tratamento da colite ulcerosa. A
suplementagdo de messalazina com Lactobacillus delbruekii e Lactobacillus fermentum foi
eficaz na diminui¢do quer dos niveis colicos de IL-6, NF-kB e TNF-a, quer do recrutamento
leucocitario, assim como dos niveis de calprotectina fecal, na colite ulcerosa leve a moderada,

embora sem repercussao significativa na clinica dos doentes [46].

Foram feitos ensaios clinicos utilizando combinagdes de estirpes pertencentes aos
géneros Bifidobacterium e Lactobacillus. A estirpe BB-12 de Bifidobacterium lactis e a estirpe
LA-5 do L. acidophilus ndo mostraram eficacia superior ao placebo, na manuten¢do da remissao
[47]. Por ouro lado, a combinagdo de Streptococcus faecalis T-110, Clostridium butyricum TO-

A e Bacillus mesentericus (BIO-THREE) mostrou resultados positivos na inducdo ou
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manutengdo da remissdao em doentes com CU ativa ligeira, indicando tanto eficidcia como

seguranca na administragao desta mistura no ambito do tratamento das DII [49].

Viérias revisoes sistematicas e meta-analises referentes a eficacia dos probioticos, tanto
na inducdo como na manutencao da remissao em doentes com colite ulcerosa mostraram
resultados discrepantes ente si. Uma revisao sistematica com a chancela do Cochrane
Collaboration Group ndo encontrou vantagem estatisticamente significativa na administragao
de probioticos versus placebo e/ou terap€utica convencional, em termos de remissado clinica em

doentes com colite ativa [50].

Tal auséncia de evidéncia foi igualmente encontrada em andlises posteriores [51]. No
entanto, dados mais recentes de uma meta analise de estudos controlados randomizados
revelaram taxas de remissdo significativamente maiores para o grupo dos probidticos em
comparagdo com placebo, em doentes com CU ativa (p=0.0001, risco relativo 1.80). Na analise
de subgrupos, esta vantagem s6 foi confirmada para a mistura VSL#3 (p=0.004, risco relativo

1.74) [5].

Outro estudo em modelos animais demonstrou que a conjugacao de 2 probioticos
melhorava significativamente as fungdes da barreira epitelial, tanto em condigdes livres de
doenca como em estados inflamatérios. Assim, os autores determinam a utilizacdo de

probioticos em distirbios gastrointestinais associados a disfuncao epitelial [52].

A administragdo de probiodticos em iogurte foi igualmente testada. Num estudo que
visava avaliar as alteragdes dos parametros inflamatérios apos a ingestdo de iogurte
suplementado com um probidtico (Lactobacillus rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14) em
doentes com DII (20 doentes, em que 15 sofriam de DC e 5 de CU versus 20 individuos
saudaveis no grupo de controlo), foi evidenciado que ap6s um més de ingestao deste iogurte,

os doentes apresentavam uma diminuicao significativa de células T reguladoras [54].
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Numa primeira analise aos estudos apresentados, podemos observar que os dados
disponiveis ndo sao conclusivos quanto ao uso de probidticos, mesmo em casos de doenca em

fase de remissdo.

4.1.2. Doenca de Crohn

Os ensaios clinicos visando o uso de probidticos centram-se maioritariamente nos
doentes com colite ulcerosa, estando disponivel um menor nimero de estudos na DC. Dignass
et al [12], na publicag¢@o que constitui o consenso das linhas orientadoras da European Crohn’s
and Colitis Organization (ECCO) para o tratamento da DC, evidencia os estudos mais
relevantes e seus resultados, no contexto da avaliacao da terap€utica probidtica nesta doenga
[12]. Tomando como primeiro exemplo o Lactobacillus casei DN-114 001, a sua administragao
em doentes com DC demonstrou uma forte inibi¢do de estirpes aderentes invasivas de E. Coli
(AEIC), sugerindo que este probiotico poderia ser de valor terapéutico significativo nesta

doenga [9, 55, 56].

Em contrapartida, noutros estudos, o mesmo grupo de Lactobacillus ndo foi capaz de
demonstrar o poder terapéutico que se antevia segundo outros autores. Quando administrado
como adjuvante, ou seja, de forma complementar, a terapia convencional (aminossalicilatos
e/ou imunosupressores e/ou esteroides) de forma a prolongar o intervalo livre de doenca na
populacdo pediétrica com DC em remissdo, o L. rhamnosus GG nao conseguiu demonstrar

superioridade sobre o placebo [9].

Em dois estudos controlados randomizados, o Lactobacillus johnsonii (L. johnsonii) nao
foi eficaz na prevengao de recorréncia pos-operatoria da DC [57, 58]. Mesmo quando os dados
destes estudos foram reunidos e submetidos a uma meta-analise, o Lactobacillus ndo demostrou

qualquer diferenga estatisticamente significativa nas taxas de recidiva na DC em remissao
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(clinica ou cirurgica). O risco relativo da recidiva no grupo do Lactobacilli versus placebo foi
de 1,15 [intervalo de confianga (IC) de 95% = 0.90-1.48], enquanto que o risco relativo da
recidiva endoscopica foi de 1.31 (95% IC = 0.57-3.00). Adicionalmente, verificou-se uma
auséncia de eficacia destas bactérias na regulagdo da produgdo de citocinas pré-inflamatérias
IL-10 pelas células T CD4+ do epitélio intestinal, mecanismo habitualmente desregulado na

presenca de DII [20, 57, 58, 59].

Dados relativos a outras bactérias probidticas, tais como a E. coli Nissle 1917, ou a

mistura VSL#3, sdo relativamente escassos, antigos e pouco solidos [5, 17].

Embora com resultados potencialmente promissores noutros estudos, o S. boulardii ndo
provou ser melhor do que o placebo a melhorar as taxas de remissdo ou o score CDAI em

doentes com DC ativa [60].

Duas revisdes sistematicas realizadas pela Cochrane Database, demonstraram nao
existir evidéncia da superioridade dos probidticos sobre placebos na indu¢ao e na manutengao

da remissao em doentes com DC [9].

A escassez de ensaios controlados randomizados, € o pequeno numero de doentes

submetidos a ensaios clinicos constituem as grandes limita¢des dos estudos publicados [61].

4.2. Prebioticos e Simbidticos

4.2.1. Colite Ulcerosa

No que diz respeito aos prebioticos, os dados atualmente disponiveis sobre o seu uso
para o tratamento da CU sdo ainda escassos e algo fragmentados. De entre os prebidticos
disponiveis, os géneros alimentares com cevada germinada (GBF, germinated barley foodstuff)
sdo os mais frequentemente estudados. O GBF ¢ um prebidtico rico em glutamina e em
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hemicelulose, isolado fisicamente do bagago de cerveja [5]. Em modelos animais com ratinhos,
o tratamento com GBF levou a um aumento na producdo de acidos gordos de cadeia curta, € a
uma diminui¢ao nos movimentos peristalticos, assim como a uma melhoria do nivel de dano

tecidual do colon e da frequéncia de diarreia sanguinolenta [5].

Quando adicionada a terapéutica convencional para a CU, com o objetivo de manter a
fase de remissdao na doenga quiescente, o GFB apresentou uma diminui¢do significativa das
taxas de recorréncia quando comparado com uma estratégia de tratamento convencional,
apresentando igualmente uma diminuicao das citocinas pro-inflamatorias séricas IL6 e IL-8, e
um aumento do numero de Lactobacillus e Bifidobacterium de efeito benéfico na flora

comensal [61, 62].

O estimulante de crescimento bifidogénico ¢ uma preparagdo prébiotica que contém
20% de soro de leite liofilizado fermentado com Propionibacterium freudenreichii ET-3, uma
bactéria utilizada na confe¢do do queijo suico, que estimula seletivamente o crescimento de
bifidobactérias através da acdo do seu ingrediente principal, o acido 1,4- dihidroxi-2-naftdico.
A administracdo oral do estimulante de crescimento bifidogénico, em associagdo com a
terapéutica convencional (salicilatos e/ou esteroides) durante 4 semanas, levou a uma melhoria
no indice de atividade clinica e do aspeto endoscdpico. Estes resultados levaram os autores a
afirmar a possibilidade deste prebidtico se apresentar como uma alternativa ndo toxica de

tratamento da CU [63].

Ha relatos esporadicos do uso de simbidticos na CU, sem resultados suficientemente
concretos. A combinacdo entre Biffidus longum e Sinergy 1 (um substrato de inulina
oligofrutose) foi avaliada nos doentes com CU ativa, como adjuvante ao tratamento médico

convencional, num pequeno estudo randomizado controlado com placebo, demonstrando uma

tendéncia (p=0,06) de beneficio sobre o placebo [64].
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Um outro estudo controlado randomizado, levado a cabo em doentes com CU de grau
ligeiro a moderado, em fase de remissdo, demonstrou a superioridade da combinagao entre o
probiotico B. longum e o prebiotico Psyllium (em associacdo com a terapéutica médica
convencional) sobre a administracao isolada do probidtico ou do prebiotico no que diz respeito
a qualidade de vida associada a DII (avaliada através de questionarios estandardizados,
Inflammatory Bowel Disease Questionnaires) e a capacidade de redugdo da proteina C reativa
(CRP, C-reactive protein, um reagente de fase aguda indicador de inflamagao), respetivamente

[65].

A administragdo de inulina associada com uma série de probidticos com presumivel
beneficio no contexto dos distarbios gastrointestinais (Bifidobacterium infantis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus sporogenes e Streptococcus termophilus) em periodos
curtos de tratamento, demonstrou taxas interessantes de remissao clinica em doentes com CU

recidivante (45%), mesmo depois de tratados com messalazina [5].

Adicionalmente, um curso de tratamento de um ano com esteroides e salicilatos,
conjuntamente com um simbidtico composto por B. breve e um galactooligossacarideo, resultou

numa melhoria significativa em doentes com CU ativa, de grau ligeiro a moderado [66].

Por fim, foram investigados, num pequeno ensaio nao randomizado, os efeitos de um
simbidtico composto por papa de aveia e L. plantarum 299v administrado em conjunto com a
terapéutica convencional, tendo sido obtidos resultados satisfatérios na redu¢do do indice

clinico de atividade da CU, o SCCAI [5].
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4.2.2. Doenca de Crohn

Para esta doenga, os dados disponiveis sobre prebioticos e simbiodticos sdo ainda mais
escassos do que os disponiveis para os probidticos. Num pequeno ensaio clinico, foi fornecida
uma suplementagdo de frutooligossacarideos que aumentou a flora de Bifidoacterium na
mucosa intestinal e no contetdo fecal, melhorando o score CDAI em dez doentes com DC ativa
[67]. No entanto, um ensaio clinico duplamente cego, controlado com placebo, feito a maior

escala, ndo confirmou estes resultados [68].

A administrag@o de inulina enriquecida com oligofrutose durante 4 semanas, foi eficaz
na redu¢do da atividade inflamatoria da doenga, e na modulacdo da composi¢cdo microbiota,
aumentando a concentracdo da espécie B. longum, num estudo controlado com placebo

realizado em doentes com DC activa, de grau ligeiro a moderado, ou quiescente [69].

Também foi estudada, no ambito da DC, a lactulose como agente prebiotico terapéutico.
O estudo em causa concluiu que este dissacarideo nao oferecia beneficios aos doentes com DC,

particularmente no que diz respeito ao indice de atividade clinica da doenga.

Os autores apontam para a importancia de mais e mais alargados estudos nesta area para
que se possa avaliar de forma eficaz o potencial beneficio dos prebiodticos na qualidade de vida

dos doentes com DII [70].

Uma mistura simbidtica de B. longum com Synergy 1 foi eficaz na melhoria da
sintomatologia, na reducdo do indice CDAI, e nos niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias,

aumentando a concentracao de bifidobactérias na microbiota [61, 71].

Em conclusdo, probidticos, prebidticos e simbidticos sdao efetivamente alvo de
investigacado no ambito da doenga de Crohn, mas, a semelhanca do que ja foi descrito nos

capitulos anteriores, de forma pouco sustentada [19, 37].
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5. Discussao e Conclusao

O ser humano e a sua microbiota evoluiram conjuntamente ao longo dos tempos até
atingirem um estado de tolerancia e até de sinergismo, com beneficios mutuos para ambas as
partes como resultado das suas atividades e dindmica. Cada vez mais se reune evidéncia, tanto
em estudos animais como em humanos, sugestiva de que a DII representa um desequilibrio

nesta dinamica individuo/microbiota. [12, 13, 14, 18, 22, 30, 36, 72].

Assim, os probiodticos e prebioticos tém sido investigados em ensaios clinicos como
potenciais recursos terapéuticos na DII. Varios estudos revelam eficacia dos probiodticos na
terapéutica da colite ulcerosa, mas os estudos com probidticos e prebiodticos na doenga de Crohn
sao menos solidos [72]. Todavia, num grande numero de estudos os resultados obtidos sao

incongruentes e, por vezes, conflituantes.

5.1. Seguranca

Viérios estudos foram levados a cabo na tentativa de perceber melhor o perfil de
seguranca dos probidticos, e as revisdes sistematicas disponiveis concordam na seguranga

parcial, embora ndo total, da administracao de probidticos [5, 9, 73, 74].

No entanto, esta seguranga ¢ objeto de avaliacdo continua, através do estudo dos
diferentes tipos/estirpes componentes, da forma farmacéutica utilizada, das condic¢des clinicas

dos doentes, e do propdsito da sua utilizagao [73].

Numa revisao sistematica com a chancela do Cochrane Collaboration Group sobre 0 uso
dos probidticos na manutencdo da remissdo em doentes com CU, o perfil de seguranca da
messalazina ndo foi estatisticamente diferente do perfil dos probioticos (4 estudos, com um total

de amostra de 147 individuos; indice de reagdes adversas: 26% para o grupo da messalazina e
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24% para o grupo dos probidticos, Odds Ratio 1.21; 95% CI = 0.80—1.84) [50]. A recidiva foi
relatada em 40,1% dos doentes no grupo de probiodticos, em comparacdao com 34,1% dos
doentes no grupo de messalazina (3 estudos; 555 doentes: OR: 1,33, IC de 95%). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa na incidéncia de reagdes adversas. Vinte e seis por cento
dos doentes no grupo de probidticos apresentaram pelo menos uma reacdo adversa em
comparac¢do com 24% dos doentes no grupo de messalazina (2 estudos, 430 doentes, OR:1,21,
IC 95%). As reagdes adversas relatadas nos estudos controlados com messalazina incluiram
diarreia, presenca de muco e sangue nas fezes, dor abdominal, flatuléncia e distensao, nauseas,

vomitos e dor de cabega.

Um pequeno estudo controlado com placebo (amostra de 32 doentes), ndo encontrou
nenhuma diferenca estatisticamente significativa na eficacia do probiotico. Setenta e cinco por
cento dos doentes tratados com probidticos apresentaram recaida no espaco de um ano em
compara¢do com 92% dos doentes tratados com placebo (OR 0,27; IC 95%). As reagdes
adversas relatadas no estudo controlado por placebo incluiram flatuléncia, distensao abdominal
e dor, alteracdes na consisténcia fecal, artralgia, sacroileite, cansago, incontinéncia, stress,
xeroftalmia, cefaleia, tontura, sindrome gripal, gastroenterite, cistite e pneumonia. Dado o
numero relativamente pequeno de doentes na analise conjunta, o pequeno nimero de eventos,
e o alto risco de viés nos estudos incluidos, os autores concluiram nao haver provas suficientes
para tirar conclusdes sobre a eficacia dos probidticos para a manuten¢do da remissao na UC

[50].

Globalmente, as principais preocupagdes referentes a seguranga prendem-se com o risco
de sépsis e de infecdo, desregulagdo e/ou hiperestimulagdo imunitaria, resisténcia a antibidticos,

ou a transferéncia genética de resisténcias a flora comensal [74, 75].
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Devido a estes riscos potenciais, os probioticos devem ser utilizados com precaugao, ou
até evitados, em doentes com febres altas, na presenga de doenca ou compromisso grave do
sistema imunitario, quando usados em conjunto com quimioterapia antineoplasica ou fArmacos
imunossupressores, na pancreatite aguda, na doenca valvular cardiaca, ou em doentes com

lesdes extensas da barreira epitelial intestinal (como por exemplo na enterite radica).

Este ultimo ponto levou a comunidade cientifica a afirmar que, embora os probidticos
sejam genericamente considerados farmacos seguros no tratamento da DII, a sua administragao
em doentes com inflamagao intestinal marcada (doenca grave ativa), logo com provavel lesdao
da barreira epitelial intestinal, e consequente risco aumentado de bacteriemia, deve ser

cuidadosamente ponderada [74, 75].

5.2. Solidez da evidéncia

Sdo necessarios ensaios futuros para determinar, para além da eficécia e seguranga da
terapéutica, quais as estirpes bacterianas mais eficazes, e como os perfis genéticos do paciente

e da propria microbiota podem influenciar a resposta ao tratamento [76].

Os prebidticos ndo estdo extensivamente estudados, no entanto poderdo apresentar-se
como uma solugdo terapéutica ideal, isoladamente ou em associacdo com a terapéutica
convencional, devido & sua capacidade para aumentar o ntmero de Lactobacillus e
Bifidobacterium [61]. Varias meta-analises apresentam resultados inconclusivos devido ao
facto de os probidticos testados serem constitucional e funcionalmente diferentes, o que enviesa
a sua analise conjunta [5, 9, 19, 37]. Nos ensaios utilizando misturas probidticas em que o foco
foi direcionado apenas a um dos substratos (como no caso dos estudos levados a cabo com
VSL#3 ou com a E. coli Nissle 1917), os resultados ganharam maior consisténcia, sendo por
isso considerados e referidos nas guidelines internacionais. Todavia, s30 necessarios mais
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investimentos na area do estudo da acao dos probidticos na DII para que se obtenham resultados

mais conclusivos [9].

As metodologias dos estudos atualmente disponiveis variam significativamente,
resultado do largo espetro de probidticos, prebiodticos e simbidticos a serem testados em grupos
de doentes de caracteristicas diversas, e com objetivos finais de estudo distintos. Desta forma,
conclusdes solidas sobre qualquer tratamento num grupo especifico de doentes s6 poderao ser

atingidas através da separacao dos resultados dos diferentes objetos de estudo [37, 72].

Nao existem dois probiodticos exatamente iguais. Desta forma, reforca-se a ideia de que
ndo deveremos esperar resultados sobreponiveis em ensaios clinicos cujo alvo de estudo sdo
estirpes de diferentes familias, com formulagdes diversas, assim como doses e administragdes

que ndo sdo sobreponiveis [77].

Atualmente encontramos em comercializagdo tanto formulagdes com apenas um
probiotico, como misturas probioticas, sendo estas ultimas tendencialmente mais eficazes
contra um largo espectro de bactérias patogénicas. No entanto, ainda permanece pouco claro se
estes resultados se devem a um sinergismo entre as estirpes da mistura ou a uma maior

concentragdo probidtica [78].

Apesar das grandes expectativas, refletidas no nimero significativo de estudos, revisdes
e artigos publicados em revistas cientificas de renome, os ensaios com desenhos de investigagao
e amostras adequados sdo ainda escassos. O espectro variado de microrganismos utilizados para
este fim ¢ alargado, e a qualidade da evidéncia cientifica ¢ claramente pior nas DII do que
noutras entidades, como por exemplo na pouchite. Perante as evidéncias dos ensaios clinicos,
foram incorporadas recentemente nas orientacdes da ECCO o uso de VSL # 3 tanto para a
manutengdo da remissao da pouchite induzida por antibidticos como para a sua prevengao.[37,

46, 79, 80].
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5.3. Durabilidade do efeito

Apesar da crescente popularidade entre os doentes, as revisdes bibliograficas atuais
sobre o tema probioticos/prebidticos sugerem que a microbiota adulta ¢ uma estrutura altamente
estavel e resistente a terapéuticas de curta duragdo. De facto, a maioria da evidéncia cientifica
demonstra que os agentes terapéuticos direcionados a microbiota na DII desencadeiam
alteracdes rapidas da composi¢cdo da mesma, que rapidamente sdo revertidas para o padrdo pré-

terapéutico, uma vez terminada a terapia [81].

No entanto, admite-se uma abordagem potencialmente terapéutica através da
administracdo de anti-inflamatdrios classicos, (messalazina e corticosteroides) e/ou terapéutica
bioldgica, seguida da administracdo de probidticos e/ou prebidticos a longo prazo. Este tipo de
abordagem podera levar a uma inducdo rdpida da remissdo clinica e ao restabelecimento da
mucosa, mantidos sustentadamente pela administracdo conjunta de probioticos. Embora ja

existam estudos nesse sentido, tal premissa carece ainda de maior validagdo cientifica [81].

5.4. Aplicabilidade pratica

Embora promissores, varios probidticos revelam-se de dificil utilizagdo, por impeditivos
fisiologicos (a exposicdo de algumas estirpes probioticas a agressdes tais como o cloreto de
sodio, bilis e baixo pH pode prejudicar a sua sobrevivéncia e viabilidade) ou por dificuldades
tecnologicas na sua aplicacdo terapéutica. Consequentemente, discutem-se atualmente varias
estratégias por forma a elaborar formulacdes probioticas aplicaveis a pratica clinica. Tais
estratégias poderao passar pela produgdo de recetores-alvo para toxinas e patogenos especificos
por biotecnologia genética, por forma a criar probidticos mais robustos, e pela identificacdo de
novos genes que possam influenciar a resposta dos microrganismos presentes na microbiota

[82].
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Para além das dificuldades inerentes a fisiologia e propria aplicabilidade terapéutica,
encontramos também varias discrepancias clinicas geograficas dentro da entidade DII. Os
varios estudos abordados nesta revisdo apresentam este “viés”, quando sujeito a uma analise
conjunta: varias populagdes de varios pontos geograficos do globo nao terdo, a partida, a mesma
base ambiental para que seja possivel uma comparacao cientificamente valida. Assim, enquanto
os estudos alargados de associacdo gendmica forneceram importantes detalhes sobre a
patogénese da DII, as investigagdes sobre a distribuicdo de variantes genéticas pelas diferentes
populagdes nao conseguem explicar as grandes diferengas na prevaléncia da DII entre diferentes
areas geograficas, ndo havendo paralelismo entre os estudos gendomicos e os estudos de base

populacional. [16, 34].

5.5. Consideracoes finais

A DII acarreta niveis consideraveis de morbilidade e de impacto na qualidade de vida
dos doentes, mas as suas linhas de orientacao terapéutica encontram-se bem definidas, tanto no

controlo das exacerbacdes como dos periodos de remissdao da doenga [9, 11].

Os probidticos e prebioticos podem efetivamente apresentar-se como um adjuvante
terapéutico no controlo da DII, complementando a terapéutica cléssica. Este novo paradigma
terapéutico permanece ainda por comprovar, mas apresenta um potencial que devera estimular
a realizagdo de novos e mais estudos adequadamente desenhados por forma a demonstrar o
beneficio desta “classe farmacologica”, concomitantemente com uma reducdo da toxicidade e

dos custos.

E igualmente necessario compreender mais extensivamente os mecanismos por detras
da sua a¢do na microbiota gastrointestinal, por forma a determinar qual o probidtico, prebidtico
ou simbiotico que confere mais beneficio. Uma selecdo apropriada, combinada com a realiza¢ao
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de estudos com maior solidez, podem ser os fatores responsaveis pela definitiva confirmagao

da eficacia e consequente adogado desta terapéutica [22, 25 — 27, 36, 37, 61, 72, 77, 81, 83, 84].

Desta forma, as linhas de orientacdo clinica (guidelines) sao extremamente cautelosas
na posi¢do assumida quanto ao papel dos probioticos na DII. As ultimas orientacdes da
European Crohn’s and Colitis Organization (ECCO) nao recomendam o uso generalizado de
probioticos para atingir a remissdao da DII, embora reconhegam de forma prudente o suposto
papel da mistura probidtica VSL#3. A mesma organizacao atribui um grau de recomendacao 1
(isto ¢, existem evidéncias e/ou consenso geral de que determinado procedimento ou tratamento
¢ benéfico, tutil e eficaz) e nivel de evidéncia b (ou seja, a informacao foi recolhida a partir de
um unico ensaio clinico randomizado ou de estudos alargados nao aleatdrios) a utilizacao de E.
Coli Nissle 1917 como um substituto da messalazina na manutencao da remissao da CU [84].
No que diz respeito a DC, e com base na evidéncia disponivel, as ultimas linhas orientadoras
da ECCO nao recomendam a utilizagao de probidticos na manuten¢do do estado de remissao

da doenga [9].

Num breve apontamento, no que diz respeito a populagdo pediatrica, as guidelines da
European Crohn’s and Colitis Organization - European Society for Paediatric Gastroenterology
Hepatology and Nutrition (ECCO-ESPGHAN) ndo recomendam o uso de probioticos para
inducdo ou manuten¢do da remissdo, embora afirmem que existem probidticos, especialmente
o VSL#3 e o E. coli Nissle 1917 que poderdo ser considerados, embora com precaugdo, em
doentes de idade pediatrica, intolerantes a messalazina e com colite ulcerosa ligeira a moderada,
ou como adjuvante em doentes com atividade ligeira residual, apesar de sujeitos a terapéutica

convencional [86].

E assim possivel afirmar a existéncia de um papel da microbiota na fisiopatologia das

DII, sendo este um alvo de investigagdes futuras, por forma a se compreender totalmente todos
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os mecanismos envolvidos nesta fisiopatologia. Podemos estar perante uma solugao terapéutica
em poténcia, com beneficio categérico para os doentes com este grupo de patologias, sendo

sempre este o proposito fundamental da atuacao médica.
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