A inter-relacdo entre a microbiota entérica e os estados de saude e doenca

nas afec¢cdes gastrointestinais

The interrelationship between enteric microbiota and health and disease

states in gastrointestinal disorders

Resumo: A microbiota gastrointestinal € um ecossistema dinamico e complexo
capaz de influenciar a saude do hospedeiro e auxiliar o sistema imune. Diversas
afeccdes gastroentéricas foram associadas a alteracdes da microbiota intestinal em
diferentes espécies. Essa mudanca, chamada de disbiose, resulta da alteracdo
qualitativa e/ou quantitativa de um ou mais grupos que compdem este ecossistema.
O entendimento da complexidade da microbiota intestinal, seu metabolismo e
consequéncias metabodlicas € fundamental para que seja feita a melhor
recomendacdo visando reestabelecer o estado de eubiose.

Palavras chave: microbioma, disbiose, doenca inflamatéria intestinal, enteropatia

Abstract: The gastrointestinal microbiota is a dynamic and complex ecosystem
capable of influencing host health and assisting the immune system. Several
gastrointestinal conditions were associated with changes in the intestinal microbiota
in different species. This change, named dysbiosis, results from the qualitative
and/or quantitative alteration of one or more microbiota groups that comprise this
ecosystem. Understanding the complexity of the intestinal microbiota, its
metabolism and metabolic consequences to the host is of major importance to
define the best recommendation to restore the state of eubiosis.
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Introducéo

A microbiota intestinal é caracterizada pelo conjunto de todos 0s micro-organismos
vivos (bactérias, fungos, protozoarios e virus) que habitam o trato gastrointestinal
(TGI) e, dentre estes, as bactérias estdo presentes em maior quantidade
(SWANSON et al., 2011).

A microbiota intestinal é considerada um ecossistema dinamico e complexo, sendo
a melhor forma de identificacdo desses microrganismos feita pela utilizacdo de
técnicas moleculares. Os métodos de sequenciamento molecular do gene 16S
rRNA, permitem a identificacdo bacteriana de uma maneira mais confidvel em
comparacdo ao meétodos de cultivo bacteriano usado por muito tempo
(SUCHODOLSKI, 2011). Os métodos que avaliam o gene 16S rRNA, consistem na
extracdo do DNA bacteriano de uma amostra, amplificacdo do gene 16S rRNA e
processamento via PCR (reacdo em cadeia polimerase) através do uso de um
sequenciador que permite uma melhor identificacdo das bactérias presentes nas
amostras. Essa técnica revelou o TGl como um ecossistema microbiano altamente
complexo (HANDL et al., 2011). Estima-se que o0 microbioma intestinal consista de
aproximadamente dez vezes mais células microbianas (1012 — 10'%) em relacéo ao
namero de células de seu hospedeiro (SUCHODOLSKI; SIMPSON, 2013). Esse
ecossistema possui papel fundamental na regulacdo da saude e imunidade do
hospedeiro, como demostrado em diversos estudos em humanos, cobaias e, mais
recentemente, caes e gatos (SUCHODOLSKI, 2011).

Além da identificacéo dos grupos de bactérias, um passo para melhor entendimento
do impacto microbioma gastrointestinal (Gl) na saude é conhecer a utilidade da
comunidade microbiana (SUCHODOLSKI, 2016). Os metabdlitos produzidos pela

microbiota residente no TGl sdo extremamente importantes para a evolucdo da



microbiota e seu hospedeiro (SUCHODOLSKI; SIMPSON, 2013). A microbiota
intestinal beneficia o hospedeiro por atuar como uma barreira defensiva contra
patdgenos transitorios, contribui para a quebra e producéo de energia oriunda da
dieta, proporciona metabdlitos nutritivos aos enterdcitos e possui papel importante
na regulacdo do sistema imune do hospedeiro. Ao mesmo tempo, diversas
alteracdes gastroentéricas foram associadas a alteracées da microbiota intestinal,

em um estado chamado de disbiose (SUCHODOLSKI; SIMPSON, 2013).

Desenvolvimento

Microbiota gastrointestinal de cdes e gatos saudaveis

Ao avaliar a composicao das bactérias presentes no TGl, observa-se que, de um
modo geral, o intestino delgado alberga bactérias aerdGbias e anaerdbias
facultativas, enquanto o intestino grosso compreende principalmente bactérias
anaerobias (SUCHODOLSKI et al., 2008).

Aproximadamente 99% da microbiota intestinal de caes e gatos sédo formadas pelos
filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Fusobacteria (HANDL et al., 2011;
CHABAN, 2012). Esses filos sao subdivididos filogeneticamente em diversas
familias e géneros bacterianos. No intestino delgado predominam as grupos
Clostridia, Lactobacillus e Proteobacteria, enquanto no intestino grosso estao
presentes Clostridiales, Bacteroides, Prevotella e Fusobacteria (figura 1) (HANDL
et al., 2011). Os gatos apresentam maior numero de bactérias no duodeno em
comparacao aos caes (JOHNSTON et al., 1999).

Algumas das principais fontes de nutrientes para as bactérias sao carboidratos
complexos, incluindo muco intestinal, amido e fibra alimentar, como a amido,

celulose, pectina e inulina. A fermentagéo desses substratos resulta principalmente



na producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como o acetato, propionato
e butirato entre outros metabdlitos que séo fonte de energia para o hospedeiro. Os
AGCC sao importantes fatores de crescimento para as células epiteliais do
intestino, apresentam influéncia na motilidade intestinal, e possuem propriedades
imunomoduladora capaz de inibir a proliferacdo de patégenos, via modulacdo do
pH colbnico (FUKUDA et al., 2012). O butirato protege o animal contra colite pela
reducdo do dano oxidativo ao DNA e pela inducdo de apoptose das células com
esse tipo de dano. O acetato é capaz de modular a permeabilidade do intestino de
forma benéfica, reduzindo assim a translocacdo sistémica de endotoxinas
derivadas da microbiota intestinal (FUKUDA et al., 2012).

O filo Firmicutes junto ao Bacteroidetes e Actinobacteria apresentam grande
importancia na producdo de metabdlitos, como AGCC e indol, que beneficiam

diretamente a saude do hospedeiro (SUCHODOLSKI; SIMPSON, 2013).
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Figura 1. Porcentagem de clones 16S rRNA pertencentes as maiores linhagens
filogenéticas (ordem) nos diferentes segmentos do trato intestinal canino (Fonte:
Suchodolski, 2008).

O equilibrio do ecossistema microbiano é fundamental para a saude do hospedeiro
por fornecer estimulo para o sistema imune, auxilio na defesa contra

enteropatdogenos e promover beneficios nutricionais. A interacdo entre a bactéria



intestinal e o sistema imune do hospedeiro ocorre tanto pela via direta, quanto pelos
metabalitos produzidos. Esses metabdlitos podem ser decorrentes diretamente das
bactérias ou podem ser metabdlitos primariamente produzidos pelo hospedeiro e
gue sdo convertidos através de enzimas bacterianas em metabdlitos secundarios
(SUCHODOLSKI, 2016). O filo Firmicutes junto aos grupos Bacteroidetes e

Actinobacteria sdo apresentados como importantes produtores de metabadlitos.

Microbiota intestinal em cées e gatos com alteracdes gastrointestinais

No estado de dishiose é esperado impacto negativo na saude do hospedeiro. A
disbiose é o termo utilizado para definir a sindrome clinica causada por alteracao
seja qualitativa, quantitativa, ou ambas, de um ou mais grupos da microbiota do
TGI (GARCIA-MAZCORRO, 2012). A caracterizacao da disbiose é importante para
permitir o melhor entendimento do processo da doenca, em especial doenca GlI, e
para que seja feita a melhor recomendacéo visando reestabelecer o estado de
eubiose (SUCHODOLSKI, 2016). Mudancas da microbiota implicam em
consequéncia funcionais e imunolégicas ao hospedeiro, mas a extensao dessas
alteracdes irdo depender da magnitude, grupo de bactérias alteradas e da
localizac&o da disbiose.

Estudos demonstram associacdo da disbiose intestinal com a ocorréncia de
doencas Gl em caes com doenca inflamatéria intestinal (DII) e diarreia aguda, gatos
com enteropatia crénica, e em caes e gatos infectados com Giardia duodenalis
(SUCHODOLSKI, 2015; GUARD et al., 2015; MINAMOTO et al., 2015; SLAPETA
et al., 2015).

Em geral, a disbiose observada na diarreia aguda e crbnica seguem 0 mesmo

padrao, principalmente em relacdo ao Clostridium perfringes. Amostras fecais de



cdes com diarreia hemorragica aguda apresentaram aumento na populacado de
Clostridium perfringes e Fusobacteria (HONNEFFER et al., 2014), enquanto caes
com DIl apresentaram diminuicdo da Fusobacteria (XENOULIS et al., 2008;
SUCHODOLSKI et al., 2010). Minamoto et al. (2014), sugere que esse crescimento
excessivo do Clostridium perfringes é consequéncia da disbiose intestinal e perda
da microbiota normal nas diarreias cronicas. A enterite aguda em caes associada
a dishiose, leva a deplecGes de grupos de bactérias produtoras de AGCC e outros
metabdlitos microbianos (SUCHODOLSKI et al., 2012), sugerindo que as
alteracdes microbianas sdo uma consequéncia da resposta inflamatéria.

Estudo revelou que a genética do hospedeiro pode exercer impacto sobre o limiar
e a magnitude da disbiose (CRAVEN et al.,, 2012). Diversos mecanismos
fisiolégicos regulam a colonizacdo bacteriana no intestino delgado, incluindo
secrecdo de acido gastrico e fatores antibacterianos, como secrecdes pancreaticas
e biliares, além da motilidade intestinal. Alteracbes em um ou mais destes
mecanismos pode resultar na disbiose (SUCHODOLSKI, 2016). A disbiose que
ocorre no intestino grosso € comumente associada a reducdo das principais
bactérias produtoras de AGCC e maior producdo de inddis. As alteracbes
microbianas registradas em cées com doenca Gl cronica sdo comparaveis aquelas
observadas em outras espécies em que ocorre substituicdo de bactérias gram-
positivas para gram-negativas, correlacionada com inflamacéao intestinal (PACKEY,
2009; SUCHODOLSKI et al., 2012; SOKOL et al., 2008).

Na DIl de humanos e cées, hd aumento na proporgcéo de bactérias pertencentes ao
género Proteobacteria, por exemplo Escherichia coli, e diminuicdo de Fusobacteria,
Bacteroidetes e Firmicutes. Essas mudancas foram observadas no duodeno

(XENOULIS et al., 2008; SUCHODOLSKI et al., 2010) e em amostras fecais de



cées com DIl (HONNEFER et al., 2014; MINAMOTO et al., 2015). Estudo realizado
por Minamoto et al. (2015), mostrou que caes com DIl apresentaram alteracao
global no perfil de metabdlitos séricos quando comparados a caes saudaveis, com
aumento das vias do estresse oxidativo. O metagenoma fecal também foi
condizente com a reducdo do metabolismo de aminoacidos, 0 que sugere que a
microbiota de cdes com DIl esteja relacionada a disfuncéo do metabolismo proteico
(MINAMOTO et al., 2015). A deplecdo de grupos comensais tem impacto na
resposta imune do hospedeiro, e coloca a dishiose como um componente
patofisioldgico do processo da doenca crénica (SUCHODOLSKI et al., 2016).
Xenoulis et al. (2008) avaliaram as diferencas da microbiota do duodeno entre cées
com DIl e saudaveis, e apesar de ambos 0s grupos terem sido predominantemente
colonizados por bactéria do filo Firmicutes e Proteobacteria, os dois grupos
diferiram nas proporcfes relativas em que os subgrupos desses filos estavam
presentes (figura 2).

Felinos com DIl apresentam aumento no numero de Enterobacteriaceae,
diretamente relacionado com mudancas da arquitetura da mucosa e da densidade
do infiltrado celular (JANECZKO et al., 2008). Ha poucos estudos relacionados a
disbiose fecal em gatos com DII, Inness et al. (2007), identificaram aumento de
Desulfovibrio spp. em gatos nesta condi¢do, enquanto em outro estudo nao foram
identificadas diferencas na microbiota de gatos saudaveis e aqueles com DIl
(ABECIA et al., 2010). Estudo avaliando gatos com enteropatias cronicas e agudas,
sem diagnostico clinico especifico, mostrou que aqueles animais com diarreia
cronica apresentaram diminuicdo de Bacteroidetes, Faecalibacterium spp. e
Turicibacter spp., assim como maior proporcao de Enterobacteriaceae, semelhante

ao encontrado em caes com DIl (SUCHODOLSKI et al.,, 2015). A enteropatia



inflamatoria em todas as espécies recebe grande consideragcdo por envolver uma
interacdo entre o microambiente intestinal, suscetibilidade genética do hospedeiro

e sistema imune (PACKEY, 2009; SIMPSON, 2011).
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Figura 2. Composi¢do em nivel de filo e compara¢do da microbiota bacteriana
duodenal de caes saudaveis (control dogs) e caes com DIl (IBD dogs), conforme

determinado pelo sequenciamento 16S rRNA (Fonte: Xenoulis et al., 2008).

As bactérias residentes no intestino delgado possuem importante participacéo
como estimulantes da imunidade de mucosa devido a sua adesdo na propria
mucosa. A mudanca repentina da dieta, leva a mudancas no parénquima do
intestino com subsequente alteracdo da motilidade intestinal e resulta em
mudancas na populagéo bacteriana (SUCHODOLSKI, 2016). Essas modificacbes
abruptas na composi¢cao da microbiota apresentam impacto na resposta imune do
hospedeiro. A microbiota também pode competir com o hospedeiro pelos nutrientes
e produzir metabolitos deletérios, como sulfeto de hidrogénio, amoénia e aminas
biogénicas. No intestino delgado, especialmente Lactobacillus spp. e Clostridium
spp. desconjugam os acidos biliares, de modo que uma mudanca dessa microbiota
pode prejudicar a absorcédo de gordura, assim como a desidroxilacdo dos acidos
biliares, carreamento de proteinas e competicdo por nutrientes (SUCHODOLSKI,

2016). Enterotoxinas produzidas pelas bactérias patogénicas podem estimular a
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secrecédo de fluidos pela mucosa, enquanto ocorre reducéo dos vilos e perda da
area da superficie reduzem a capacidade de absorcédo e resultam em diarreia. A
disfuncéo da barreira da mucosa resulta em aumento da permeabilidade intestinal
e uma translocacao bacteriana significativa (SUCHODOLSKI, 2016).

O uso de antibioticos, em cées saudaveis pode levar a estado semelhante a
disbiose observada nas doencas Gl cronicas (MINAMOTO et al., 2014, 2015;
GEVERS et al., 2014). Nas situacdes de tratamento crénico com antibidticos, a
avaliacdo da disbiose deve ser interpretada com cuidado (SUCHODOLSKI, 2016).
Estudos epidemiolégicos em humanos mostraram que a disbiose causada pela
administracdo de drogas, como antibidticos, anti-inflamatérios ndo esteroidais e
protetores gastricos, sdo considerados fatores de risco para algumas doencas
cronicas. A exposicdo precoce a antibidticos na infancia € associada ao
desenvolvimento de alergias (METSALA et al., 2015) e obesidade (SAARI et al.,
2015) provavelmente, relacionadas a disbiose secundéaria ao uso do antibiotico.
Fato interessante e ndo correlato, a baixa diversidade da microbiota intestinal no
momento do transplante de células tronco é considerada fator de risco com maior
chance de mortalidade nestes individuos (TAUR et al., 2015).

Esses dados iniciais em humanos associados ao melhor entendimento das
propriedades da microbiota intestinal, mostram a importancia do diagndstico e
correcdo da dishiose como parte de uma terapia eficaz. O uso de alimentos com
alta digestibilidade, tratamentos com prebioticos, probidticos e/ou antibidticos sédo
importantes moduladores da microbiota e devem ser considerados. Porém estudos
relacionando o tipo de dishiose e a melhor resposta terapéutica ainda sao

necessarios.



Ainda ha muita discusséo se a disbiose € a causa ou efeito das alteracdes Gl, sendo
provavel que haja uma sobreposicdo destas situacdes. O restabelecimento da
eubiose € um resultado desejado no tratamento a ser realizado independente do
que iniciou o quadro clinico. Até o momento, ndo ha uma disbiose especifica das
doencas Gl que possa ser usada como diagnostico para diferenciar enteropatias
cronicas de outras alteragcbes (SUCHODOLSKI, 2016). Apesar disso, diversos
indices de disbiose e alteracfes metabdlicas estdo sendo estudadas com objetivo

de trazer maiores informacgdes diagndsticas e terapéuticas.

Considerac0es finais

A relacéo entre disbiose e a ocorréncia de doenca gastroentéricas ainda precisa
ser esclarecida, assim como a necessidade de estudos a longo prazo para
acompanhar o momento em que ocorre a mudanca da microbiota e a remisséo
clinica. O entendimento dos metabdlitos produzidos pelas bactérias intestinais pode
melhorar a compreensao dos seus efeitos no hospedeiro e relacdo com a doenca
clinica, e podem ser caminho para identificacdo de novos biomarcadores para a
etiologia, progressao e tratamento das doencas GI.

E evidente que s6 estamos comecando a desvendar as inter-relacbes complexas
entre a microbiota entérica e os estados de saude e doenca. A elucidacao dos
fatores que afetam e como a microbiota intestinal fornecera novas oportunidades
de profilaxia e intervencdo terapéutica em caes e gatos com alteracdes

gastrointestinais.
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