Uso de pré e probidticos como terapia coadjuvante da disbiose

Resumo

O entendimento sobre a microbiota intestinal ndo esta totalmente
elucidado, no entanto verifica-se um importante potencial desta na etiologia de
diversas doengas em humanos e animais. Dentre os disturbios estdo as
doencas gastrintestinais, alergias, asma, diabetes, obesidade entre outros. Os
avancos no sequenciamento de DNA, ferramentas de bioinformatica e a
reducdo de custos permitiram o desenvolvimento de um maior numero de
estudos do microbioma das diferentes espécies. Por consequéncia, as novas
informacdes tendem a possibilitar a caracterizacdo da relacdo simbidtica,
obrigatéria e essencial entre as comunidades microbianas e os hospedeiros.
No entanto, alteracdes neste equilibrio podem resultar em disbiose, um dos
fatores responsaveis pelas alteracbes citadas anteriormente. Quando nao
tratada, esse desequilibrio pode ocasionar disturbios ou piorar quadros clinicos
pré-existentes. Como forma terapéutica de manipular a microbiota intestinal e
combater a disparidade entre as espécies nativas do microbioma, recomenda-
se 0s pré e probidticos como ferramentas importantes.
Palavras chave: canino, desequilibrio, microbioma, microorganismo intestinal,
fibras.
Introducéo

Na ultima década, o papel potencial do microbioma intestinal na etiologia
de diversas doencas humanas e animais tem atraido grande atencéo. Diversos
estudos em modelos animais ja apontaram evidéncias da microbiota intestinal

como papel etioldgico da obesidade, resisténcia a insulina, diabetes, doencgas



inflamatdrias intestinais e doengas auto-imunes. Contudo, em humanos e
animais, com algumas excecoes, a relagdo causal entre a composicdo dos
microrganismos presentes no trato gastrointestinal e desordens metabdlicas
ainda nao foi completamente estabelecida.

Embora o entendimento sobre a microbiota intestinal ndo esteja
totalmente elucidado, a manipulacdo desta como medida terapéutica
geralmente é conseguida através da modificacdo da dieta. Além disso, mais
recentemente com o transplante de microbioma fecal (TMF) e por meio da
administracdo de antibibticos, probidticos e prebidticos. Os alvos terapéuticos
dessas intervengfes e sua eficacia ndo estdo bem estabelecidos e apenas
foram descritos na literatura. Essas terapias destinam-se a mudar os estados
estacionarios da comunidade microbiana associados a disbiose para aqueles
associados a saude. Assim, o objetivo desta revisdo é descrever de maneira
breve as relagbes conhecidas entre o microbioma intestinal e os cées, suas
possiveis alteraces e o potencial uso terapéutico dos pré e probidticos.
Microbiota intestinal

Durante muitos anos, o numero e a diversidade de células observadas
microscopicamente eram muito maiores que 0s crescimentos em cultura,
sustentando as limitagdes dos métodos tradicionais, com base no crescimento
e isolados em cultura, para identificar e caracterizar microrganismos. De fato, a
maioria dos microrganismos nao crescem em condi¢des laboratoriais rotineiras,
aspecto que subestima o numero e a diversidade das comunidades
microbianas (GREETHAM et al., 2002). Portanto, ferramentas moleculares se
tornaram um meétodo padréo para investigar a microbiota intestinal de cées e

gatos (SUCHODOLSKI, 2011).



Os avangos tecnolégicos de sequenciamento de DNA associado ao
desenvolvimento de ferramentas de bioinformética e reducdo dos custos
resultaram em aumento expressivo do niamero de estudos com microbioma
(TURNBAUGH et al., 2007).

De maneira conceitual, o termo microbioma é definido como um grupo
de microrganismos presentes num determinado ambiente. De forma especifica,
se refere a taxa microbiana associada a um ambiente que foi identificada
através de técnicas moleculares como o sequenciamento de RNA ribossomal
16s (rRNA) (WHITESIDE et al., 2015).

Como resultado destas novas tecnologias, sao observadas diversas
comunidades de microrganismos que habitam as superficies dos mamiferos de
modo a estabelecer uma relacdo obrigatéria e essencial a normal forma e
fungcdo do hospedeiro (TIZARD, 2018). Esta caracterizacdo estabelece um
estado de homeostasia, ou seja, quando ha manutencao de equilibrio dentro do
organismo ou dentro dos processos organicos (GUNNARSSON S., 2006). Até
0 momento, sabe-se que o trato gastrintestinal (TGI) dos animais é colonizado
por uma variada populacdo de microrganismos como, por exemplo, bactérias,
fungos, protozoérios e virus que, se estabelecem numa relacao ecologica de
simbiose ou antagbnica e, se nutrem dos componentes alimentares né&o
digeridos e das secrec¢des do TGl (TESHIMA, 2003).

Grande parte dos microrganismos do TGI e o hospedeiro participam de
uma relacdo simbidtica que é fundamental para o funcionamento correto de
diversos processos nutricionais, imunolégicos e fisiologicos, 0s quais
contribuem para a saude do hospedeiro (MACKIE et al., 1999; HOOPER et al.,

2001). Neste mesmo sentido, os microrganismos desempenham funcdes vitais



como regulacdo do sistema imunolégico (CHOW, 2010), protecdo contra
patégenos oportunistas (FUKUDA, 2011), melhora na absorcéo de nutrientes e
energia da dieta (SONNENBURG, 2005) e fermentacdo de carboidratos n&o
digeriveis (RIDAURA, 2013).

A andlise molecular de sequenciamento 16S rRNA revelou que em cées
saudaveis especificamente, ha prevaléncia geral de Firmicutes, Fusobacteria,
Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria (HONNEFFER et al., 2017). Os
clostridios predominam no duodeno e no jejuno e sdo muito abundantes no ileo
e no célon (SUCHODOLSKI, 2008) enquanto as bactérias Fusobacteria e
Bacteroides sdo as mais abundantes no ileo e c6lon (SUCHODOLSKI, 2008;
HANDL, 2013). Fungos como Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota e

Zygomycota também foram identificados (HANDL , 2011).

De forma geral, os lactobacilos habitam todas as partes do intestino de
cées (SUCHODOLSKI, 2008), variando de 104 a 108 UFC/mL e, entre eles, o
Lactobacillus acidophilus é dominante (TANG, 2012). Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus salivarius sdo relatados como parte da
salude do intestino canino (BEASLEY, 2006). Outros lactobacilos caninos séo
representados por Lactobacillus murinus e Lactobacillus reuteri (TANG, 2012),
Lactobacillus animalis, Lactobacillus sanfranciscensis e Lactobacillus

paraplantarum (SILVA, 2013).

Disbiose intestinal

As células microbianas e do hospedeiro comp&em um organismo hibrido
multiespecifico que atua de forma dinamica e simbidtica em termos de
composicdo celular, diversidade genética e capacidade metabdlica (BARKO,

2018). Sob outra perspectiva, quando se trata de disbiose, ha mudanca de



composicdo e/ou de variedade de espécies da microbiota, ou seja, ocorre
alteracao no perfil dos microrganismos que compdem a microbiota intestinal e,
além disso, pode estar relacionada as desordens do TGl e também de outros
orgaos (SUCHODOLSKI, 2016).

Barko et al. (2018) definiram a disbiose como a alteracdo do microbioma
associado a doencgas ou condi¢cbes que alteram a homeostasia do ecossistema
intestinal. Os mesmos autores complementaram ainda que a disbhiose
geralmente € caracterizada pela diminuicdo da diversidade de espécies,
mudancas no ambiente inflamatdrio intestinal e sistémico e relacdes
metabdlicas alteradas entre os microrganismos e hospedeiro. Para Petersen
(2014), a disbiose pode ser categorizada em trés tipos, estes podendo ou ndo
serem exclusivos: perda dos microrganismos benéficos, crescimento de
microrganismos patogénicos e perda da diversidade microbiana.

Suchodolsky (2016) descreveu que o processo da doenca pode estar
associado a alteragbes na funcdo da microbiota (por exemplo, producao
reduzida de &cidos graxos de cadeia curta e de outros metabolitos e conjunto
de enzimas bacterianas alteradas) ao invés de alteragcbes na composicao da
microbiota. Essas altera¢des funcionais ou imunolégicas ndo sdo prontamente
detectadas, pois a avaliacdo de toda a microbiota e suas fun¢des ainda néao é
possivel. Ademais, alguns autores observaram uma variagdo na microbiota ao
longo do trato gastrintestinal e, também diferencas claras entre a microbiota da
mucosa e do limen (SUCHODOLSKI et al., 2005; MANCHESTER et al., 2013).
Além disso, a avaliacdo de forma adequada de todas as interacdes entre a
microbiota e o sistema imunologico do hospedeiro é bastante complexa

(KATHRANI et al., 2012). Suchodolsky (2016) relatou que os fatores que



desempenham um papel crucial na complexa comunicacao entre as bactérias e
0 sistema imunoldgico do hospedeiro sdo ainda incompreensiveis. Apontou
também que a avaliacdo bruta das alteracbes bacterianas em amostras
intestinais na maioria das vezes néo revela todo o processo da doencga e,
conclui que, além da evolucdo realizada na caracterizagdo da dishiose
intestinal em doencas gastrintestinais, a metaboldmica também forneceu
informagdes sobre as consequéncias funcionais da disbiose e seu papel na
fisiopatologia de alguns disturbios do TGl em humanos (DUBOC et al., 2013) e
cées (HONNEFFER et al., 2015).

Estudos em seres humanos e espécies veterinarias tém associado a
disbiose intestinal com varios distdrbios gastrintestinais, como doenca
inflamatéria intestinal (DIl), colite granulomatosa e sindrome do intestino
irritavel [SII (SUCHODOLSKI et al., 2012a; 2012b; HONNEFFER et al., 2014;
Minamoto et al., 2014)]. Além de que, ja foram relatados estudos de alteracdes
significativas no perfil microbiano de humanos com doenca de Crohn (SHEN et
al., 2017), obesidade (TURNBAUGH et al.,, 2006; LEY, 2010), diabetes
(LARSEN et al., 2010; BROWN et al., 2011), asma (ARRIETA et al., 2014),
alergias (ROUND et al., 2009) e autismo (ROSENFELD, 2015). Para entender
a dindmica entre microbiota saudavel e ndo saudéavel, foram observados
diversos fatores end6genos e exdgenos, que influenciaram no perfil microbiano
como: genotipo do hospedeiro (BENSON et al., 2010), idade (YATSUNENKO,
et al., 2012), e sexo (BOLNICK et al., 2014). Apesar da relacdo de todos estes
aspectos, 0os autores apontaram que a dieta € o fator que apresenta maior

impacto na microbiota intestinal (Xu e KNIGHT, 2014).



Embora ndo esteja claro se a dishiose € causa ou efeito da doenca
gastrintestinal, é provavel que haja sobreposi¢do, pois a inflamacédo esta
envolvida na génese da disbiose. Além disso, estudos funcionais recentes
demonstraram que a disbiose, quando presente, € um fator de risco que pode
exacerbar a inflamacdo em individuos geneticamente suscetiveis. Sendo
assim, o restabelecimento da normobiose deve ser um resultado desejado do
tratamento. No entanto, pesquisas para melhor definir o perfil de disbiose
associadas a diferentes doengas ainda estdo em estagio inicial
(SUCHODOLSKI, 2016).

Manipulagéo terapéutica da microbiota intestinal

As inimeras rotas metabdlicas envolvidas na interagcdo da microbiota
intestinal e 0 hospedeiro torna esta relagdo um grande enigma. As bactérias,
que sdo as principais produtoras dos ja conhecidos acidos graxos de cadeia
curta, podem participar como componente energético do hospedeiro via
fermentacdo de compostos nao digeridos pelo sistema digestivo do animal.
Além de que, tornou-se aparente que estes compostos podem desempenhar
papel fundamental na prevencdo e tratamento de sindromes metabdlicas e

disturbios intestinais (SLAVIN, 2013).

A manipulacéo terapéutica do microbioma intestinal destina-se a mudar
0s estados estacionarios da comunidade microbiana associados a disbiose
para aqueles associados a saude (TAPPENDEN et al., 2014). Assim, quando
estd em eubiose, tal ecossistema complexo e diverso pode contribuir de
maneira benéfica a salde do hospedeiro (HEIJTZ, 2016). O estado de eubiose
colabora para o bom funcionamento dos processos de digestdo, metabolismo

de nutrientes, estimulos imunologicos e manutencdo da homeostase



(OUWEHAND et al.,, 2002). Além disso, esses microrganismos podem
contribuir com a manutencdo da saude local, devido a participacdo da
microbiota intestinal em muitos processos importantes para o metabolismo do
hospedeiro, como metabolismo dos &cidos biliares, fermentagcédo e utilizacdo
dos produtos de carboidratos néo digeriveis e proteinas (DENG e SWANSON,

2015).

Prebibticos

A ideia central dos prebi6ticos consiste no fornecimento de substratos de
crescimento para 0S microrganismos intestinais, ou seja, sS40 um grupo de
compostos utilizados como ferramenta para a modulagdo da microbiota
(ISHIGURO, 2018). Gibson et al. (2017) definiram prebiéticos como “um
substrato que é utilizado de forma seletiva por microrganismos hospedeiros, 0s
quais conferem beneficios a saude”.

O beneficio a saude do hospedeiro proveniente dos prebidticos esta na
nao digestdo ou absorcdo dos mesmos pelo trato intestinal superior, o qual
resulta na fermentacéo pela microbiota intestinal de forma seletiva e promovem
possivel aumento relevante de bactérias especificas, principalmente
bifidobactérias e lactobacilos (ROBERFROID et al., 2010). Diversos estudos
relataram que a administracdo de prebidticos possui efeitos semelhantes a
alguns produzidos pelos probidticos, tais como aumento de interleucinas
imunorreguladoras, reducdo de interleucinas proé-inflamatérias, aumento da
producéo de &cidos graxos de cadeia curta e reducéo do pH luminal (SLAVIN,
2013). Além disso, podem inibir o crescimento de bactérias patogénicas, as
guais séo beneficiadas pelo pH alcalino (OREL et al., 2014). Associado a isto, 0

butirato, desempenha papel imprescindivel na nutricdo dos colondcitos, uma



vez que contribui para o reparo tecidual apos a injuria em casos de inflamacéo,
por exemplo. Evidéncias demonstraram que este AGCC pode agir como agente
anti-inflamatorio ao inativar o fator de transcri¢éo intracelular NF-kB e atenuar a
sintese de citocinas inflamatoérias. Desta forma, a integridade da mucosa é
favorecida (OREL et al., 2014). Assim, o potencial modulador sobre a
microbiota intestinal torna os prebidticos uma alternativa coadjuvante do
tratamento de distarbios gastriintestinais, cuja patogenia pode ser influenciada
pela disbiose.

Probidticos

Atualizada no consenso de especialistas em 2014 (HILL et al., 2014), a
definicdo de probidticos € dada como “microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro”. Para Brusaferro (2019), os probiéticos sdo bactérias que exercem
efeito benéfico na estrutura e funcéo do intestino, pois possuem atividade anti-
inflamatéria e aumentam a barreira intestinal. Contudo, € importante ressaltar
gue o consenso de 2014 descreve que muitos microrganismos vivos ndo séo
qualificados como probiéticos (HILL et al., 2014).

As caracteristicas probidticas dos microrganismos estdo ligadas a
especificidade do hospedeiro (GRZESKOWIAK et al., 2015). A maioria dos
probidticos para animais de companhia ndo é originalmente derivada da
microbiota do trato gastrointestinal dessas espécies. O intestino canino e felino
€, no entanto, rico em microrganismos com potencial probidtico (SILVA et al.
2013). A maioria das cepas probidticas para humanos e animais pertence as
bactérias produtoras de acido latico, principalmente as bifidobactérias humanas

(SAXELIN et al., 2005). Possiveis beneficios do uso de probidticos em animais



de estimacdo incluem: modulacdo do sistema imunolégico, protecdo contra
infeccbes causadas por enteropatdgenos, aumento do crescimento e
desenvolvimento, controle de disturbios alérgicos e, recentemente, também
controle da obesidade (GRZESKOWIAK et al., 2015).

Dentre os possiveis modos de acdo dos probiéticos no hospedeiro estdo
a producdo de compostos antibacterianos, competicdo por nutrientes e sitios
de adesdo com potenciais patdgenos, alteracdo do metabolismo microbiano e
estimulo do sistema imunoldégico (SAROWSKA et al., 2013). Ainda, estudos in
vitro e in vivo indicam que os probidticos, particularmente as bactérias
produtoras de &cido lactico, apresentam potencial antioxidante (DELUCCHI et
al., 2008). Além de que, uma das causas dos distlrbios gastrintestinais é a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e, os probiéticos podem
apresentar efeitos positivos no curso das diarreias. As bactérias produtoras do
acido latico reduzem as EROs intestinais, aumentam a concentracao intestinal
de enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase e a glutationa e,
protegem o DNA dos danos oxidativos (GRZESKOWIAK et al., 2014). Outro
possivel mecanismo dos probiéticos esta na reducdo da inflamacédo via
melhora da funcdo da barreira intestinal e, ativagcdo da resposta imune inata.
Embora os lactobacilos formem wuma pequena parte do microbioma
gastrointestinal canino, eles sdo amplamente disseminados e, varias cepas
isoladas, incluindo espécies de Lactobacillus, demonstraram atividade
antimicrobiana in vitro (DELUCCHI et al., 2008). Além disso, 0s probioticos
podem ser reconhecidos pelos receptores do tipo tool (TLRs) e exibem forte
atividade imunomoduladora. A cepa de Lactobacillus plantarum Lp91 regulou a

expressao de importantes citocinas pro-inflamatorias (ex. TNF-a e COX2) em



ratos com colite e, regulou de forma positiva a producdo de importantes
citocinas anti-inflamatorias, como IL-4 e IL-6 (GRZESKOWIAK et al., 2013).

Os probidticos também podem atuar na prevenc¢do do supercrescimento
bacteriano por estimularem a sintese de defensinas. A baixa expresséo destas
moléculas pode afetar a composicdo da microbiota intestinal e induzir
inflamacdo (GRZESKOWIAK et al., 2015). Além disso, podem influenciar na
secrecdo de enzimas do microbioma intestinal, como a B-glucuronidase e
protegem a estrutura e funcdo do intestino e a saude global. Isso reduz o
conteudo intestinal de compostos téxicos e mutagénicos intestinais (BAILLON et
al., 2004) e favorece a regulacdo de células e efeitos metabdlicos benéficos
pela producéo de acidos graxos de cadeia curta (BIAGI et al., 2007).

A gastroenterite aguda é um distirbio comum na prética de pequenos
animais e uma afeccdo observada com frequéncia pelos donos de caes e
gatos. Pode resultar de préaticas alimentares inadequadas, patégenos
transmitidos por alimentos ou sensibilidade especifica a nutrientes, entre outros
fatores ndo nutritivos e as vezes também desconhecidos. Os probioticos
parecem ser uma ferramenta promissora no alivio de doencas gastrointestinais
em animais de estimacdo. O emprego de coquetel probiético composto por
Lactobacillus farciminis (origem suina), Pediococcus acidilactici (origem
desconhecida), Bacillus subtilis (origem do solo) e Bacillus licheniformis (origem
do solo) e L. acidophilus MA 64 / 4E (humano), reduziu significativamente o
tempo de convalescenca (1,3 dias no grupo probiotico versus 2,2 dias no grupo
placebo) em gastroenterite aguda autolimitada em 36 cdes (HERSTAD et al.

2010).



Os efeitos da administracdo de probidticos no sistema imune de caes
tem sido pouco estudado. No entanto, algumas evidéncias demonstraram que
0s probidticos da dieta aumentaram as fun¢des imunoldgicas protetoras contra
infeccbes em cées jovens e reduziram os indicadores imunolégicos da
dermatite atopica com reducéo de IgE especifica para alérgenos nos primeiros
6 meses de vida. Este efeito positivo foi observado trés anos apds a suspensao

da administracé@o de probiéticos (GRZESKOWIAK et al., 2015).

Considerac0es finais

O propésito deste trabalho foi relacionar o uso de probidticos e
prebidticos com a disbiose e a manutencao da integridade intestinal. Contudo
pode-se relatar que a microbiota intestinal normal € essencial para o bom
desempenho do sistema digestivo e imunolégico. Em situacbes de
desequilibrio, podem ocorrer diversos disturbios devido ao aumento do nimero
de microrganismos com potencial patogénico. Como tratamento coadjuvante da
disbiose recomenda-se comumente o emprego de probidticos e prebidticos.
Todavia, ainda ndo existe em literatura um consenso sobre dosagem, tempo de
uso e mecanismo de acdo, porém alguns estudos demonstraram sua eficacia.
Para isso, muitos trabalhos estdo sendo realizados com o propésito de
melhorar sua utilizacdo como forma de prevencdo e tratamento de doencas
relacionadas ao intestino.
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