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Resumo

Introducdo: A Doenca Inflamatdria Intestinal (DIl) € uma patologia com uma prevaléncia
crescente na populagdo e que permanece um desafio clinico no que concerne ao seu diagnéstico,
controlo da evolugdo e abordagem terapéutica. A influéncia da microbiota intestinal tem sido
recentemente realcada no processo multifatorial que estd na base do desenvolvimento da
patologia, proporcionando a oportunidade de investigacdo de ferramentas de diagndstico e

terapéutica que colmatem as necessidades atuais da gestao clinica da DII.

Objetivos: Revisdo bibliografica do contributo da microbiota intestinal na complexa fisiopatologia
da DIl com vista a identificar possiveis biomarcadores diagndsticos, preditores e progndsticos da
doenca. Adicionalmente, visa perceber-se se a intervencdo ao nivel da microbiota intestinal pode

constituir uma potencial estratégia terapéutica nesta complexa patologia.

Metodologia: Pesquisa bibliografica de artigos cientificos com recurso ao motor de pesquisa de
publicacdes médico-cientificas Pubmed segundo a utilizacdo, de forma isolada ou em
combinacdo, das palavras-chave infracitadas. Apds a leitura e andlise critica dos titulos e abstract,
foram selecionadas as publicages com maior relevancia cientifica e atualidade de acordo com os

objetivos propostos para esta revisdo bibliografica.

Desenvolvimento: A microbiota intestinal comprova-se uma das componentes da fisiopatologia
da DIl revelando-se a diminui¢do das bactérias Firmicutes e o aumento das do filo Proteobacteria
as alteracdes globalmente mais evidenciadas. As altera¢Oes verificadas na composicdao da flora
microbiana dos pacientes afirmam-se uma base de dados promissora para o desenvolvimento de
biomarcadores diagndsticos, sendo a Collinsella e a Nocardiopsis dassonvillei apontadas como
potenciais diferenciadores entre a Colite Ulcerosa (CU) e a Doenga de Crohn (DC).
Simultaneamente, a gravidade destas patologias demonstra ser potencialmente presumida pela
proporg¢ao dos constituintes da microbiota intestinal, sendo os Clostridiales possiveis preditores
da resposta ao Infliximab. No que concerne ao tratamento, a CU assume-se a patologia no qual a
intervencdo na microbiota intestinal mostra evidéncias de beneficio, com ensaios clinicos que
comprovam a eficacia dos probidticos e outros que apoiam a futura utilizacdo do transplante de

microbiota fecal neste contexto.

Conclusao: A aposta na uniformizacao das técnicas escolhidas para a avaliacdo da constituicdo da
microbiota intestinal aliada ao esclarecimento dos resultados obtidos relativamente a sua
influéncia na DIl assume-se a principal necessidade neste ambito. Por sua vez, a execu¢do de um

maior nimero de ensaios clinicos com foco na microbiota intestinal como vetor para criacdo de


https://lpsn.dsmz.de/species/nocardiopsis-dassonvillei

biomarcadores e alternativas terapéuticas pode constituir a solucdo para a otimizacdo e

personalizacdo da gestao da CU e DC.

Palavras-chave: Doenca Inflamatéria Intestinal; Doenga de Crohn; Colite Ulcerosa; Microbiota

Intestinal; Disbiose; Biomarcadores; Probioticos; Prebidticos; Transplante Microbiota Fecal.



Abstract

Introduction: Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a condition with a growing prevalence in the
population and that remains a clinical challenge regarding its diagnostic, management and
therapeutic approach. The influence of the gut microbiota has recently been highlighted in the
multifactorial process underlying the development of the disease, providing the opportunity to
investigate diagnostic and therapeutic tools that address the current needs of IBD clinical

management.

Objectives: Literature review on the contribution of the gut microbiota in the complex
pathophysiology of IBD in order to identify possible diagnostic, predictive and prognostic
biomarkers of the disease. Additionally, we aim to understand if the intervention at the gut

microbiota level can be a potential therapeutic strategy in this complex pathology.

Methods: Bibliographic search of scientific articles using the Pubmed search engine for medical-
scientific publications according to the use, alone or in combination, of the keywords mentioned
below. After reading and critical analysis of the titles and abstracts, the publications with greater
scientific and current relevance were selected according to the objectives proposed for this

literature review.

Results: The gut microbiota has proven to be one of the components of IBD pathophysiology, with
a decrease in Firmicutes bacteria and an increase in the phylum Proteobacteria being the most
evident changes. The changes verified in the composition of the gut microbiota of the patients are
a promising database for the development of diagnostic biomarkers, with Collinsella and
Nocardiopsis dassonvillei indicated as potential differentiators between Ulcerative Colitis (UC) and
Crohn's disease (CD). Simultaneously, the severity of these conditions is potentially predicted by
the proportion of the components of the gut microbiota, with Clostridiales being possible
predictors of response to Infliximab, which is one of the central drugs in the therapeutic approach
of IBD. With regard to treatment, UC is the condition in which intervention in the gut microbiota
shows evidence of benefit, with clinical trials showing the effectiveness of probiotics and other

publications supporting the future use of fecal microbiota transplantation in this context.

Conclusion: The main need in this area is to standardize the techniques chosen to assess the
constitution of the gut microbiota together with the clarification of the results obtained regarding
its influence on IBD. In addition, the implementation of more clinical trials focusing on the gut
microbiota as a vector for the creation of biomarkers and therapeutic alternatives may be the

solution to optimize and customize the management of UC and CD.



Keywords: Inflammatory Bowel Disease; Crohn's Disease; Ulcerative Colitis; Gut Microbiota;

Dysbiosis; Biomarkers; Probiotics; Prebiotics; Fecal Microbiota Transplantation.
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Introdugao

1. Definicdao de Doenga Inflamatéria Intestinal

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DIl) constitui uma entidade patoldgica determinada pela
inflamagdo imunomediada do trato gastrointestinal, na qual se integram duas patologias
primordiais: a Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerosa (CU)." A evolugdo crénica inerente a
estas patologias, caracterizada pela alternancia entre periodos de exacerbacdo e remissao, é
responsdvel por um elevado grau de morbilidade, o que confere aos doentes afetados pelas

mesmas um impacto significativo na sua qualidade de vida. *

2. Epidemiologia da Doenga Inflamatéria Intestinal

A DIl tem vindo a assumir uma importancia crescente, ao longo da ultima década, dado o
aumento da incidéncia da mesma a nivel mundial, presumivelmente, resultante da recente
industrializacdo e evolucdo da capacidade diagndstica dos paises em desenvolvimento.”® N3o
obstante, a Europa mantém-se, a semelhanca da América do Norte, o continente com maior
prevaléncia da doenca, estimando-se que existam 2,5-3 milhdes de pacientes europeus com o
diagndstico de DII, o equivalente a cerca de 0,3% da populacdo. * Portugal n3o se desvia deste
padrdo, sendo a percentagem estimada de pessoas diagnosticadas com DIl no pais em 2019 de
0,24-0,33%, estando previsto um aumento desta prevaléncia para 0,32-0,49% até 2030. 6

Embora a DIl se possa manifestar em qualquer idade, a sua apresentacdo inicial da-se
maioritariamente entre a 22 e 42 década de vida. Pode, adicionalmente, surgir um segundo pico
de incidéncia, especialmente na CU, entre os 60 e os 70 anos, assumindo assim a incidéncia desta

patologia, quanto a idade, uma distribui¢do bimodal. *’

Desta forma, o aumento evidente da prevaléncia que se tem objetivado recentemente é
reflexo do curso crénico de uma patologia de diagndstico precoce e com baixa mortalidade,
encontrando-se este aumento dependente do aumento da incidéncia da patologia e do
envelhecimento da populagdo. * Este aumento de prevaléncia apresenta, consequentemente, um
importante impacto a nivel econémico, principalmente quando atendemos aos custos dos
farmacos bioldgicos cada vez mais utilizados, bem como repercussGes ao nivel da gestdo da
doenca dada a necessidade crescente de tratar doentes com multiplas comorbilidades, fruto do

avancar da idade.?



3. Classificagdo da Doenga Inflamatoria Intestinal

Apesar da partilha alargada de caracteristicas, a DC e a CU apresentam tragos distintivos
ao nivel da predisposi¢cdo genética, fatores de risco bem como aspetos clinicos, endoscépicos e

histoldgicos que as permitem reconhecer. °

Neste sentido, o padrdo inflamatdrio de cada uma das patologias assume-se um dos
principais fatores identificadores das mesmas. A DC é marcada por uma inflamagdo de caracter
descontinuo com potencial para se dispersar de forma segmentar ao longo de todo o trato
gastrointestinal, sendo o célon e o ileo terminal as localizagGes mais frequentemente lesadas. O
seu atingimento transmural com o envolvimento de todas as camadas constituintes da parede
intestinal explica a associagao frequente desta patologia a estenoses, fistulas e abcessos que

constituem as suas principais complicacdes. 1011

A CU, por sua vez, tem a si inerente uma inflamacdo tipicamente restrita a superficie
mucosa com uma localizagdo limitada ao nivel do reto e célon. O seu atingimento adquire um
perfil ascendente e de cardter continuo, cuja extensdo é varidvel. Assim, esta patologia pode
apresentar-se ao longo de um espetro cuja progressao varia desde uma proctite a uma pancolite.
9,12

Dada a heterogeneidade de apresentagdo e comportamento da CU e DC, estas sdo
classificadas com base no seu fendtipo pela classificagdo de Montreal para a sua estratificacdo.

[Tabelalell]*

4. Diagndstico de Doenga Inflamatodria Intestinal

O diagndstico da DIl exige a integracdo de uma avaliacdo clinica completa associada a

parametros laboratoriais séricos e fecais bem como a exames endoscdpicos e histopatoldgicos

confirmatdrios. 2%

A histéria clinica do paciente permanece o ponto de partida fulcral para a identificacdo da
DC e CU, devendo existir particular atencdo aos sintomas apresentados assim como a sua

cronologia. ' O sintoma dominante dos quadros clinicos de ambas as patologias corresponde a

diarreia, tipicamente, com um tempo de evolug3o superior a 6 semanas. *>***

A presenca de sangue nas fezes estd patente na maioria dos casos de CU, podendo

11,15-17

manifestar-se igualmente na DC quando hd atingimento do cdlon. Sintomas constitucionais

como fadiga, anorexia, perda de peso e febre sdo também comuns as duas formas principais de

10,11,16
DII.



A presenca de urgéncia fecal, tenesmo, incontinéncia e muco nas fezes, por sua vez, sdo

12,16,17

manifestacdes que direcionam para o diagndstico de CU. Em contrapartida, a presenca de

dor abdominal, particularmente no quadrante inferior direito e a doenca perianal com o

surgimento de fistulas s3o sugestivas de DC.***

A combinacdo de sintomas apresentada por cada doente corresponde a um reflexo do

comportamento e gravidade da sua doenga bem como da sua extens3o [Figuras 1 e 2]."*°

A nivel laboratorial, a investigacdo bioquimica assume um papel relevante para a
avalia¢do da gravidade da patologia bem como para a detecdo de algumas das complicagdes que
Ihe podem estar associadas. Dos parametros a investigar a calprotectina fecal mantém-se o
marcador de inflamacdo intestinal com maior correlagdo com a atividade da DIl pelo que detém
um valor importante quer a nivel do diagndstico inicial, quer no acompanhamento da evolugdo da
doenga e da sua resposta ao tratamento instituido. Note-se, no entanto, que este marcador
carece de especificidade no que concerne a distingdo entre as diferentes causas de inflamacgao
intestinal pelo que a procura por outros marcadores mais especificos mantém-se uma tematica

particularmente pertinente no ambito do diagndstico da DII. **7

A realizacdo de ileocolonoscopia com consequente estudo histopatolédgico para avaliacao
das caracteristicas inflamatérias macroscépicas e microscépicas tipicas [Figuras 3 e 4] esta

indicada em todos os casos de suspeita de DIl e é indispensével ao seu diagndstico.' 4%

A sistematizagdo dos diferentes achados clinicos e de exames complementares de

diagndstico faculta a distingdo entre as duas patologias [Tabela I11].2

O restante estudo de investigacdo, nomeadamente o recurso a outros exames
imagioldgicos, deve ser personalizado de acordo com a histdria clinica do paciente e com os

resultados dos restantes exames supramencionados. *>**

5. Etiologia e Fisiopatologia da Doenga Inflamatdria Intestinal

Embora a compreensdo global da fisiopatologia da DIl se assuma ainda um desafio na
atualidade, a literatura mais recente revela que esta é resultante da complexa interacdao de
diferentes variaveis, das quais se destacam os fatores genéticos, ambientais, a microbiota

intestinal e a consequente resposta imunoldgica do paciente [Figura 5.7

Atendendo a maior incidéncia de casos de DIl em elementos da mesma familia, as

diferencas étnicas na prevaléncia da doenca e ao elevado grau de concordancia entre gémeos, o



papel da suscetibilidade genética na fisiopatologia da DIl foi, desde cedo, descoberto.”* A
evolucdo das técnicas de sequenciacdo genética permitiu a confirmacdo desta hipotese com a
identificacdo de mais de 240 loci de risco genético para a DIl, 30 dos quais partilhados pela CU e
DC." A andlise destes genes possibilitou, adicionalmente, compreender as vias nas quais estdo
implicados, das quais se destacam o controlo da fungdo da barreira epitelial, a resposta
imunoldgica inata e adaptativa ou a autofagia, todas estas essenciais a homeostasia intestinal.

1921 A presenca de suscetibilidade genética para a DIl nJo &, no entanto, suficiente, por

[Figura 6].
si s, para desencadear o desenvolvimento da patologia, pelo que é imperativo que outros fatores

adjuvantes estejam presentes.19

Tratando-se a DIl de uma patologia de indole inflamatdria, a resposta imunoldgica estd
naturalmente implicada na sua fisiopatologia, tendo o desequilibrio do balanco entre a defesa
inata e a adaptativa um papel central na génese e manutencdo da mesma.”*® Neste ambito,
existem, no entanto, diferencas entre a DC e CU evidenciadas pelo maior envolvimento das
células Th1 na DC face a maior contribuicdo das células Th2 no processo inflamatério da CU. 2

Adicionalmente, as diferencas epidemiolégicas patentes a nivel mundial, como por
exemplo a associacdo entre a maior incidéncia da patologia e os paises industrializados, sugerem
a intervencdo de um componente ambiental no processo etioldgico da DIl. Nesta perspetiva,
foram conduzidos diversos estudos que procuraram a compreensdo dos efeitos de variados

fatores ambientais na DC e CU, dos quais se ressalvam os representados na Tabela IV.**%

A influéncia da microbiota intestinal neste processo, por sua vez, tem assumido,
recentemente, um papel de destaque, resultado também dos avancos nas técnicas de
sequenciacdo genética que tém contribuido em larga escala para compreender e confirmar o

2225 0 conhecimento cada vez mais aprofundado

papel da disbiose como fator etiolégico da DII.
destas alteragdes incentiva a sua utilizagdo na criacao de potenciais biomarcadores com base na
microbiota intestinal para a detecdo precoce da doenca, estratificacdo da sua gravidade,

orientacdo de tratamento e progndstico. 2*%’

6. Tratamento da Doenga Inflamatdria Intestinal

Atendendo a cronicidade da DIl, o tratamento a instituir deve ter como principais
objetivos, para além da melhoria da qualidade de vida através do controlo sintomatico e
prevencdo de complicagbes, minimizar a progressdao da doeng¢a com o intuito de alcangar e

" 3,28 ;s .~ , .. . . ~
manter a remissdao da mesma.>"” Este estadio de remissdo é definido pela cicatrizacdo completa

da mucosa, a resolucdo sintomatica do quadro clinico e a normalizagdo dos biomarcadores.?®*



Desta forma, a abordagem terapéutica da DIl tem sido alvo de uma reforma nos ultimos
anos com a alteragdo do paradigma de tratamento tradicional de “Step-up”, que dava prioridade a
utilizacdo, numa fase inicial, de classes farmacolédgicas menos téxicas e menos potentes como os
corticosteroides, aminossalicilatos e antibiéticos, para uma abordagem “Top-down” com a

11,29 Esta

introducdo cada vez mais precoce de imunomoduladores e terapéuticas bioldgicas.
alteracdo surge como consequéncia da necessidade de interferir agressivamente em estadios
iniciais da patologia com vista a alcancar o atraso na progressao da mesma e consequente
modificacdo da sua histdria natural.****° N3o obstante, a estratégia terapéutica implementada
deve ser sempre centrada no paciente, pelo que se deve adaptar individualmente as
caracteristicas de cada caso. Assim, dadas as complicagBes inerentes aos farmacos de maior
poténcia, é de elevada relevancia que se identifiqguem os pacientes nos quais o beneficio desta
abordagem terapéutica supera os seus riscos, nomeadamente através da sua estratificacdo com
recurso a fatores progndsticos. [Tabela V e VI]***°

Adicionalmente, a prépria localizacdo, severidade da doenca, a resposta a farmacos
previamente utilizados, bem como a presenca de complicagdes tém uma influéncia fulcral na
escolha da terap@utica a instituir e na consequente otimizacdo da gestdo de cada paciente. 33!
Estes pressupostos permitem fundamentar a elaboragdao de linhas orientadoras de

tratamento para cada uma das patologias [Figura 7 e 8]."%*

A monitorizacdo dos resultados terapéuticos deve ser realizada de uma forma regular
com recurso aos atuais marcadores de atividade da patologia que incluem, para além dos exames
endoscdpicos, outros exames menos invasivos dos quais se destacam os biomarcadores
inflamatdrios (proteina C reativa e calprotectina fecal) e os exames imagioldgicos, de forma a

realizar os ajustes necessarios ao alcance do objetivo terapéutico estabelecido. ***°

No que concerne ao tratamento cirirgico da DIl, este mantém-se uma estratégia de fim
de linha de tratamento pelas consequéncias a ela inerentes, devendo esta decisdo ser discutida
por um grupo multidisciplinar. Ainda assim, este tipo de intervengdao mantém-se indispensavel em
cerca de 20-25% dos doentes com CU' e em 50% dos pacientes nos primeiros 10 anos de
diagndstico da DC™ por falta de eficicia do tratamento farmacoldgico. Na CU as principais
indicagGes para a colectomia resumem-se a refratariedade da patologia ao tratamento médico,
intolerancia aos farmacos disponiveis e malignidade associadas a CU."* J4 no dambito da DC, para
além dos casos de resposta insatisfatéria a abordagem médica e a intolerdncia a mesma, os
candidatos a abordagem cirurgica incluem frequentemente os doentes que desenvolvem

complicacdes decorrentes da sua condicdo, das quais s30 exemplo as estenoses e fistulas. **



A nova visdo da personalizagdo do tratamento aliada aos recentes avangos na
fisiopatologia da DIl tem mantido pertinente a necessidade de estudar e descobrir novas op¢des
terapéuticas especificas para as vias patogénicas até entdo desconhecidas, que possam

complementar e fortalecer a qualidade dos cuidados prestados a estes pacientes.*’



Objetivos

Compreender o contributo da microbiota intestinal na complexa fisiopatologia da doenca
inflamatdria intestinal com vista a identificar possiveis biomarcadores preditores ou progndsticos
da doenca. Adicionalmente, esta dissertacdo visa perceber se a intervencdao ao nivel da
microbiota intestinal pode constituir uma potencial estratégia terapéutica nesta complexa

patologia.

Metodologia

A metodologia desta revisdao bibliografica consistiu na pesquisa bibliografica de artigos
cientificos com recurso ao motor de pesquisa de publicaces médico-cientificas Pubmed segundo
a utilizacdo, de forma isolada ou em combinagdo, das seguintes palavras-chave: Doenga
Inflamatdria Intestinal; Doenca de Crohn; Colite Ulcerosa; Microbiota Intestinal; Disbiose;
Biomarcadores; Probidticos; Prebioticos; Transplante Microbiota Fecal.

Foram selecionadas publicacbes redigidas em inglés e portugués, dando primazia aos
artigos publicados na ultima década, salvo exce¢des indubitavelmente pertinentes.

O principal critério de inclusdo foi a relevancia cientifica e atualidade dos artigos de
acordo com os objetivos propostos para esta revisdao, sem restricdo no tipo de artigo. Os
principais critérios de exclusdo incluiram artigos que ndo se enquadravam na temadtica em
avaliacdo bem como os relativos a populacdo pediatrica.

Apds a leitura e andlise critica dos titulos e abstract das publicagbes encontradas, foram

selecionadas as 64 publica¢des citadas para o desenvolvimento da presente dissertagao.



Desenvolvimento

1. Microbiota intestinal na fisiopatologia da Doenga Inflamatdria Intestinal

As inumeras bactérias, virus, fungos e protozoarios que constituem a microbiota do
intestino tornam este érgdo o mais colonizado do organismo humano, correspondendo o genoma

19,23,25
277 Num

da microbiota intestinal a 100 vezes mais genes que o genoma do hospedeiro.
individuo saudavel, cerca de 90% das bactérias integrantes da flora intestinal pertencem a dois
filos predominantes, Firmicutes e Bacteroidetes, seguidos das Proteobacteria e Actinobacteria,

19,23-25

presentes em menor proporgao. O conjunto destes microorganismos é responsavel por

manter um ambiente de homeostasia, desempenhando papéis essenciais ao nivel do

metabolismo e regulagdo do sistema imunoldgico [Figura 9].2**

Quando existe uma disrupcao do equilibrio da microbiota intestinal, frequentemente
associada a dieta, utilizacdo de inibidores das bombas de protdes ou antibidticos, podem surgir
diversas doencas, entre as quais a DIl. * De facto, os avancos tecnoldgicos na sequencia¢do
genética, particularmente as técnicas de sequenciagdo de nova geragao, tém conduzido a um
esclarecimento do microbioma e consequentemente a um aumento das evidéncias que
reconhecem a disbiose como um dos intervenientes ativos na fisiopatologia da DC e CU. Esta
disbiose contempla diversas vertentes podendo ser evidente uma diminuicdo da biodiversidade
da microbiota intestinal associada a um desequilibrio no balango da mesma, com um aumento na
riqueza de espécies com potencial nocivo e uma diminuicdo das espécies protetores do trato
intestinal, bem como uma perturbagdo na estabilidade temporal da composicdo da flora

intestinal.>>*

Uma das alteragdes mais significativamente investigada e reportada em diversos estudos
é a deplecdo da espécie Faecalibacterium prausnitzii na constituicdo da flora intestinal de
individuos quer com DC quer com CU face aos individuos sauddveis. Esta bactéria assegura 5% da
totalidade da microbiota intestinal de individuos saudaveis pelo que se assume um elemento
primordial como marcador de satde neste ambito.*> Num estudo realizado por Wang et al. em
gue foi avaliada a constituicdo da microbiota intestinal através de amostras fecais e de bidpsias de
diferentes localizagGes intestinais constatou-se uma diminuicdo acentuada desta espécie do filo
Firmicutes em todas as amostras em pacientes com DIl ativa, com um ligeiro aumento da mesma
na fase de remiss3o das patologias em relago a fase ativa. >* Estes dados foram corroborados por
uma meta-andlise realizada por Prosberg et al. que inclui 6 estudos clinicos relativos a

percentagem de Faecalibacterium prausnitzii na contagem total de bactérias intestinais. Embora



se verifigue também uma tendéncia crescente desta espécie em pacientes em remissdo, estes
resultados ndo se mostram significativamente diferentes dos individuos com patologia ativa.>* Um
importante achado observado nas investigacGes deste ambito é a reducdo mais intensificada de
Faecalibacterium prausnitzii nos pacientes com o diagndstico de DC quando comparados com os

3436 A conexdo

de CU, o que pode constituir um fator relevante na distin¢gdo das duas patologias.
entre a diminuicdo da prevaléncia de F. prausnitzii com a DIl pensa-se estar relacionada com a
préopria fungdo exercida por esta estirpe no trato intestinal. De facto, diversos estudos constatam
que esta bactéria é uma das principais produtoras da microbiota intestinal de butirato, um acido
gordo de cadeia curta (AGCC), predominantemente presente no cdélon, cujo produto de
fermentag3o, o D-lactato, corresponde a principal fonte de energia das células epiteliais célicas.>
Assim, este AGCC assume um papel fundamental na contribuicdo para a integridade da barreira
epitelial bem como na modulacdo imune dado que permite a regulacdo das células Treg e
Th17.2**** Adicionalmente, F. prausnitzii revela efeitos anti-inflamatérios que excedem os
anteriormente descritos, nomeadamente através do bloqueio da ativacdo do fator nuclear kB (NF-

KB) nas células epiteliais intestinais que estard associado a producdo de uma proteina por parte

da F. prausnitzii denominada molécula anti-inflamatéria microbiana (MAM).*

O decréscimo do filo Firmicutes na microbiota da DIl deve-se supletivamente a menor
contribui¢do de Clostridium do cluster XIVa, do qual é exemplo o C. coccoides. A semelhanca do F.
prausnitzii, esta estirpe revelou-se amplamente reduzida nas amostras de fezes de pacientes com

1.3* Nesta mesma anélise verificou-se ainda uma

DC e CU na sua fase ativa no estudo de Wang et a
propensdo para o crescimento desta espécie na fase de remissdo da patologia, o que sugere a
possibilidade da proporgdo existente no intestino de C. coccoides influenciar a atividade da

1.3** O C. coccoides e o F.

doencga, a qual foi confirmada na meta-andlise de Prosberg et a
prausnitzii, sendo integrantes dos grandes grupos de Clostridium IV e XIVa, partilham o mesmo

mecanismo de atuacdo que compreende a producio de AGCC, supradescrita em maior detalhe.”

A Roseburia trata-se de um outro género bacteriano compreendido no filo Firmicutes que
partilha a capacidade de produc¢do de butirato. Em concordancia com as restantes espécies deste
filo, esta encontra-se igualmente suprimida em individuos com DII.*® Uma das particularidades
mais importantes a notar nestas bactérias é o facto de a sua diminui¢do ser concomitantemente
observada em individuos sauddveis com um risco genético aumentado para DIl, o que fortalece a

evidéncia de intervencdo deste microorganismo na fisiopatologia da CU e DC.>**

A par do filo Firmicutes, os Bacteroides assumem-se um género preponderante na flora

bacteriana intestinal saudavel pelo que a investigacdo do seu comportamento na DIl revela-se



impreterivel. Os Bacteroides sdo responsaveis pela inducdo de fungbes anti-inflamatdrias do
sistema imunitario através da producdo de polissacarideos A que potenciam o crescimento e

39,40

expressao das células T reguladoras e citocinas. Mais se acrescenta que alguns dos Bacteroides

estdo envolvidos em processos de competicdo interespecifica e producdo de substancias
deletérias para espécies patogénicas, contribuindo, desta forma, para a diminuigdo das mesmas.*
Assim, é expectavel que este género de bactérias se possa encontrar deprimido na patologia
inflamatéria do intestino. Esta suposicdo é apoiada pela andlise de Zhou et al. que reconhece
Bacteroides como um grupo diminuido na DIl, o que se revela particularmente notdrio em
estudos que recorrem a técnicas de amplificagdo de acidos nucleicos para a deteg3o bacteriana.*
De facto, para além da sua redugao significativa na CU e DC, estas alteragGes sdo passiveis de se
observar quer na fase ativa quer na remiss3o das patologias.>* Em oposicdo, no estudo de Wang
et al. foi observada um aumento dos Bacteroides na DIl face aos individuos saudaveis embora os
resultados n3o se tenham revelado estatisticamente significativos.** Esta observacdo deve no
entanto alertar para o facto de determinadas espécies de Bacteroides como o B. fragilis

apresentarem fatores pro-inflamatdrios com promogdo da permeabilidade da mucosa intestinal,

pelo que este grupo de bactérias ndo é exclusivamente protetor da DII.*

Os Bifidobacterium sdo reconhecidos como um dos mais importantes probidticos na
atualidade pelo que a pesquisa da sua intervencdo na CU e DC se assume inevitavel. Dados os
beneficios comprovados das bactérias constituintes deste género na saude intestinal, é verosimil
o decréscimo destes microorganismos na DIl, sendo diversos os estudos que o afirmam. A meta-
andlise de Prosberg et al. que inclui a andlise de 7 diferentes ensaios clinicos corroborou a
reducdo de Bifidobacterium na constituicdo da flora intestinal destes doentes, particularmente
notéria em fases de maior atividade de ambas as patologias.35 Este assume-se, no entanto, um
tépico controverso na medida em que foi j4 documentada uma tendéncia crescente destas
bactérias em individuos com DIl ativa, sobretudo verificada nas amostras intestinais

biopsadas.?**

No que se refere as bactérias que se encontram aumentadas na constituicdo da
microbiota intestinal dos pacientes com DII, destacam-se as inerentes ao filo Proteobacteria com

particular realce para a Escherichia coli aderente-invasiva. Como o préprio nome indica, trata-se

de uma estirpe de E. coli com potencial para aderir e invadir as células epiteliais intestinais bem
como para se replicar dentro de macrdfagos e estimular a producdo de fator de necrose tumoral
a (TNF-a), conferindo-lhes assim uma maior patogenicidade.** Embora seja uma bactéria
amplamente associada a fisiopatologia da DI, os estudos relativos ao seu papel na CU e DC sdo

ainda muito discordantes. Efetivamente sdo encontrados autores que afirmam a elevagao da E.
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coli nas fezes e amostras de bidpsias intestinais quer em individuos com DC quer em individuos
com CU, chegando Wang et al. a constatar um aumento mais exuberante desta bactéria nos casos
de CU.**Em oposi¢do, outros estudos assumem um envolvimento exclusivo da E. coli na DC, com
especial intervencdo na mucosa ileal. A pesquisa realizada neste sentido por Serrano-Gémez et al.
gue procurou definir o perfil microbioldgico de fezes de 2 coortes europeias com DI, reforc¢a esta
hipétese na medida em que verificou a presenca desta bactéria essencialmente nos pacientes
com DC. *® Assim, serd necesséria uma investigagdo mais aprofundada para compreender o papel
da E. coli em cada uma das patologias e se podera vir a ser potencialmente um marcador de
diferenciagdo entre ambas. Neste sentido, deve notar-se que os estudos realizados com base em
biépsias de mucosa intestinal face aos que se fundamentam em amostras fecais, embora menos
acessiveis, sdo mais representativos nestes casos dadas as propriedades de adesdo e invasdo
epitelial destas bactérias.** Complementarmente, na andlise realizada por Prosberg et al. ndo se
verificam diferengas significativas na presenca desta estirpe quando comparados os pacientes
com patologia ativa com os pacientes em remissdo, pelo que ndo se pode afirmar uma relagdo

entre este patogéneo e a atividade da doenca. **

A semelhanca da E. coli, Fusobacterium é um género de bactérias com capacidade
invasiva/aderente que intervém na patogénese das patologias inflamatdrias do intestino. **** A
Fusobacterium varium assume-se uma espécie deste grupo representativa deste papel na medida
em que as areas inflamadas de doentes com CU se encontram enriquecidas com esta bactéria.
Adicionalmente, a eficacia da instituicdo de antibioterapia que tem a¢do sobre este patogéneo no
tratamento da CU ativa revela-se um fator sugestivo da associacdo do mesmo a fisiopatologia da
doenca.”® Com base no estudo de bidpsias de tecido de pacientes com DIl ativa face a bidpsias de
tecido saudavel foi possivel observar uma maior competéncia invasora da estirpe Fusobacterium

nucleatum no primeiro grupo.®® Desta forma, deve atentar-se 3 possivel associacdo entre a

atividade destes patogéneo e a atividade da patologia.

A Veillonella trata-se de um género de bactérias que se tem afirmado progressivamente
como um microorganismo favorecedor do desenvolvimento de DII. A literatura existente neste
contexto aponta para uma elevacao significativa evidente deste género na DC, da qual se destaca
a espécie Veillonella parvula, nao existindo, até ao momento, acordo acerca do papel da mesma
na CU.>*® Com efeito, autores que afirmam o aumento da Veillonella na microbiota intestinal de
pacientes com CU opGem-se a outros estudos que ndo demonstram diferencas significativas no

que concerne a presenca deste género entre individuos saudaveis ou com a patologia.*
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O Ruminococcus gnavus apesar de constituinte da microbiota intestinal saudavel revela-se
mais notdrio na microbiota dos pacientes com DII, na qual apresenta uma maior contribuigo. *
Num estudo realizado por Clooney AG, et al. esta estirpe destacou-se mesmo como a mais
elevada nas amostras de doentes com DC quando comparadas com as amostras controlo.”?
Paralelamente, Serrano-Gémez et al., a semelhanca de outros autores, demostram diferencgas
significativas na prevaléncia de R. gnavus nas duas patologias inflamatodrias intestinais, sugerindo
um papel mais proeminente destas bactérias na DC em oposicdo a CU.** A espécie em questdo
apresenta caracteristicas fenotipicas que se assumem relevantes para a fisiopatologia da DlII, das
guais se destaca a sua aptidao para potenciar a secre¢cdo de TNF-a, uma citocina fundamental no
desenvolvimento e manutengio da patologia.’® Complementarmente, esta espécie tem
propriedades de decomposicdo da mucina da barreira epitelial, que utiliza como fonte de energia
e que fornece as restantes bactérias na forma de nutrientes, potenciando o seu crescimento

neste ambiente.”*

Assim, constata-se que a disbiose intestinal é um fator substancial na fisiopatologia da CU
e DC com destaque para a reducdo da biodiversidade e estabilidade temporal da composi¢do da
flora, essencialmente resultantes da menor contribuicdo das bactérias do filo Firmicutes e do
maior refor¢o do filo Proteobacteria na constituicao da microbiota destes pacientes [Figura 10].
20.23-2> pesta forma, assiste-se a um aumento das bactérias com potencial inflamatdrio face as

bactérias anti-inflamatérias na DII.3

Ainda assim subsistem aspetos significativos a considerar para a garantia da relevancia

destas conclusdes.

A generalidade dos ensaios realizados neste dambito foca-se na detecdo do genoma da
microbiota quer em amostras de fezes quer em bidpsias intestinais tal como é notado nos estudos
até aqui descritos. No entanto, a abundancia das diferentes espécies encontradas na microbiota
nem sempre é compativel com o grau funcional das mesmas. Esta divergéncia entre quantidade e
fungdo da microbiota pode induzir falsas conclusdes dado que as alteragGes taxondmicas podem
ndo se traduzir em perda de fun¢do e vice-versa. Desta forma, para além das investigacGes
metagendmicas nesta entidade, é fundamental apostar em estudos metatranscriptémicos que
reflitam o nivel de expressdo transcricional de cada uma das espécies para que o seu papel na

fisiopatologia da DC e CU seja integralmente compreendido.?®***°

Adicionalmente, dados fatores éticos, de acessibilidade e de execucdo, as técnicas de
andlise da microbiota em amostras fecais sdao as preferidas em grande parte dos estudos

existentes. Em contrapartida, a populacdo microbiana nas fezes e na mucosa intestinal ndo sdo

12



perfeitamente coincidentes, sendo que esta ultima se afirma mais relevante na DIl. Assim, apesar
das limitagOes existentes, a realizacdo de analises em amostras biopsadas em maior escala é

necessaria para o esclarecimento e validac3o das evidéncias até aqui discutidas.”
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2. Microbiota intestinal como biomarcador da Doenga Inflamatéria Intestinal

Atendendo a similitude da CU e da DC, o diagndstico de cada uma destas patologias pode
constituir, ainda na atualidade, um desafio clinico, diferindo o inicio da gestdo terapéutica das
mesmas. As particularidades da microbiota intestinal objetivadas nas duas doencas tém-se
destacado como um fator discriminatério entre as mesmas. O conhecimento cada vez mais
aprofundado destas alteragGes incentiva progressivamente a sua utilizagdo para a criagdao de
potenciais biomarcadores com base na microbiota intestinal para a detecdo precoce da doenca.
Estes perfis microbianos podem concomitantemente ser um fator chave na estratificacao da

gravidade destas patologias bem como na orientagdo do seu tratamento e prognéstico.?®*"*®

2.1. Marcador para diagnostico de Doenga Inflamatéria Intestinal e distingao das
patologias

Com o intuito de determinar possiveis biomarcadores diagndsticos, Zhou et al.
procuraram conhecer a constituicdo da microbiota intestinal de uma coorte chinesa composta por
pacientes com DC, CU e individuos saudaveis. Neste ensaio foram observadas altera¢des
concordantes com as previamente documentadas com enriquecimento de Proteobacteria e um
empobrecimento significativo de Firmicutes, destacando-se os géneros Roseburia e Coprococcus.
As amostras deste estudo foram posteriormente utilizadas na construcdo de modelos de
classificagdo das patologias que determinaram uma precisdao de 89,5% para distinguir as amostras
de CD das amostras dos controlos saudaveis e de 93,2% no que concerne as amostras
representativas de CU. O modelo construido foi adicionalmente testado na coorte dos estudos
RISK e PRISM constituida por individuos ocidentais, tendo-se verificado apenas uma ligeira
reducdo da precisdo de diagnéstico com valores de 87,5% de precisdo de dete¢do da DC e 79,1%
nos casos de CU nas amostras do PRISM. Estes valores sdo sugestivos de uma forte possibilidade
da microbiota intestinal constituir o marcador diagndstico de DIl com maior potencial na
atualidade. Mais se acrescenta que o facto de o modelo ser aplicado com relativo sucesso em
populacdes geograficamente diferentes, sugere que estes biomarcadores poderdo ser validos
independentemente de fatores genéticos e ambientais. Por outro lado, verificou-se um maior
éxito na aplicacdo deste modelo em amostras de bidpsia face a amostras fecais, o que pode ser

entendido como uma limitagdo do projeto em analise. ¥’

Uma das maiores coortes de estudo da microbiota intestinal da DIl inclui sequéncias
genéticas da flora microbiana de amostras fecais de 4 paises europeus. A sua analise confirmou
gue a DC e a CU podem ser individualizadas atendendo a microbiota a que estdo associadas.

Neste sentido, Pascal V, et al. avancaram com um algoritmo pioneiro com o objetivo de identificar
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marcadores microbioldgicos capazes de discernir o diagndstico de DC de individuos sem a doenga.
Para este efeito, foram utilizadas as 8 estirpes com maior potencial caracterizador de cada
patologia [Figura 11], das quais se ressalva a Collinsella que permitiu a diferenciacdo da CU face a
DC pela sua incidéncia praticamente exclusiva na primeira patologia. A aplicacdo deste algoritmo
revelou-se bem-sucedida, verificando-se que o mesmo apresenta uma sensibilidade para o
diagnodstico de DC de 85,1% e 82,4% face a pacientes sauddveis e com CU, respetivamente. A
validacdo do algoritmo foi realizada através da sua implementacdo numa outra coorte de
pacientes diagnosticados com DC, tendo sido detetadas com precisdo 81,8% das amostras através
deste método baseado na microbiota. O facto de a amostra global em estudo incluir individuos
com vdrios estadios da doenca, isto é, com diagndstico recente, em remissao e com doenca ativa,
permite inferir que o biomarcador diagndstico proposto é aplicavel independentemente da
atividade da patologia. Adicionalmente foi testada a especificidade do algoritmo como
biomarcador da DC ao aplicar o mesmo em coortes de pacientes diagnosticados com CU e com
Sindrome de Intestino Irritdvel, dois dos principais diagndsticos diferenciais da patologia. Os
resultados demonstraram uma especificidade de 95,1% e 94,4% respetivamente, valores estes

que acrescem a utilidade clinica deste potencial marcador diagndstico.*

No seguimento destas evidéncias, foi elaborado o programa LightCUD que constitui a
primeira ferramenta diagndstica da DIl baseada na microbiota intestinal. Com fundamento em
amostras fecais, este sistema determina a probabilidade de uma determinada amostra em estudo
pertencer a um individuo com DIl e, posteriormente, progride com a sua categorizacdo em CU ou
DC. Elucidando, o programa inclui 2 modelos que confrontam a DIl face a ndo doenca e 2 outros
que contrapdéem a CU a DC, com recurso a amostras obtidas por sequenciacdo direcionada
através do RNA ribossomal 16S (16S rRNA) e por sequenciagao completa do genoma (WGS). Para
este efeito, os algoritmos elaborados incluiram 252 géneros bacterianos para a detecdo de DIl e
91 géneros para a distincdo entre as duas patologias aplicando o método 16S rRNA e 49 e 12
estirpes, respetivamente, utilizando o método WGS.*

Das estirpes utilizadas na construcdo dos modelos sdo exemplo a Enterobacter cloacae,
Mycobacterium ulcerans, Burkholderia gladioli e a Ehrlichia canis que se demonstraram
pertinentes na diferenciacdo entre amostras saudaveis e amostras patoldgicas e a Nocardiopsis
dassonvillei que se destacou, particularmente, pela sua capacidade de determinar os individuos
com CU dada a sua escassez na microbiota dos pacientes com DC. Curiosamente, as estirpes que
se demonstram mais discriminadoras no desenvolvimento desta ferramenta nao coincidem com
as estirpes identificadas como as que quantitativamente mais se destacam nos estudos da

microbiota das duas patologias. Assim, estes resultados suscitam a hipdtese de o estudo das
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espécies dominantes na flora intestinal da DIl poder ndo se assumir necessariamente o mais
vantajoso a criacdo de biomarcadores de diagnéstico. *®

No que concerne a eficacia deste método de diagndstico, os 4 modelos previamente
referidos afirmaram-se significativamente precisos no seu objetivo de detecdo de DIl e
discernimento da CU e DC, desempenho este que foi aferido pela area under the receiver
operating characteristic curve (AUC) e precisdo média (PM) associada a valida¢do cruzada 5-fold
[Tabela VII]. Com a aplicacdo de default thresholds, o programa constatou uma precisdo média de
88,5% na distincdo dos pacientes com DIl dos individuos saudaveis e 93,1% na diferenciacdo da
DC e CU com recurso ao 16S rRNA. Estes valores revelaram-se ainda mais satisfatérios quando
aplicado os modelos que utilizam o WGS, com resultados de 92,3% e 93,3%, respetivamente.
Quando extrapolado para outras amostras, incluindo de outras regides geograficas, o LightCUD
manteve a sua precisdo diagndstica conservada, o que se traduz numa amplificacdo da qualidade
diagndstica deste método.*

Este modelo destaca-se, em acréscimo, pela sua adaptabilidade a dois dos métodos mais
utilizados para o estudo do microbioma, a sequenciacdo direcionada através do RNA ribossomal
16S e sequenciacdao completa do genoma. Este método apresenta, assim, vantagem competitiva
em relacdo a outros modelos na medida em que permite a sua utilizacdo independentemente do
método utilizado para aceder ao microbioma das amostras em estudo.”® N3o obstante, deve ser
considerada a necessidade do aperfeicoamento e escolha de um método standard para o estudo
da microbiota intestinal que evite estas possiveis limitagcdes de futuros meios complementares de

diagnéstico.*®

Os estudos apresentados sdo exemplos bem-sucedidos de potenciais bases para a criacdo
de novos marcadores diagndsticos para a DIl que apresentam como vantagens o seu potencial
orientador de diagndstico, a sua inocuidade e custo-efetividade. Efetivamente, estes
biomarcadores podem demonstrar-se particularmente importantes na primeira fase da escalada
diagndstica em individuos com clinica inflamatéria intestinal inespecifica bem como em
associacdo com outros marcadores laboratoriais e imagioldgicos para validagdo diagndstica. ***®
Finalmente, a identificacdo das estirpes mais valiosas no desenvolvimento destes marcadores

poderd contribuir na detecdo das espécies que devem ser foco na investigacdo de estratégicas

terap@uticas inovadoras.*

Desta forma, embora se esteja a comprovar cada vez mais evidente a utilidade clinica de
modelos diagndsticos baseados na microbiota intestinal para a DIl, os até entdo testados com

sucesso ndo apresentam uma populagdo de estudo suficiente para serem avancgados para a rotina
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diagndstica. Sendo assim, é necessario que estes mesmos métodos, ou outros desenvolvidos,
sejam submetidos a testes que comprovem a sua sensibilidade e especificidade de uma forma
universal e ndo condicionado a uma populagdo particular, livres de viés, tal como tem vindo a ser

mostrado possivel nos estudos avancados.***®

Note-se que, na elaboracdo de potenciais marcadores diagndsticos devem ser preferiveis
os marcadores fecais face aos seroldgicos, dada a correspondéncia mais direta dos primeiros as
variacdes do ambiente intestinal, a qual acresce o facto de se assumirem indubitavelmente

menos invasivos.*®*

2.2. Marcador preditor de atividade da doenga

Considerando que a progressdo da DIl constitui um desafio clinico dada a
imprevisibilidade da atividade da patologia, o desenvolvimento de marcadores preditores de
recidiva sdo uma necessidade atual para a otimizacdo das estratégias de seguimento e planos
terapéuticos da mesma.”’ Neste sentido, a microbiota intestinal como interveniente na

fisiopatologia da doenca, surge como uma area de investigacdo promissora neste ambito.

Zhou et al. constataram a correlagdo entre as alteragdes microbianas intestinais e as fases
da historia natural da CU e DC. Com efeito, a severidade da DC encontra-se associada a um
aumento de Proteobacteria e Enterococcaceae e a um decréscimo de Ruminococcaceae e
Clostridiales. Analogamente, Proteobacteria e Bacilli demonstram-se dominantes nos casos mais
graves de CU, sendo os Clostridiales uma ordem que se destaca pela sua deplecdo generalizada a

todos os pacientes em fase ativa.”’

Para ambas as patologias, verificam-se alteracGes que
acompanham a gravidade da doenca [Tabela VIII]. Note-se que, Zhou et al. encontraram uma
associacdo entre a composicao da microbiota intestinal e o comportamento da DC, com uma forte
ligagcdo da prevaléncia de Enterobacteriaceae aos fendtipos mais complicados [Tabela IX]. Estas
evidéncias sugerem que a microbiota intestinal pode, assim, assumir-se um meio para a avaliacdo

e detecdo antecipada da progressdo da patologia no sentido de atuar de forma precoce e

adequada. *’

Dos biomarcadores elaborados como preditores da atividade da DC na esfera da
microbiota intestinal destaca-se o “Microbial predictive score for mucosal healing” (MPS-MH) que
foi desenvolvido com base nas variagdes da microbiota intestinal em relagdo aos achados
endoscépicos (“Presenca de Ulceras” vs “Cicatrizacio da Mucosa”) avaliados na totalidade do
intestino delgado.*® O estudo destas duas varidveis permitiu aferir que a microbiota de pacientes

em fase quiescente é significativamente mais enriquecida em 6 géneros bacterianos,
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Faecalibacterium, Lachnospira, Paraprevotella, Dialister, Streptococcus e Clostridium®, o qgue se
encontra em concordancia com os resultados de Zhou et al. Estes 6 géneros correspondem as 6
variaveis do score em questdo, sendo atribuido 1 ponto por cada género que se encontre numa
quantidade superior ao cut-off estabelecido para o mesmo, na microbiota em avaliacdo. Assim,
um individuo que contabilize um score de 5 ou mais pontos terd uma maior probabilidade de
cicatrizacdo da mucosa intestinal, apresentando este método uma sensibilidade e especificidade
de 63,4% e 91,7%, respetivamente.49 O presente estudo demonstrou adicionalmente que
pacientes com MPS-MH> 5 apresentam uma taxa cumulativa de recidivas significativamente

menor, o que confere um valor prognéstico a este método.*

Na CU, o desenvolvimento de modelos preditores da atividade da patologia encontra-se
mais atrasado, sendo praticamente nulos os potenciais biomarcadores desenhados com este
propodsito. O estudo que se pode destacar neste ambito é o de Fukuda et al. no qual foi analisada
a microbiota intestinal de 149 individuos, devidamente estratificados quanto a presenca de CU e a
sua gravidade nos seguintes grupos: Grupo | - CU ativa; Grupo lla - CU quiescente com inflamacdo
intestinal ligeira; Grupo llb - CU quiescente; Grupo Il - Familiares consanguineos sauddveis; Grupo
IV - Familiares ndo consanguineos saudaveis. A realizacdo de uma analise discriminante destes
mesmos grupos, com base nas suas unidades taxonédmicas operacionais, culminou na criacao de
um score discriminante que demonstrou apresentar correspondéncia com a atividade da CU. De
facto, valores mais elevados do score mostraram estar relacionados a uma maior gravidade da
patologia, provando que existe uma associacdo entre a composi¢cdo da microbiota e a gravidade
da doenca. Todavia, o modelo matematico sugerido neste estudo apenas permite associar o valor
do score discriminante a atividade da CU, ndo possibilitando identificar quais as estirpes
relacionadas com a mesma.”® Assim, revela-se essencial um maior investimento na investigagdo e
testagem de eventuais biomarcadores que determinem a utilidade da microbiota intestinal na

previsao das fases ativa e quiescente da CU.

Através da literatura analisada, entende-se que as alteracGes da flora intestinal inerentes
aos individuos com DIl ndo sdo estanques, antes varidveis de acordo com a evolucdo natural da
patologia, permitindo inferir a progressdio da mesma. Consequentemente, surgem como
principais beneficios da criacdo de biomarcadores neste dominio, o facto de permitirem predizer
com maior acuidade a periodicidade necessaria para a realizacdo de exames endoscépicos de
seguimento, evitando o submeter o paciente a exames invasivos excessivos, bem como efetuar
uma escolha mais informada entre a abordagem “Step-up” ou “Top-down” como estratégia

47,49

terapéutica. Assim, a semelhanga dos marcadores de diagndstico, é pertinente que continue a
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crescer a construcdo de métodos apoiados na microbiota intestinal com vista a sua integracdo na

orientacdo clinica.

2.3. Marcador preditor de resposta terapéutica

Apesar dos continuos estudos na drea, o tratamento da DIl ndo apresenta ainda uma
eficacia transversal ao espetro de todos os pacientes. Das diferentes terapéuticas existentes, os
farmacos bioldgicos anti-TNFa revelam-se os mais poderosos, sendo o Infliximab um dos
exemplos mais utilizados na pratica clinica. Ainda assim, em concordancia com a informagdo
supradescrita, cerca de 40% dos pacientes diagnosticados com DC e 50% com CU ndo obtém
resultados satisfatérios com este farmaco. Mais se acrescenta que, mais de um terco dos
pacientes, que apresentam resposta inicial para o mesmo, veem mitigados os seus efeitos
terapéuticos com a progressiva utilizacdo.” Estas evidéncias em conjunto com a toxicidade
associada ao farmaco determinam a necessidade de criagdo de fatores preditores de resposta que
possam diminuir o total de pacientes submetidos aos efeitos secundarios do Infliximab que

previsivelmente n3o beneficiardo dos efeitos terapéuticos do mesmo.>*>?

Ventin-Holmberg et al. estudaram o potencial da microbiota intestinal como biomarcador
preditor de resposta ao Infliximab e constataram diferencas significativas na constituicdo da flora
intestinal, antes do inicio da terapéutica, entre os individuos que obtiveram resultados
terapéuticos satisfatérios face aos que nao responderam ao tratamento [Tabela X]. De uma forma
global, constatou-se que a auséncia de resposta ao Infliximab se faz acompanhar de uma menor
diversidade da microbiota intestinal bem como de uma menor estabilidade temporal da sua
composicdo. A identificagdo dos géneros bacterianos significativamente mais caracteristicos de
cada grupo culminou na criagcdo de um modelo preditivo de resposta terapéutica ao Infliximab,
previamente a instituicdo do tratamento, com valores AUC de 0,797 para os pacientes com DIl na
generalidade e 0,933 e 0,818 em pacientes com DC e CU, respetivamente, quando aplicados os
modelos especificos de cada uma destas patologias. Assim, Ventin-Holmberg et al. demonstraram
gue os elementos constituintes da microbiota intestinal poderdo ser a resposta para a criagdo de
um eficaz biomarcador preditivo de resposta ao Infliximab, com destaque para a diminuicdo dos
Clostridiales e o aumento de Candida como fatores com elevado valor preditivo de insucesso
terapéutico.”® O trabalho realizado por Zhuang et al. neste mesmo ambito, realizado
exclusivamente em pacientes com DC, corrobora a relacdo entre a abundancia de Clostridiales e a
resposta ao Infliximab, afirmando que o aumento combinado dos taxons Lachnospiraceae e

Blautia a 62 semana de utilizagdo do farmaco apresentava uma exatiddao de 89,1% em predizer a
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resposta endoscdpica ao tratamento & 302 semana.’” Adicionalmente, também a investigacdo de
Zhou et al. tinha previamente demonstrado que a resposta eficaz ao Infliximab era precedida pela
presenca de uma maior diversidade da microbiota intestinal destes individuos, confirmando o
potencial das espécies da ordem Clostridiales como preditores do sucesso terapéutico do

farmaco.”

Os agentes que se encontravam em menor proporgdo e se revelaram em direta
associagao com a falta de resposta farmacoldgica nos estudos sdo na generalidade produtores de
acidos-gordos de cadeia curta, o que propde que a resposta aos anti-TNFa esteja de algum modo

dependente da influéncia dos AGCC a nivel intestinal.**>?
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3. Microbiota intestinal como alvo terapéutico da Doenga Inflamatéria Intestinal

O tratamento da DIl é uma area que permanece em constante evolu¢do, o que é
impulsionado pela heterogeneidade de resposta as complexas abordagens terapéuticas existentes
que se traduz numa taxa de insucesso terapéutico consideravel bem como pelo elevado custo das
mais recentes e poderosas terapéuticas em utilizacdo. A constatacdo, cada vez mais evidente, do
papel ativo da microbiota intestinal na contribuicdo e perpetuagdo da inflama¢do na CU e DC,
orienta notoriamente para a crescente investigacdo da manipulacdo deste fator etioldgico como

eventual ferramenta terapéutica.

3.1. Transplante de microbiota fecal na Colite Ulcerosa e Doenca de Crohn

O transplante de microbiota fecal (TMF) corresponde a uma estratégia terapéutica que
consiste na transferéncia de fezes de um dador sauddvel para o individuo em tratamento com o
intuito de que os microorganismos presentes nas fezes do dador restaurem o equilibrio da
microbiota intestinal disbidtica. Esta estratégia é reconhecida pelo seu sucesso no tratamento da
infecdo por Clostridium difficile, apresentando teoricamente um elevado potencial de

25,53,54

aplicabilidade na DII.

O ensaio clinico randomizado FOCUS procurou determinar a eficacia do TMF, com origem
em varios dadores, na populagdo com CU ativa. Uma amostra de 41 pacientes foi submetida a
esta terapéutica 5 vezes por semana durante um total de 8 semanas, em simultdneo com uma
amostra de 40 pacientes submetidos a um enema placebo com o mesmo regime de
administracdo. Os resultados obtidos foram significativamente satisfatérios, ressalvando-se que
27% dos pacientes a receber tratamento com TMF alcancaram remissdo clinica e endoscdpica
sem recurso a corticoides a 82 semana face a 8% dos pacientes sob regime placebo [Tabela XI].
Efetivamente, assistiu-se a uma amplificacdo significativa da diversidade da microbiota dos
pacientes submetidos ao transplante ao longo das semanas quando comparada com a sua
constituicdo inicial, que perdurou apds cessacdo da terapéutica [Figura 12]. Em contrapartida,
este aumento de diversidade verificou-se em todos os individuos tratados com o TMF
independentemente do resultado a 82 semana, revelando-se a Unica distin¢do entre os 2 grupos
de resposta terapéutica a diversidade microbiana a priori [Figura 13]. Apesar dos indicios
benéficos objetivados, o ensaio em causa apresenta diversas limitacdes das quais se destacam a
auséncia de determinacdo da duracdo e intensidade ideal do tratamento bem como a sua

seguranca a longo prazo, que é ameagada pela utilizagdo de TMF de multi-dadores. °*
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A superioridade do TMF face a um placebo na remissao clinica da CU foi posteriormente
revalidada (p<0,001) por uma meta-analise inclusiva de 4 ensaios clinicos randomizados com
pacientes com CU de gravidade leve a moderada. A seguranca desta alternativa terapéutica foi
também considerada neste estudo que demonstrou que os eventos adversos graves, patentes nos
grupos submetidos ao TMF, ndo eram estatisticamente significativos. Concomitantemente, o
aumento de efeitos secundarios na generalidade com a utilizacdo desta estratégia terapéutica
também ndo se demonstrou significativa na sua comparacdo com os grupos de controlo

(p=0,73).>*

Os estudos até entdo realizados neste ambito tém sido exclusivamente destinados a
pacientes com CU cuja gravidade é leve a moderada, ndo existindo evidéncias do efeito do TMF
em doentes mais graves. Efetivamente, é especulado que um dos preditores para o éxito desta
abordagem de tratamento seja a gravidade da inflamagdo antes de iniciar o curso de terapia dado
que os pacientes com endoscopias que demonstravam achados mais graves apresentam

aparentemente uma menor taxa de sucesso. >3

Assim, apesar das evidéncias promissoras do TMF na CU, é necessario esclarecer através
da realizagao de mais ensaios clinicos randomizados a indicagdo expressa para o TMF, a estratégia
ideal de administracdo e a escolha de dadores, fatores estes que ainda distanciam a introducdo
deste novo paradigma de tratamento na pratica clinica.® Deve notar-se apenas que,
relativamente ao esquema de administracdo, a literatura sugere que a DIl exigird um esquema
mais intensivo do que a infecdo por Clostridium difficile dada a maior complexidade da disbiose

associada a primeira patologia.>***

No que concerne a aplicabilidade do TMF na DC, os dados existentes sdo notoriamente
mais escassos que na CU, apresentando esta entidade uma menor previsibilidade de resposta

favoravel a terapéutica em questdo dada a extensdo transmural da mesma.?>*

O primeiro ensaio
clinico randomizado realizado neste ambito procurou estudar a eficdcia do TMF na manutencao
da remissdao na DC e, apesar de detetar uma incidéncia de recidiva menor no grupo tratado com
TMF face ao grupo controlo, esta comparacdo nao se revelou estatisticamente significativa, o que

podera ser justificado pelo nimero reduzido da amostra em estudo.*

Desta forma, embora as expectativas para inclusdo do TMF nas hipdteses de tratamento
da DIl sejam otimistas, esta permanece uma abordagem em necessidade de investigacdo em

futuros ensaios clinicos.”
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3.2. Pré e probidticos na Colite Ulcerosa e Doenga de Crohn

Duas outras alternativas terapéuticas em ascensao dirigidas a manipula¢do da microbiota
intestinal sdo os pré e probidticos. Os probidticos consistem em diferentes combinacdes de
microorganismos vivos, habitualmente constituintes da flora intestinal saudavel, que quando
administrados, tém como objetivo, através das suas proprias fungdes ou por competicdo com os
patogéneos presentes no intestino, reestabelecer a homeostasia intestinal. Assim, este
tratamento na DIl permitiria corrigir as alteragGes taxondmicas descritas e, consequentemente,
colmatar os efeitos da disbiose, parcialmente responsavel pelo desenvolvimento e manutengao
da patologia. O préprio ambiente intestinal, por sua vez, exerce também poder sobre a
composicdo e funcdo da microbiota, razao pela qual os prebidticos se qualificam como uma opgdo
terapéutica em investigacdio para a DIl. Estes consistem num conjunto de substratos,
nomeadamente, oligo e poligossacarideos nao digeriveis, que estimulam seletivamente o

aumento e as vias de atividade das estirpes benéficas a satide dos individuos.*®

No ambito dos probidticos, deve notar-se particular atengdo a E. coli Nissle 1917 (EcN)
gue corresponde a uma bactéria, que embora pertencente ao filo Proteobacteria frequentemente
associado ao desenvolvimento da DI, ndo apresenta propriedades patogénicas. Em oposicdo, esta
estirpe revela-se protetora e reparadora da mucosa intestinal bem como promotora do sistema

393 0 inicio da investigacdo da utilidade deste probidtico na CU ja data algumas

imunolégico.
décadas, existindo ensaios clinicos que equiparam os efeitos da EcN na manutengdo de remissao
da patologia a mesalazina, que corresponde ao tratamento convencional. No sentido de
corroborar estas evidéncias, foi realizado um ensaio clinico randomizado, inclusivo de 10 paises
europeus, com 327 pacientes e uma duracdo de 12 meses. Os casos de recidiva foram
determinados através de indices de atividade endoscépicos e histolégicos estabelecidos com
exatiddo. No presente estudo verificou-se uma percentagem de 36,4% de recidiva nos pacientes
tratados com EcN face a 33,9% nos pacientes tratados com mesalazina, provando-se a
inexisténcia de diferencas significativas entre os grupos [Figura 14]. Desta forma, confirma-se que
a eficacia da terapéutica com o probidticos EcN na manutencdo da remissdo da CU é equiparada a

terapéutica gold-standard atualmente instituida. O ensaio permitiu adicionalmente aferir que

existe na globalidade uma boa tolerancia e seguranca com a utilizacdo do probidtico.>®

VSL#3 é uma outra preparacgao probidtica de destaque no ambito da CU que consiste na
combinacdo concentrada de 8 espécies bacterianas: Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium longum,

Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.>*

23



Num ensaio clinico randomizado com 147 pacientes com CU leve a moderada, na qual foi avaliado
o potencial de tratamento de VSL#3 na patologia ativa, foram administradas 3,6x10"* UFC desta
terapéutica 2 vezes por dia durante um periodo de 12 semanas, concomitantemente a um grupo
de controlo submetido a um placebo. Quando avaliado o score de indice de Atividade de Doenga
de Colite Ulcerosa (UCDAI) as 6 semanas de estudo, detetou-se um numero significativamente
maior de pacientes tratados com VSL#3 (32,5%) que apresentaram uma diminuicdo de pelo
menos 50% do score em oposi¢do ao grupo controlo (10%) (p=0,001). Simultaneamente, assistiu-
se a uma melhoria clinica dos sintomas mais expressiva no grupo testado [Figura 15] bem como a
uma cicatriza¢do da mucosa significativamente superior nos pacientes tratados com a preparagao
probidtica (32% vs 14,7%).>” A meta-andlise de Dang et al. corroborou estas evidéncias,
reafirmando o poder de VSL#3 na resposta clinica da CU ativa.”

A relevancia do VSL#3 intensifica-se quando se atenta as suas propriedades
irrefutavelmente benéficas na gestdao das bursites, a complicagdo mais comum apéds a realizagao
de anastomose ileo-anal na CU. Efetivamente, este composto probidtico tem-se afirmado
competente na manutencdo da remissdo dos casos de bursite recorrente ou refrataria em

diversos ensaios clinicos randomizados.'’?

Um destes ensaios, executado com o propdsito de
confirmar as evidéncias anteriormente obtidas, estudou uma amostra de 36 pacientes com
histéria de bursite recorrente ou refratdria quanto a utilizagdo de 6g de VSL#3 como terapéutica
didria para manutencdo da remissdo da bursite durante pelo menos 1 ano. Os resultados
revelaram uma diferenca significativa (p<0,0001) no que concerne a manutenc¢do da remissdo nos
dois grupos de estudo, com uma percentagem de 85% nos pacientes tratados com probidtico e de
6% nos pacientes com placebo, verificando-se adicionalmente uma melhoria na qualidade de vida
com este tratamento.*®

O VSL#3 apresenta, em associacdo, efeitos profildticos na bursite aguda e crdnica,
confirmados no ensaio clinico de Gionchetti et al. no qual se assistiu ao desenvolvimento de
bursite aguda em 40% dos pacientes controlo em oposi¢cdo a 10% dos pacientes tratados com
VSL#3 apds serem submetidos a uma anastomose ileo-anal [Figura 16].”°

Um ensaio clinico aberto apontou também para a eficacia do VSL#3 no tratamento da
bursite ativa, podendo este probidtico constituir uma alternativa a administracdo de antibidticos

nos casos Iigeiros.60

No que diz respeito aos prebidticos, os estudos neste ambito sdo ainda raros pelo que nao
é possivel obter conclusGes detalhadas. A maioria dos estudos existentes englobam a associa¢do

de pré e probidticos ndo permitindo determinar o efeito isolado dos primeiros. Ainda assim, a
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investigacdo aponta para que a utilizagdo de simbidticos que incluam a inulina e a oligofrutose

possa estar associada a efeitos anti-inflamatdrios potencialmente benéficos.®

A semelhanca do TMF, a manipulagdo da microbiota intestinal com recurso a prebidticos e
probidticos ndo apresenta dados significativamente vantajosos da introducdo desta abordagem

terapéutica na esfera da DC.”®

Atendendo as evidéncias constatadas, a utilizagdo de probidticos reserva ja um lugar na
pratica clinica da gestdo da CU, estando preconizada nas Guidelines da European Crohn's and
Colitis Organisation a utilizagdo do VSL#3 na manutenc¢do da remissdo e profilaxia da bursite na
CU. A referéncia ao papel eficaz da EcN na manutenc¢do da remissdo da CU estd também patente
nestas Guidelines, embora ainda sem recomenda¢bes para a sua aplicagdo em contexto

pratico.'”®

3.3. Dieta na Colite Ulcerosa e Doenc¢a de Crohn

A nutricdo detém indubitavelmente uma posicdo ativamente interveniente e
influenciadora na gestao terapéutica da DIl. Por outro ponto de vista, a dieta a que cada individuo
se submete estd intimamente ligada com a expressdao e composicdo da microbiota intestinal.
Assim sendo, os planos dietéticos podem ser vistos como um meio de manipulagdo da flora
intestinal no sentido de beneficiar os pacientes com CU e DC.** A dieta mediterranica tem surgido,
neste sentido, como uma orientagdo nutricional vantajosa em diversas patologias, incluindo a DII.
Numa meta-andlise realizada por lllescas et al. objetivou-se que a microbiota intestinal associada
a dieta mediterranica era particularmente enriquecida com estirpes dotadas de propriedades
anti-inflamatérias e mais desprovida de filos associados a CU e DC, estando patente diferencgas
praticamente opostas na constituicdo da microbiota dos pacientes com DIl e dos individuos sob a
dieta mediterranica.®* Efetivamente, este tipo de dieta tem-se associado a diminui¢cdo dos niveis
de Escherichia coli bem como ao aumento dos niveis de AGCC.”

Este e outros estudos apontam para o previsivel papel preventivo deste tipo de dieta na
disbiose, embora estes dados nao estejam clarificados e necessitem de mais estudos para a sua

recomendac3o a nivel clinico.®*%*
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Conclusao

A compreensdo da fisiopatologia da DIl tem vindo a aprofundar-se nos ultimos anos e, em
consequéncia, tem-se percebido progressivamente o papel irrefutdvel da microbiota intestinal no
desenvolvimento e manuten¢do da patologia. Esta vertente é pautada essencialmente pela
reducdo da biodiversidade e perturbacdao da estabilidade temporal da composicao da flora
intestinal, verificando-se um shift das estirpes anti-inflamatdrias para as estirpes prejudiciais a
homeostasia. Objetivando, verifica-se uma deplecdo do filo Firmicutes na microbiota dos
pacientes com DIl face a populagdo saudavel, com particular destaque para a Faecalibacterium
prausnitzii que exerce um papel fundamental no equilibrio do trato intestinal. Por sua vez, assiste-
se a um enriquecimento das bactérias do filo Proteobacteria nestes individuos, nomeadamente de
bactérias pautadas por um maior potencial patogénico das quais se real¢a a Escherichia coli

aderente-invasiva.®

O reconhecimento da microbiota intestinal como elemento integrante da DIl abriu um
novo mundo ao nivel da investigacdo no ambito da CU e DC, nomeadamente com o
desenvolvimento de biomarcadores e novas estratégias terapéuticas profundamente necessarias
para a otimizacdo das problemadticas enfrentadas pelos pacientes, clinicos e globalidade do

sistema de saude nesta area.

No que concerne aos biomarcadores, embora ndo existam, até ao momento, provas
suficientes da sua aplicabilidade na pratica clinica, tem-se vindo a evidenciar o seu potencial em
diversos contextos da abordagem da DIl. De facto, a microbiota intestinal tem-se revelado
promissora para o desenvolvimento de meios auxiliares de diagndstico e distingdo da CU e DC,
como marcador de gravidade e evolucdo das patologias, assim como fator preditivo da resposta
ao tratamento, nomeadamente ao Infliximab, permitindo, desta forma, assistir na resolugdo

daqueles que sdo alguns dos desafios supramencionados.

No dominio do tratamento, até a data, este tem visto a sua base fundamentada
essencialmente na vertente imunoldgica da fisiopatologia da DIl, sem atender ao restante
contexto interventivo na doenga. Com o esclarecimento da restante fisiopatologia, a intervencao
ao nivel dos outros componentes da mesma vé-se inevitdvel e pode mesmo conduzir a uma
reestruturacdo da visdao terapéutica da CU e DC. O investimento na microbiota intestinal ja se
revelou proveitoso na medida em que o probidtico VSL#3 ja se encontra incorporado e
recomendado na abordagem terapéutica de manutencdo da remissdo e profilaxia da bursite na
CU.*2 O EcN, por sua vez, tem-se revelado andlogo & mesalazina em termos de eficicia na

manuten¢ao da CU na sua fase quiescente em diversos ensaios clinicos, existindo potencial para a
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sua futura insercao nas orientagGes terapéuticas desta patologia. Paralelamente, o TMF tem-se
verificado uma estratégia de tratamento promissora no ambito da microbiota intestinal,

nomeadamente na indugao da remissao clinica da CU de gravidade leve a moderada.

Ainda assim, existem varios fatores a serem esclarecidos de forma a se proceder a uma
compreensdo global desta temdtica que sustente a mudanca da pratica clinica com base na
mesma. Em destaque encontra-se a necessidade da realizagdo de mais estudos da microbiota
intestinal em amostras de biépsias da mucosa e a sua devida comparagdo com os dados
existentes em amostras fecais para uma elucidacdo abrangente e exata da composicao do
microbioma na patologia. Em adicdo revela-se essencial uma investigacdo mais aprofundada a
nivel da metatranscriptdmica no sentido de compreender a verdadeira influéncia das alteracdes
taxondmicas em termos funcionais que, presumivelmente, terdo um maior impacto no ambito
fisiopatoldgico. Finalmente, assume-se imperativo proceder a execu¢do de um maior nimero de

ensaios clinicos que corroborem e aproximem as evidéncias demonstradas ao quotidiano clinico.

Desta forma, a presente revisdo sistematica permitiu verificar a indubitavel influéncia da
microbiota intestinal na DIl bem como constatar as perspetivas existentes para a manipulacdo
desta vida no sentido de reformular a estratégia de gestdao da patologia com vista a otimiza¢do da

mesma.
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Anexos

[Tabela I] - Classificacdo de Montreal da Doenga de Crohn

Adaptada de: Vermeire, S. et al. 2012 “Classification of inflammatory bowel disease: the old and
the new.”"

‘ Classificacdo de Montreal da Doencga de Crohn

Idade ao diagndstico
Al <16 anos
A2 17-40 anos
A3 >40 anos
Localizagao
L1 fleo
L2 Colon
L3 fleo-célon
L4 Trato gastrointestinal superior °
Comportamento
B1 N&o estenosante/ Ndo penetrante
B2 Estenosante
B3 Penetrante
p Modificador de doenga perianal b

®L4 é um fator modificador que pode ser adicionado a L1-L3 quando existe comprometimento concomitante do trato gastrointestinal
superior

b p é adicionado a B1-B3 quando se verifica doenga perianal concomitante
[Tabela Il] - Classificagdo de Montreal da Colite Ulcerosa

Adaptada de: Vermeire, S. et al. 2012 “Classification of inflammatory bowel disease: the old and
»13

the new.
‘ Classificagdao de Montreal da Colite Ulcerosa
Extensao Anatomia
. Envolvimento limitado ao reto (inflamagdo limitada
El Proctite . e . .
distalmente a juncao reto-sigmoide)
E2 Colite ulcerosa Envolvimento limitado a porg¢do colorretal distal ao angulo
(CU distal) esplénico
E3 Colite ulcerosa extensa Envolvimento que se estende proximalmente ao angulo
(Pancolite) esplénico
Gravidade Definicao
SO Remissao Clinica Assintomatica
<4 Dejecbes/dia (com ou sem sangue), auséncia de doenca
S1 CU Leve N . - .
sistémica e marcadores inflamatérios normais
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S2 CU Moderada

>4 Deje¢bes/dia com sintomas sistémicos minimos

S3 CU Grave

>6 Deje¢Oes sanguinolentas/dia, Frequéncia cardiaca
>90bpm, Temperatura >37,52C, Hemoglobina <10,5g/dL e
Velocidade de sedimenta¢do >30mm/h

[Tabela Ill] - Comparagao das caracteristicas diagndsticas da Colite Ulcerosa e Doenga de Crohn

Adaptada de: Sairenji, T. et al. 2017 “An Update on Inflammatory Bowel Disease.”

Caracteristica

Doenga de Crohn

Colite Ulcerosa

Historia
Inicio Dias/Semanas Semanas/Meses
Localizagao Trato Gastrointestinal Reto com ;?rogressao
proximal
Dor abdominal Comum Rara
Hemorragia retal + ++
Sintomas constitucionais +++ +
Exame Objetivo
Febre +++
Sensibilidade abdominal +++
Doenca perianal +++
AlteragGes oculares e t i
musculoesqueléticas
Laboratoriais
Anemia +++ ++
Aumento PCR e VS +++ +
ASCA ++ -
p-ANCA + +++
Endoscopicas
Atingimento retal +/- +4++
Atingimento continuo da . it
mucosa
Alteragdes transmurais na
bidpsia i i
Granulomas +++ +

PCR: Proteina C reativa; VS: Velocidade de sedimentagdo; ASCA:

anticorposperinuclear anti-citoplasma de neutrdfilos

Anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae; p-Anca:
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[Tabela IV] - Fatores ambientais implicados na fisiopatologia da Doenga Inflamatdria Intestinal

Adaptada de: Abegunde AT et al. 2016 “Environmental risk factors for inflammatory bowel

diseases: Evidence based literature review”?

Fatores ambientais Efeito na DII

Tabagismo Fator de risco para DC; Fator protetor para CU
Disturbios do sono Fator de risco para DC e CU
Dieta Fator modulador do risco de DC e CU

Antibidticos

Fator de risco para DC e CU

Contracetivos Orais

Fator de risco para DC e CU

Poluigao

Aumenta o risco de DC e CU

Escassez de vitamina D

Fator de risco de progressao da DI

Apendicectomia

Fator protetor para CU

[Tabela V] - Fatores progndsticos na Doencga de Crohn e o seu impacto na evolugdo da doencga

Adaptada de: Palmela, C. et al. 2015 “New Trends in Inflammatory Bowel Disease.

Fator prognostico

<40 anos ao diagndstico

»29

Impacto na Evolugao da Doenga

DC incapacitante
DC complicada (incluindo cirurgia)
Recorréncia da doenca

Comportamento estenosante (B2)

DC complicada (incluindo cirurgia)
DC grave
Taxa de recorréncia superior

Comportamento penetrante

DC complicada

Localizada no ileo (L1)

DC complicada (incluindo cirurgia e
progressdo do comportamento)

Localizagao ileo-cdlica (L3)

DC incapacitante
Necessidade cirurgica

Atingimento do trato gastrointestinal
superior (L4)

DC complicada (incluindo cirurgia)

Doenga perianal

DC incapacitante
DC complicada

Tabagismo

DC complicada
Taxa de recorréncia superior
>Risco de doenca perianal

Perda de peso > 5kg ao diagndstico

DC grave

Numero elevado de exacerbagées/ano

Progressdo para comportamento penetrante
e doenga perianal

Doeng¢a com duragao > 10 anos

DC complicada

Lesdes endoscdpicas graves (ulceras
profundas) ao diagndstico

>Risco de complica¢Ges penetrantes e
necessidade cirurgica

Necessidade de corticosteroides para

DC incapacitante
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tratamento da primeira exacerbagao

[Tabela VI] - Fatores progndsticos na Colite Ulcerosa e o seu impacto na evolugdo da doenga

Adaptada de: Palmela, C. et al. 2015 “New Trends in Inflammatory Bowel Disease.”*

Fator prognostico Impacto na Evolugao da Doencga
Idade jovem ao diagndstico CU complicada (incluindo colectomia)
Sexo masculino Necessidade de colectomia
Colite extensa CU complicada (incluindo colectomia)
Doenca grave ao diagndstico Necessidade de colectomia
Score histolégico inflamatorio elevado Necessidade de colectomia
Doen¢a com durag¢do > 10 anos Necessidade de colectomia
Utilizagao de corticosteroides Necessidade de colectomia
Resisténcia aos corticosteroides Necessidade de colectomia
Colangite esclerosante primaria CU complicada (cancro colorretal)

[Tabela VII] - Resultados da area under the curve e precisao média dos modelos constituintes do
LightCUD

Adaptada de: Xu, C. et al. 2021 “LightCUD: a program for diagnosing IBD based on human gut

microbiome data.”*®

AUC M

DIl vs Saudavel 0,984 0,947

Modelos WGS CU vs DC 0,989 0,953
DIl vs Saudavel 0,968 0,963

Modelos 16S rRNA CU vs DC 0,966 0,917
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[Tabela VIII] - Alterag6es na microbiota intestinal caracteristicas do grau de gravidade da
Doenga Inflamatdria Intestinal

Adaptada de: Zhou, Y. et al. 2018 “Gut Microbiota Offers Universal Biomarkers across Ethnicity in

Inflammatory Bowel Disease Diagnosis and Infliximab Response Prediction.”*’

Grau de Gravidade

Leve Moderado a Grave

N Proteobacteria e

Alteragoes caracteristicas na N Streptococcus Enterococcaceae
DC J Ruminococcaceae e

Clostridiales

~ e ‘MBacteroidia e ‘NStreptococcus
Alteragoes caracteristicas na : -
cu Pseudomonadaceae N Proteobacteria e Bacilli
J Clostridiales J Clostridiales

[Tabela IX] - Alteragdes na microbiota intestinal caracteristicas do comportamento da Doenga
de Crohn

Adaptada de: Zhou, Y. et al. 2018 “Gut Microbiota Offers Universal Biomarkers across Ethnicity in

Inflammatory Bowel Disease Diagnosis and Infliximab Response Prediction.”*’

Comportamento da DC

Estenosante Penetrante
. MAeromonadaceae
~ . . N Enterobacteriaceae e . ’
Alteragbes caracteristicas Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae
Pseudomonadaceae
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[Tabela X] - Elementos distintivos na constituicao da microbiota intestinal inicial dos pacientes
com e sem resposta ao Infliximab

Adaptada de: Ventin-Holmberg, R. et al. 2021 “Bacterial and Fungal Profiles as Markers of

Infliximab Drug Response in Inflammatory Bowel Disease.””*

Resposta ao Infliximab

Respondeu N3o respondeu

N Enterococcae e
Peptostreptococcaceae

‘MBifidobacteriales
Micrococcales,
Lactobacillales,

Burkholderiales e
Pseudomonales

N Bacteroidales e
Desulfovibrionales

[Tabela XI] - Outcomes primdrios e secundarios a 82 semana do ensaio clinico FOCUS

Adaptada de: Paramsothy, S. et al. 2017 “Multidonor intensive faecal microbiota transplantation
for active ulcerative colitis: a randomised placebo-controlled trial.”**

Risco relativo

TMF (n=41) Placebo (n=40) Valor p

(95% IC)
Remissdo
clinicae

.. 11 (27%) 3 (8%) 3.6(1,1-11,9) 0,021
endoscopica

sem corticoides
Outcomes secundarios
Remissao
clinica sem 18 (44%) 8 (20%) 2.2 (1,1-4,5) 0,021
corticoides
Resposta clinica
sem corticoides
Remissao
endoscépica 5(12%) 3 (8%) 1,6 (0,4-6,4) 0,48
sem corticoides
Resposta
endoscopica 13 (32%) 4 (10%) 3,2 (1,1-8,9) 0,016
sem corticoides

22 (54%) 9 (23%) 2,4 (1,3-4,5) 0,004
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[Figura 1] - Fenétipos da Doenga de Crohn de acordo com a Classificagao de Montreal

Adaptada de: Torres, J. et al. 2017 “Crohn’s disease.”

« Diarrhoea

« Abdominal pain

«Weight loss

« Low-grade fever

« Fatigue

« Growth retardation in children
« Malnourishment

« Postprandial pain

+ Bloating

« Nausea and vomiting

« Occlusion or sub-occlusion

Symptoms depend on the location of fistulas:

« Enterourinary fistula: fecaluria, pneumaturia, and
recurrent UT|

« Rectovaginal fistula: dispareunia and stool discharge
through the vagina

« Enteroenteric fistula: asymptomatic and
abdominal abscesses

(A) Espessamento da parede do ileo distal (setas) em doente com DC ativo; (B) Segmento de limen estreitado com parede
espessada e consequente dilagdo a montante (setas), sugestivo de estenose; (C) imagem com ansas intestinais distribuidas

de forma convergente, sugestiva de fistula enteroentérica (setas).

[Figura 2] - Fenétipos da Colite Ulcerosa de acordo com a Classificagdo de Montreal

Adaptada de: Ungaro, R. et al. 2017 “Ulcerative colitis.

» 16

Proctitis

30-60% of patients
Symptoms
Rectal bleeding, tenesmus, urgency

Left-sided colitis

16-45% of patients

Symptoms
Proctitis plus diarrhoea, abdominal cramping

Extensive colitis

15-35% of patients

Symptoms

Left-sided colitis plus constitutional symptoms,
fatigue, and fever
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[Figura 3] - Caracteristicas macroscépicas da Doenga Inflamatoria Intestinal

»18

Adaptada de: Nikolaus, S. et al. 2007 “Diagnostics of inflammatory bowel disease.

CU: (A) Inflamagdo leve e redugdo das haustragdes e do padrdo vascular; (B) Inflamagdo moderada com redugdo das
haustragdes, mucosa encontra-se edemaciada e multiplas erosdes; (C) Inflamagdo grave com estreitamento do Iimen por
pseudopdlipos

DC: (D) Inflamagdo leve com lesdo isolada na mucosa; (E) Inflamagdo moderada com ulceras longitudinais; (F) Inflamagdo
grave com Ulceras profundas;

[Figura 4] - Caracteristicas microscépicas da Doenga Inflamatdria Intestinal

Adaptada de: Nikolaus, S. et al. 2007 “Diagnostics of inflammatory bowel disease.”*®

CU: (A-C) Granuloma em paciente com DC; (D,E) Abcesso de criptas na CU; (F) Pseudopdlipo. L- foliculo linfatico
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[Figura 5] - Interagao dos fatores compreendidos na fisiopatologia da Doenga Inflamatéria
Intestinal

Adaptada de: Abegunde A.T. et al. 2016 “Environmental risk factors for inflammatory bowel

diseases: Evidence based literature review”?

atores Disbiose Fatores
Ambientais Genéticos
DIl
Disbiose

Desregulagdo da resposta

imunoldgica

Fatores

Imunolodgicos
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[Figura 6] - Fatores genéticos implicados na Doeng¢a Inflamatdria Intestinal e as vias
imunoldgicas em que atuam

Adaptada de: Henderson et al 2011 “Genes in inflammatory bowel disease: lessons from complex

diseases””".

Implicated pathogenic pathways in IBD

Innate immune signalling Endoplasmic reticulum biology

XBP1

NOD2 Autophagy CAPN10

TLRA ATG16L1 ORMDL3
IRGM ERAP2
LRRK2

MTMR3

Pathogenic Th17 - T, balance Secondary immune response
IL23R CCRE HLA-region TL1A
STAT3 27 IL-12B TNFRSF6B
JAK2 TYK2 MST1 IL-22
ICOSLG IL18R1-IL18RAP SMAD3
CClL-gene TAGAP
cluster FUT2
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[Figura 7] - Proposta de Abordagem Terapéutica na Doenga de Crohn

Adaptada de: Roda, G. et al 2020. “Crohn’s disease.”*°
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* Red flags

Patient stratification

* Comprehensive assessment (serological analysis
and endoscopic assessment of bowel damage)

* Prognostic factors

{ ¥
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'
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I

Inflammation?

Yes {

Therapy optimization

)y Mo

* Dose optimization * Switch out

= Addition of of class for
immunosup pressants primary anti-TNF

* Switch within class for non-response
secondary anti-TNF (e.g. vedolizumab
loss of response or ustekinumab)
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[Figura 8] - Proposta de Abordagem Terapéutica na Colite Ulcerosa

Adaptada de: Kobayashi, T. et al.2020. “Ulcerative Colitis.” *2
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[Figura 9]- FungGes da microbiota intestinal

Adaptada de: Nishida, A. et al. 2018 “Gut microbiota in the pathogenesis of inflammatory bowel
disease"?

md  FOrnecer nutrientes e energia

-Sintese de Vitaminas (Vit. K e B)
-Produgdo de acidos gordos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato)

==l Desenvolvimento do sistema imunitario

-Producdo de IgA

-Modulagdo do reportdrio das células T

-Regulacdo do balango das células T-helper (balango Th1/Th2, Th17, Treg)
-Reforgo da funcdo de barreira

=  Defesa do Hospedeiro

-Resisténcia a colonizagdo (e.g. competicao por nutrientes)
-Producdo de fatores anti-microbianos (e.g. bacteriocinas, acido latico, Regllly)

[Figura 10] - Comparagao da constituicdo da microbiota em individuos sauddveis face a doentes
com Doenga Inflamatéria Intestinal

Adaptada de: Aldars-Garcia et al. 2021 “Systematic Review: The Gut Microbiome and Its Potential

Clinical Application in Inflammatory Bowel Disease.”*®
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[Figura 11] - Géneros bacterianos com potencial discriminatério em individuos com Doenga de
Crohn, Colite Ulcerosa e saudaveis

Adaptada de: Pascal, V. et al. 2017 “A microbial signature for Crohn’s disease.”
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HC: Amostras de pacientes saudaveis; UC: Amostras de pacientes diagnosticados com CU; CD: Amostras de pacientes diagnosticados com DC

[Figura 12] - Diversidade filogenética da microbiota das amostras fecais dos pacientes e dadores
de microbiota fecal

Adaptada de: Paramsothy, S. et al. 2017 “Multidonor intensive faecal microbiota transplantation
for active ulcerative colitis: a randomised placebo-controlled trial.”**
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[Figura 13] - Variacdo da diversidade da microbiota dos pacientes ao longo do estudo de

Paramsothy et al.

Adaptada de: Paramsothy, S. et al. 2017 “Multidonor intensive faecal microbiota transplantation

for active ulcerative colitis: a randomised placebo-controlled tria
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[Figura 14] - Comparagdo da proporgao de recidiva nos pacientes tratados com Escherichia coli

Nissle 1917 ou mesalazina

Adaptada de: Kruis, W. et al. 2004 “Maintaining remission of ulcerative colitis with the probiotic

Escherichia coli Nissle 1917 is as effective as with standard mesalazine.
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[Figura 15] - Comparagao da evolugdo clinica do grupo tratado com VSL#3 face ao grupo
controlo

Adaptada de: Sood, A. et al. 2009 “The probiotic preparation, VSL#3 induces remission in patients

with mild-to-moderately active ulcerative colitis.””’
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[Figura 16] - indice de atividade da doenca da bursite (PDAI) na sua profilaxia com VSL#3 face ao
grupo controlo

Adaptada de: Gionchetti, P. et al. 2003 “Prophylaxis of pouchitis onset with probiotic therapy: a

double-blind, placebo-controlled trial.”>®
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