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“ A scientist in his laboratory is not a mere technician: he is also a child confronting natural

phenomena that impress him as though they were fairy tales “

Marie Curie
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Resumo

O microbioma intestinal no inicio da vida é fundamental para desencadear as defesas
imunolégicas mas as aflatoxinas ingeridas pelas méaes podem passar para o leite materno e
influenciar a microbiota. Neste trabalho estudou-se o impacto da exposicdo materna a
aflatoxina B1 (AFB1), na microbiota no inicio da vida, através da exposicdo de ratinhos
fémea durante a gravidez e lactacdo. Estas foram alimentadas com pellets de gelatina
contendo 400 pg/kg de AFB1 ou apenas com o veiculo (grupo controlo). As fezes dos
descendentes foram colhidas imediatamente apds o desmame e 0 DNA extraido e purificado.
A diversidade dos taxa bacterianos e a abundéancia relativa foram avaliadas por HTS (High-
Throughput Sequencing) utilizando as regides V3 e V4 do gene 16S rRNA. Cento e vinte e
quatro géneros bacterianos foram encontrados em ambos 0s grupos (teste e controlo), 5
estavam presentes apenas nas ninhadas expostas a AFB1 e 27 exclusivamente nos grupos

controlo.

Palavras-chave: Exposi¢do precoce; micotoxinas; microbiota; intestino; metagendmica
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Abstract

EarlyMYCO - Early-life exposure to mycotoxins and its impact on gut microbiome

The intestinal microbiome in early life is essential for triggering immune defenses, but
aflatoxins ingested by mothers can pass into breast milk and influence the microbiota. In this
work, the impact of maternal exposure to aflatoxin B1 (AFB1) on the microbiota in early life
was studied through the exposure of female mice during pregnancy and lactation. These were
fed with gelatin pellets containing 400 pg/kg AFB1 or with vehicle alone (control group).
The feces of the offspring were collected immediately after weaning and the DNA extracted
and purified. The diversity of bacterial taxa and the relative abundance were evaluated by
HTS (High-Throughput Sequencing) using the V3 and V4 regions of the 16S rRNA gene.
One hundred and twenty four bacterial genera were found in both groups (test and control),

5 were present only in litters exposed to AFB1 and 27 exclusively in control groups.

Keywords: Early exposure; mycotoxins; microbiota; intestine; metagenomics
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1. Problematica e objetivos

A exposicdo a contaminantes quimicos nos primeiros 1000 dias de vida tem sido
associada a alteragcBes de saude, constituindo um dominio emergente de pesquisa,
fundamental para o conhecimento do exposoma humano. As micotoxinas, contaminantes
quimicos presentes nos alimentos, sdo um grupo de metabolitos secundarios segregados por
organismos flngicos - na sua maioria pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium,
Alternaria e Penicillium — que podem exercer efeitos muito diversos na saide humana,
nomeadamente efeitos hepatotdxicos, nefrotoxicos, teratogénicos, imunossupressores e

carcinogénicos (Ogunade et al., 2018).

O trato gastrointestinal (TGI) de humanos e outros mamiferos contém mais de 1000
espécies de microrganismos com uma populacio total de aproximadamente 10
microrganismos, um numero muito proximo do total de células somaticas do nosso corpo
(Sender et al., 2016). A maioria dos microrganismos intestinais sdo bactérias, e estas, em
conjunto com os metabolitos que produzem, ndo desempenham somente papéis importantes
em processos biolégicos (utilizacdo de nutrientes, resisténcia do hospedeiro contra infecGes,
maturacdo do sistema imunoldgico e metabolismo do hospedeiro), mas também funcionam
como uma ponte de ligacdo entre 0 hospedeiro e a sua dieta (S. Wang et al., 2020). Apos a
ingestdo de alimentos ou racbes contaminadas, o TGI é particularmente afetado pelas
micotoxinas. Geralmente, a barreira intestinal funciona como um filtro contra estes
contaminantes prejudiciais, todavia, embora sejam pouco conhecidos os potenciais efeitos
decorrentes de uma exposicdo humana precoce a estes contaminantes, ja foi descrito que
algumas micotoxinas exercem inumeros efeitos prejudiciais no TGI, nomeadamente por
alteracdo das funcdes intestinais normais, alteracdo da histomorfologia do intestino e

influéncia na absorc¢éo de nutrientes (Liew & Mohd-Redzwan, 2018).

Sabe-se atualmente que os periodos intra-uterino e pds-parto pertencem a periodos de tempo
muito sensiveis na origem da adaptacao do corpo aos estimulos ambientais, também descritos
como comportamento adaptativo, gracas a plasticidade do desenvolvimento (Sarron et al.,

2020). Estudos recentes evidenciaram que as criangas portuguesas até aos 3 anos de idade -



janela critica para a colonizacdo do microbioma intestinal - estdo expostas a multiplas
micotoxinas através da alimentacdo, o que constitui um risco potencial para a sua saude
(Assuncéo et al., 2015; Coppa et al., 2019).

O microbioma de um bebé ¢ influenciado pelos diferentes microbiomas da mée - boca,
pele, vagina, TGI e leite materno; assim, o microbioma materno servira como a base a partir
da qual o do bebé se desenvolvera (Guerre, 2020). Dada a elevada probabilidade de exposicéao
a estes contaminantes durante a gravidez, atualmente, as aflatoxinas tém atraido especial
atencdo, pois tém sido associadas ao aumento de marcadores inflamatérios sugerindo uma
ligacdo potencial entre a exposicdo as aflatoxinas e resultados adversos no nascimento
(Groopman et al., 2014; Smith et al., 2017).

A aflatoxina B1 é a principal toxina e um dos carcinogénicos naturais mais potentes
produzido por espécies toxigénicas do género Aspergillus. Devido a sua crescente
prevaléncia em produtos alimenticios, as micotoxinas parecem ser importantes, mas séo,
frequentemente, substancias negligenciadas, embora possam afetar significativamente a
homeostase intestinal, o que pode ter consequéncias na saude. Assim, dado o seu potencial
toxicoldgico, e porque os humanos sdo frequentemente expostos a elas, as entidades
reguladoras, nacionais e internacionais, estabelecem limites maximos permitidos para estes

compostos nos alimentos (De Ruyck et al., 2015).

Apesar de se conhecerem os efeitos da exposicdo via alimentar a micotoxinas numa
fase adulta, muito pouco é conhecido acerca dos seus efeitos quando considerada uma
exposicdo precoce, em especial até aos 6 meses pds-nascimento. As criancas apresentam vias
de exposicdo Unicas no que diz respeito aos produtos quimicos nos alimentos,
nomeadamente, no Utero, através da placenta, e apds o nascimento através da amamentacgao
(Etzel, 2006). Embora o leite materno seja considerado a melhor e ideal forma de alimentagéo
do lactente, alguns desses produtos quimicos que passam para o bebé, sdo introduzidos pela
dieta da mée através do leite. A transferéncia de micotoxinas, dos alimentos para o leite
materno, pode depender da diversidade alimentar e da hidratacdo da mae, das propriedades
fisico-quimicas do contaminante, da frequéncia da alimentacdo infantil e também,

eventualmente, de infeces mamarias (Warth et al., 2016).



Desta forma, considerando a aparente transferéncia lactacional de muitas micotoxinas
(transferéncia do plasma materno para o leite), a exposicdo de bebés merece atencdo
redobrada (Warth et al., 2016), uma vez que mesmo pequenas alteragdes na funcdo da
barreira intestinal em desenvolvimento, podem levar a exposi¢cdo a antigénios luminais nas
fases iniciais da vida e podem resultar em respostas imunologicas e manifestacGes clinicas
exacerbadas (por exemplo, alergias alimentares, asma, diabetes e outros), em fases
posteriores da vida (Akbari et al., 2017).

Esta proposta (tarefa 4, enquadrada no projeto FCT EarlyMYCO), pretende responder
a pergunta principal: quais sdo os efeitos no microbioma intestinal associados a exposi¢do
precoce as micotoxinas? O trabalho de mestrado iré caracterizar a exposicao de pares méae-
filho de ratinhos a aflatoxina B1, e também o0s seus potenciais efeitos toxicos em ratinhos-
bebés numa idade precoce (até aos 6 meses de idade), pretendendo determinar se essa
exposicao produz alteracGes no desenvolvimento do sistema imunitério gastrointestinal e na
microbiota, através da variacdo dos taxa bacterianos nos ratinhos descendentes. Desta forma,
os resultados deste projeto contribuirdo, de forma inovadora, para um melhor conhecimento
do impacto da alimentacdo na salde, particularmente em dois grupos populacionais, mées a

amamentar e os lactentes.

1.1. Objetivo geral - Avaliar as altera¢cbes no microbioma intestinal, no inicio da vida,
em amostras de fezes de ratinhos recém-nascidos (DNA refrigerado) em relacdo a

exposicdo a aflatoxina B1.

1.2. Objetivos especificos
1.2.1. Determinar e quantificar
- 0 DNA por fluorimetria;
- a integridade do DNA por eletroforese em gel de agarose;
- a abundancia relativa (%) dos varios taxa bacterianos presentes nas ninhadas
expostas a AFB1 e nos controlos, pela sequenciacdo massiva de elevado rendimento,

através das plataformas MinlON™ e Illumina Miseq;



- se existem diferencas estatisticamente significativas nas especies bacterianas
identificadas nas ninhadas, tratadas e controlos, bem como entre machos e fémeas,
através do tratamento estatistico ANOVA;

- a diversidade microbiana entre as ninhadas pelo indice de Shannon;

- Se a exposicdo precoce a micotoxinas produz alteracbes no desenvolvimento do

sistema imunitario gastrointestinal e na microbiota.

1.2.2. Avaliar
- 0 efeito das varias espécies bacterianas, compreendendo a funcgéo e a sua influéncia

no microbioma intestinal infantil.

1.2.3. Correlacionar
- 0 sistema imunoldgico, a dieta e 0 microbioma intestinal;

- a alimentagdo com o surgimento de patologias.



2. Fundamento teérico

2.1 Microbioma intestinal

O microbioma intestinal representa um conjunto de microrganismos (e dos seus
genomas) incluindo bactérias, virus e fungos que colonizam o TGI dos organismos Vivos.
Mais de 10** UFC colonizam o TGl, a grande maioria das quais estdo localizadas no ileo e
no célon. Este conjunto de espécies co evoluiu para uma comunidade complexa proxima ao
hospedeiro, desenvolvendo uma relagéo de simbiose que lhe fornece fungdes fundamentais:
protecao contra microrganismos patogenicos, assimilacdo de alimentos indigestos, producao
de vitaminas essenciais, manutencdo da homeostase e desenvolvimento do sistema
imunologico (Vaga et al., 2020). Em particular, a microbiota intestinal, estavel e saudavel, é
geralmente descrita pela rica diversidade de bactérias intestinais (Mosca et al., 2016). Ja
varios estudos revelaram diferencas na comunidade bacteriana intestinal entre locais
anatomicos, entre individuos e entre os estados de saude e doenga. Como tal, o interesse
crescente levou a uma pesquisa mais rigorosa nas comunidades de microrganismos que
habitam o corpo humano, e a necessidade de descrever 0s seus genomas. A composicao da
microbiota intestinal varia significativamente nas proporc¢des relativas dos filos, géneros e
espécies dominantes, sendo determinada pela genética do hospedeiro, dieta, estilo de vida,
etnia e ambiente de vida, promovendo uma importante variabilidade interindividual (Vaga et
al., 2020).

2.1.1 FuncgBes da microbiota no sistema gastrointestinal

A microbiota intestinal contribui para varias funcdes fisiologicas, como (i) fungdes
protetoras (mobilizacdo de microrganismos patogénicos, competicdo por nutrientes e
recetores, producdo de fatores antimicrobianos), (ii) fungdes estruturais (fortalecimento da
barreira gastrointestinal, secrecdo de imunoglobulina A (IgA), desenvolvimento do sistema
imunoldgico) e (iii) funcbes metabolicas (fermentacdo de residuos alimentares ndo
digeriveis, e de muco derivado do epitélio enddgeno, sintese de vitaminas, controlo das

células epiteliais intestinais, diferenciacéo e proliferacdo, absorcao de ides); (iv) regulacéo



neuro endocrina e regulacdo do metabolismo energético; (v) prevencao de infecbes da
mucosa, bem como (vi) metabolizacdo de uma vasta gama de substratos dietéticos. Por
exemplo, o metabolismo dos hidratos de carbono é uma importante funcdo catalitica da
microbiota; nomeadamente bactérias dos géneros Bacteroides, Bifidobacterium,
Enterobacterium, Fecalibacterium e Roseburia auxiliam na fermentacéo de polissacaridos
complexos que escaparam da digestdo proximal (Harmsen & de Goffau, 2016; Liew &
Mohd-Redzwan, 2018). Desta forma, a microbiota intestinal esta envolvida na regulacéo de
maultiplas vias metabolicas do hospedeiro, dando origem a eixos metabolicos, de sinalizacao
e imunoinflamatorios, que conectam fisiologicamente o intestino, o figado, os madsculos e o
cérebro. Essa trajetéria de desenvolvimento do microbioma, incorporando 0s
microrganismos e 0s seus genomas coletivos, modula o fenétipo metabdlico do hospedeiro e
influencia muito a sua suscetibilidade a doencas (Nicholson et al., 2012). Um ecossistema
intestinal saudavel é essencial para a resisténcia a colonizagdo, em que tanto a comunidade
microbiana quanto as respostas imunes basais contra comensais residentes podem, juntas,

prevenir o acesso de microrganismos patogénicos (Pham & Lawley, 2014).

O conceito de que a manutencao da estrutura e funcdo microbiana intestinal é benéfica
esta esquematizado na Figura 1 e é sustentado pelo seguinte: (i) as bactérias intestinais
comensais como um todo, ou como espécies individuais, € 0s seus metabolitos, tém
atividades fisioldgicas essenciais; (ii) a disbiose - ou seja, perturbacGes na estrutura ou
composicdo das comunidades comensais residentes, em relacdo a individuos saudaveis - esta
associada a uma série de condicGes infeciosas, inflamatorias, funcionais e/ou nutricionais e
(i) a manipulacéo da microbiota pode melhorar ou prevenir algumas condi¢des patoldgicas.
Diversas abordagens terapéuticas atuais, direcionadas a microbiota intestinal, tém sido
utilizadas para manter e melhorar a satde do hospedeiro, incluindo-se a modificacdo da
composicdo microbiana existente no intestino, principalmente através da alteracdo da
disponibilidade de ingredientes alimentares ndo digeriveis (prebioticos) que podem estimular
o crescimento e/ou atividade de algumas bactérias no colon; a introdugdo ou expansao de
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidade adequada, conferem
beneficios a saude do hospedeiro” (probioticos); ou por transplante de comunidades inteiras,
ou porgdes da mesma, de outros dadores intestinais (Backhed et al., 2012; Browne et al.,
2017; Parker et al., 2020).
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Figura 1: Mucosa intestinal saudavel vs alterada (adaptado de Vincenso & Jordédo, 2020)

2.1.2. Fatores que influenciam a microbiota intestinal

A microbiota intestinal humana pode ser influenciada por diversos fatores
esquematizados na Figura 2, nomeadamente: (i) o0 genoma do hospedeiro e a herdabilidade;
(i) o desenvolvimento precoce: a microbiota intestinal é estabelecida cedo na vida, mesmo
antes do nascimento e, sobretudo, durante os primeiros 2-3 anos de vida ocorrem mudancas
significativas como resultado da nutricdo e do ambiente em geral; (iii) a dieta: € um dos
principais causadores das diferencas na microbiota intestinal, uma vez que a ingestdo de

diferentes alimentos esta associada a maior abundancia relativa de diferentes microrganismos
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comensais e, portanto, a composicao da dieta favorece algumas espécies e prejudica outras
(o mesmo pode acontecer com diferencas nos padrdes alimentares e estilo de vida de distintas
localizagOes geograficas); (iv) doencas e infecbes: o tratamento com antibidticos pode afetar
e destruir bactérias benéficas que residem naturalmente no intestino, alterando o perfil da
microbiota do hospedeiro; (v) envelhecimento: geralmente ocorre um aumento no ndmero
total de anaerdbios facultativos, mudancas na propor¢do de espécies do filo Bacteroidetes
para espécies do filo Firmicutes e uma diminuicdo acentuada de espécies do género

Bifidobacterium em pessoas com idade superior a 60 anos (Nicholson et al., 2012).

Tipo de
nascimento

Exercicio
fisico

Figura 2: Fatores que influenciam a microbiota intestinal

Com efeito, a conjugacdo de todas estas influéncias condicionam a microbiota

intestinal dos individuos ao longo da sua vida.

2.2. Desenvolvimento composicional e funcional da microbiota intestinal durante

a infancia

A homeostase intestinal é definida como o estabelecimento de um equilibrio entre a
microbiota residente, o sistema imunoldgico e a integridade das células epiteliais. Esse

evento ocorre durante os 1000 primeiros dias de vida, desde a fase fetal até aos 2-3 anos de



idade (Sarron et al., 2020). Este € um periodo de tempo critico para que o intestino neonatal
seja progressivamente colonizado com diferentes espécies bacterianas que promovem,

coletivamente, a maturagéo intestinal (Sanidad & Zeng, 2020).

O crescimento e o desenvolvimento na infancia sdo condicionados pelos eventos
consecutivos pertencentes a programacao perinatal. Esta programacdo da funcédo intestinal
estd relacionada a uma série bem estabelecida de eventos celulares e moleculares que
associam todos os tipos de células presentes neste 6rgédo, incluindo neurénios, células
enddcrinas e imunoldgicas. No nascimento, esta maquinaria celular continua a desenvolver-
se, com o estabelecimento da conexdo entre sistemas entéricos e outros sistemas sistémicos,
e esta parcialmente sob o controlo da atividade da microbiota intestinal e a diversificacdo da
populacdo de microrganismos nela presentes. Assim, qualquer fator ambiental que interfira
neste programa pré-estabelecido pode ter forte incidéncia nas funcdes corporais. Por todas
essas raz0es, mulheres gravidas, fetos e bebés serdo particularmente suscetiveis a fatores
externos e, especialmente, a contaminantes alimentares (Sarron et al., 2020). Desta forma, a
microbiota intestinal durante a infancia é a chave para o desenvolvimento imunolégico,
0 estabelecimento da tolerancia oral e a funcdo de barreira da mucosa. O intestino fetal ha
muito é considerado estéril, defendendo-se que a colonizagdo ocorre apenas no parto. Embora
controverso, este dogma foi recentemente questionado com a identificacdo aparente de
bactérias, apesar de pouco abundantes, nas membranas fetais, liquido amni6tico e placenta.
Independentemente disso, a dieta materna, antes e durante a gravidez, demonstrou
influenciar o metabolismo do bebé, bem como a suscetibilidade a alergias e infecoes
bacterianas. Os fatores maternos pré e pds-parto continuam a ser determinantes na
colonizacdo infantil precoce, incluindo o tipo de alimentos ingeridos pela méae, tipo de parto,
tempo de gestacdo, tipo de alimentacdo infantil etc. Acredita-se que a composi¢ao bacteriana
do leite materno e os oligossacaridos do leite humano (HMOs) influenciem a microbiota
intestinal infantil (Nyangahu et al., 2018). O leite materno contém certas proteinas e fatores
de estimulacdo que aumentam o crescimento de bactérias benéficas no intestino do bebé, ou
seja, tem a sua prépria microbiota, cujas origens ndo sdo completamente compreendidas, mas
acredita-se que seja parcialmente devido a translocagdo bacteriana (Nyangahu et al., 2018;
Kumbhare et al., 2019).



Apds o nascimento, a colonizacdo microbiana do intestino envolve bactérias exdgenas
que se originam da microbiota da mée (principalmente do intestino, da pele e da vagina), ou
de outras fontes ambientais. Os primeiros colonizadores (géneros bacterianos
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus e Lactobacillus) (Sarron et al., 2020),
consistem principalmente em anaerobios facultativos, pois, inicialmente, o intestino do
recém-nascido contém oxigénio em abundancia, tratando-se de uma colonizagao oportunista;
estes microrganismos criam um ambiente favoravel para bactérias estritamente anaerdbias
que, subsequentemente, dominam a microbiota dentro de algumas semanas, existindo uma
substituicdo progressiva por microrganismos estritamente anaerobios, como bactérias dos
géneros Bacteroides, Bifidobacterium e Eubacterium, consoante o ambiente intestinal se
altera. Esse periodo inicial de colonizagdo coincide com a ativa¢do do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal (HPA), que tem impacto no sistema nervoso entérico que inerva o TGI. As
células enteroenddcrinas do intestino segregam uma variedade de péptidos metabolicamente
relacionados, todos conhecidos por estarem ligados a ingestdo de alimentos, armazenamento
de lipidos e homeostase energética e podem ser ativados por metabolitos microbianos, como
acidos gordos de cadeia curta (SCFASs), que sdo uma fonte critica de energia para 0s
colondcitos (Nicholson et al., 2012). Também essas células desempenham um papel critico
na manutenc¢do da hipdxia no lumen intestinal, através do metabolismo celular que consome
oxigénio, favorecendo o aparecimento de outros anaerdbios estritos como o género
Clostridium, que degradam as fibras dietéticas e produzem esses SCFAs, sobretudo butirato
(Sanidad & Zeng, 2020). Além do oxigénio, muitos outros fatores moldam o ambiente
intestinal do recém-nascido, incluindo o pH, a motilidade intestinal, a disponibilidade de
enzimas digestivas, bem como o metabolismo de hidratos de carbono complexos, proteinas
e lipidos do hospedeiro. H& evidéncias de que os bebés amamentados tém um ambiente
intestinal mais &cido devido a maior abundancia de SCFAs, como resultado da colonizacao
pelos géneros bacterianos Bifidobacterium e Lactobacillus. Essa acidificagdo promove um
ambiente desfavoravel ao desenvolvimento de microrganismos indesejaveis, constituindo
assim uma defesa dos intestinos neonatais contra microrganismos patogénicos entéricos

comuns, a medida que o sistema imunoldgico infantil amadurece (Sanidad & Zeng, 2020).

Assim, durante a infancia, o estabelecimento de uma microbiota intestinal estavel

(homeostase intestinal) geralmente leva a duas grandes transigdes, esquematizadas na
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Figura 3. A primeira transicdo ocorre logo ap6s o nascimento, durante a lactacao, e resulta
no dominio da microbiota intestinal por bactérias dos géneros Prevotella e Lactobacillus,
embora também possam estar presentes espécies do género Bifidobacterium. A segunda
transicdo ocorre no periodo de desmame, com a introducdo de alimentos solidos e a
continuacdo da alimentacdo com leite materno, resultando numa maior diversidade
microbiana, maior abundancia de SCFAs e, principalmente, no estabelecimento de um
microbioma complexo dominado pelos filos Bacteroidetes e Firmicutes (Tanaka &
Nakayama, 2017; Sanidad & Zeng, 2020). Essas alteragdes continuam até aos trés anos de
idade, altura em que o comportamento das crian¢as promove claramente uma exposicao
significativa a microrganismos: contacto direto com a pele materna, introducdo permanente
de objetos ou pés na boca, curiosidade no toque com as mdos em varias superficies, entre
outros (Sylvia & Demas, 2018). Para além disso, sdo principalmente as mudancas radicais
na dieta relacionadas ao desmame, uso de antibidticos e modificacbes na fisiologia do
hospedeiro, desenvolvimento de distdrbios e doengas genéticas, bem como experiéncias
stressantes, que contribuem para a natureza altamente dindmica da microbiota intestinal
(Derrien & Vlieg, 2015). As células imunitarias no intestino sofrem uma maturacéo gradual
e sequencial, e cooperam num esfor¢o convergente para promover a simbiose hospedeiro-
microrganismo, minimizando rea¢cdes imunes indesejadas as bactérias intestinais (Sanidad &
Zeng, 2020). Apl6s os trés anos de idade, as comunidades microbianas intestinais
desenvolvem uma riqueza, diversidade e estabilidade que se aproximam das caracteristicas

de um intestino adulto saudavel, chamado o estado de eubiose (Derrien & Vlieg, 2015).
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Figura 3: Evolugéo das espécies bacterianas no microbioma (adaptado de Zhuang et. al, 2019)

2.2.1. Influéncia da alimentacdo materna no desenvolvimento do microbioma
fetal

Atualmente, estd bem estabelecido que os fatores enddgenos e exdgenos moldam o
desenvolvimento e matura¢do do sistema imunoldgico intestinal. Deste modo, uma das
questBes que se tem colocado é se a exposi¢do pré-natal, ou pds-natal, a contaminantes
alimentares pode, de alguma forma, reprogramar o desenvolvimento geral do feto ou do bebé
e, especialmente, se pode interferir na fixacdo da microbiota, recondicionando a maturagéo
da mucosa intestinal, ndo apenas ao nivel imunoldgico, mas também ao nivel neuroendécrino
(Sarron et al., 2020). As maes compartilham os seus microrganismos e metabolitos com o
feto de diversas formas, incluindo no utero, no momento do parto vaginal, durante a lactacéo
e, apés 0 nascimento, através do contacto da pele e na amamentacdo; portanto, a satde
materna durante a gravidez, e no pés-parto, afeta, sem duvida, o desenvolvimento do bebé
(Kumbhare et al., 2019). Ou seja, como a microbiota intestinal desempenha um papel central
na maturagdo da mucosa intestinal, e do sistema imunoldgico, muitos estudos tém focado o
seu interesse em saber, na realidade, onde e quando comecara a transmissao da microbiota

materna (Sarron et al., 2020).
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A gravidez é um estado peculiar de elevada vulnerabilidade, para a mulher e para o
feto, devido a necesséria adaptacdo a um ambiente supostamente nocivo que pode modificar
a interacdo simbidtica materno-fetal. Fatores como genética, inflamacdo e dieta podem
resultar nalgumas alteracdes permanentes, muitas vezes subtis, em diferentes orgaos, entre
0S quais o intestino ou o cérebro; e, igualmente, durante e ap0os a gravidez, influenciar o
futuro estado de saude do ser humano (Sarron et al., 2020). Particularmente, a dieta ndo s6
fornece nutrientes ao organismo, mas também é a fonte mais importante de contaminantes
ambientais de diversas origens, influenciando a saude ao modular a composicdo e a
diversidade da microbiota intestinal (Daliri et al., 2018). Durante os periodos de gestacéo e
lactacdo, as fémeas gastam uma energia consideravel fornecendo aos seus filhos alimentos e
nutrientes necessarios, nao apenas para 0S nutrir, mas também para fornecer muitos
compostos bioativos diferentes que mantém e facilitam o crescimento, modulam o sistema
imunolodgico, protegem contra doencas e ajudam no desenvolvimento de uma microbiota
intestinal saudavel (Sylvia & Demas, 2018). Assim, o microbioma intestinal materno pode,
potencialmente, influenciar a maturacdo do epitélio fetal e células imunes, produtos
bacterianos, como agonistas dos Toll-like receptors (TLRs) ou metabolitos, e ainda SCFAsS,
que provavelmente circulam através da placenta até ao feto (Sanidad & Zeng, 2020).
Recentemente, Kristen Meyer et al. (2017) demonstraram que a modificacdo da dieta materna
(como alterar a ingestdo de lipidos para hidratos de carbono ou alterar o consumo de agucares
especificos), estd associada a alteracdes significativas na composicdo microbiana do leite e
na composicao dos HMOs; isto acontece porque o microbioma do leite materno e os HMOs

entram em contato direto com os lactentes, por isso, sugere-se um possivel papel dos habitos

alimentares maternos, durante e ap6s a gravidez, na modificacdo e desenvolvimento da

microbiota intestinal infantil (Meyer et al., 2017; Kumbhare et al., 2019). Outro exemplo de

alimento sdo os cereais destinados ao consumo humano, que frequentemente se encontram
contaminados por espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium e
Alternaria, sendo capazes de produzir metabolitos secundarios altamente nocivos: as

micotoxinas (Sarron et al., 2020).

Com base nas evidéncias atuais da literatura, é provavel que ocorra uma transferéncia
placentaria de micotoxinas, logo na fase gestacional, e se acumule na circulacao fetal no

final da gravidez. Ou seja, as micotoxinas, presentes em alimentos contaminados que sdo
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consumidos pela mée, podem atravessar a barreira placentaria, ser metabolizadas pelo feto,
em desenvolvimento, e podem afetar os sistemas fetais; no entanto, também pode ocorrer
uma transferéncia das micotoxinas para o feto através do leite materno contaminado,
como ilustrado na Figura 4. Os bebés, provavelmente correm um risco maior de exposi¢éo a
estas toxinas ambientais cancerigenas, devido a sua vulnerabilidade, caracterizada pela
elevada taxa de absorcdo, baixa capacidade de eliminagdo e desintoxicagdo, répida
proliferacdo celular e mecanismos de reparagdo imaturos. A presenca de micotoxinas no
fluido intestinal de uma crianca pode causar danos significativos aos enterocitos intestinais,
devido a dimensédo reduzida do epitélio intestinal, em comparacdo com o de um adulto. O
feto pode ser afetado pela exposicdo materna a estes contaminantes através de toxicidade
direta e indireta, através de inflamac&o sistémica materna, comprometimento do crescimento
placentario ou elevacdo das citocinas placentarias. Os seus efeitos citotoxicos e sistémicos
podem, plausivelmente, causar anemia materna, limitacdo do crescimento intrauterino, perda
fetal e parto prematuro (Sarron et al., 2020). Desta forma, tem-se proposto que a exposi¢ao
precoce as micotoxinas pode alterar e prejudicar o desenvolvimento do microbioma
intestinal, aumentando o risco de infe¢bes neonatais, bem como ativacdo inadequada de
células imunes mais tarde na vida, contribuindo assim para o desenvolvimento de doencas

inflamatorias, como asma e alergias (Sanidad & Zeng, 2020).

Assim sendo, todos estes fatores descritos anteriormente, que alteram a composicao
microbiana da mée, podem modificar a abundancia de genes bacterianos que favorecem
certos processos metabolicos durante a gravidez e, deste modo, podem, precocemente, afetar
a comunidade microbiana inicial do bebé (Kumbhare et al., 2019).
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Alimentos contaminados
com micotoxinas

&
Amamentac¢do com leite — Exposicao i‘nfantil a0
materno contaminante

Figura 4: Influéncia da alimentagdo materna no desenvolvimento do microbioma fetal

2.3. Espécies bacterianas presentes no microbioma humano

O género Bacteroides corresponde a 25-50% da microbiota intestinal humana, sendo
altamente adaptados a vida no intestino onde formam uma parte fundamental das teias
alimentares microbianas (Aaron & Goodman, 2017); sdo comensais, mutualistas e
organismos benéficos que podem estabelecer associagdes estaveis e de longo prazo com 0s

seus hospedeiros humanos, conferindo inumeros beneficios a saude (Han et al., 2020).

Estas bactérias, anaerdbias obrigatorias e Gram-negativas potenciam a digestdo dos
alimentos, em particular, através da producdo de hidrolases de glicosideos que digerem 0s
glucidos para utilizacdo dos nutrientes pelo hospedeiro (S. M. Lee et al., 2014). Estéo
envolvidos em muitas atividades metabodlicas importantes no célon humano, incluindo a

fermentacdo de hidratos de carbono complexos, producédo de SCFAs (acetato, propionato e
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succinato) por hidrolise, utilizacdo de substancias nitrogenadas e a biotransformacédo de
acidos biliares e outros esteroides; atuam igualmente na maturacédo imunoldgica direta do
hospedeiro (Patrick, 2014). Yanagibashi et. al (2009) demonstraram que os Bacteroides
derivados da microbiota comensal de ratinhos, estimulam a producdo de IgA na mucosa
através do aumento da expressao da citidina desaminase, induzindo a diferenciacéao de células
B em células IgA™; assim, os autores sugerem que as espécies deste género bacteriano estdo
intimamente relacionadas a resposta imune mais importante do sistema imunoldgico da

mucosa intestinal (Yanagibashi et al., 2009).

Varios estudos j& comprovaram que os Bacteroides tém diversos mecanismos bioquimicos
que lhes permite adaptar e persistir no ambiente dindmico do TGI, ou seja, eles podem
melhorar ativamente o ambiente intestinal para torna-lo mais acolhedor para si e para outros
microrganismos. Por exemplo, tém capacidade de tolerar e reduzir os niveis de oxigénio, o
que provavelmente os ajuda a dispersarem para novos hospedeiros e é, possivelmente, a
principal razdo pela qual eles estéo tdo difundidos entre os mamiferos. Também inimeros
fendmenos de inversdo de DNA, transposdes conjugativos e mobilizaveis, e varios fatores
sigma de funcdo extracitoplasmatica contribuem para essa diversidade e adaptabilidade dos
Bacteroides (Patrick, 2014). Este género bacteriano pode alterar o panorama nutricional do
intestino, promovendo mudancgas fisioldgicas no seu hospedeiro para induzir a producao de
certas fontes de alimentos, como glicoproteinas, ou pela libertacdo de residuos de fucose e
acido sialico, que podem ser metabolizadas por outros microrganismos patogénicos (Aaron
& Goodman, 2017).

Como referido anteriormente, os Bacteroides sdo conhecidos por terem uma potente
capacidade de degradar glicanos, incluindo aqueles sintetizados pelo hospedeiro e
polissacaridos da dieta resistentes a degradacdo mediada pelo mesmo, por exemplo sulfato
de condroitina, mucina, hialuronato e heparina, que estdo presentes nas celulas epiteliais
intestinais (D’Elia & Salyers, 1996). Estas bactérias realizam isso atraves de agrupamentos
de genes, que parecem ser exclusivos deste género, denominados loci de utilizagcdo de
polissacaridos (PULSs). Estes sdo a maior maquinaria proteica bacteriana conhecida para a
aquisicdo de polissacaridos, e para iniciar o seu metabolismo na maioria dos Bacteroides

spp.. S&o constituidos por glicosidases, um complemento de proteinas de ligacdo aos glicanos
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da superficie celular, recetores/transportadores de oligossacaridos de membrana externa,
mecanismos de captacdo nas suas membranas citoplasmaticas e enzimas metabdlicas de
hidratos de carbono citoplasmaticos; podem determinar que vias metabolicas os Bacteroides
podem ocupar e delimitar as suas localizacGes biogeograficas no trato intestinal. Esta
capacidade parece ser um fator importante que permite que essas bactérias colonizem
inicialmente o intestino, durante a infancia, e persistam |4 ao longo da vida (Aaron &
Goodman, 2017; Zafar & Saier, 2021). Para além disso, esta maquinaria permite que estes
microrganismos estejam envolvidos em relagdes de alimentacdo cruzada entre espécies
intestinais, auxiliando os microrganismos vizinhos a obterem os nutrientes desejados,

fundamentais para a satde humana (Zafar & Saier, 2021).

Relativamente a sua prevaléncia no microbioma dos bebés, a abundancia relativa dos
Bacteroides spp. depende significativamente do modo de nascimento e do tipo de leite
consumido nos primeiros cinco meses de vida. Este género aumenta em bebés nascidos por
parto vaginal e alimentados com férmulas infantis, comparativamente a bebés nascidos por
cesariana e alimentados com leite materno (Zafar & Saier, 2021). Para além disso, uma vez
que sdo os principais microrganismos que degradam polissacaridos complexos, séo
maioritarios no momento em que se introduzem alimentos sélidos na dieta infantil, sendo
Bacteroides thetaiotamicron a espécie mais abundante dos 6 aos 12 meses. Passado esse
periodo, predominam B. fragilis, B. ovatus e B. xylanisolvens. Na idade adulta, a prevaléncia
deste género bacteriano varia também com a dieta (sendo mais elevada a sua abundancia em
dietas ricas em fibra e proteina animal), com o ambiente e com a eventual utilizacdo de
antibioticos, sendo as espécies B. fragilis, B. vulgatus e B. thetaiotamicron as mais comuns
(Zafar & Saier, 2021).

Por todas as particularidades descritas anteriormente, os Bacteroides tém sido
considerados potenciais probioticos, principalmente pela capacidade de fermentacgéo versatil
de hidratos de carbono e produgdo concomitante de SCFAs, biotransformacdo de &cidos
biliares e esteroides, efeitos imunomoduladores e prevencdo da colonizacdo de
microrganismos patogénicos (Saarela, 2019), inclusive ja foi descrito como sendo importante
na microbiota intestinal de ratos na resisténcia a colonizacdo contra Pseudomonas

aeruginosa (Momose et al., 2011).
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No entanto, apesar das suas caracteristicas benéficas, possuem papel duplo, o que
significa que podem ser microrganismos patogénicos oportunistas, dependendo da sua
localizacdo no hospedeiro. Quando esta espécie bacteriana escapa do intestino, é responsavel
por muitos tipos de infecdes, bacterémias e abcessos que podem ocorrer em varias partes do
corpo, normalmente ndo colonizadas por este género, incluindo o sistema nervoso central —
por terem capacidade de penetracdo da barreira hematoencefalica - a cabeca, o pescogo, 0
torax, o abddémen e a pele, principalmente porque conseguem transferir os seus fatores de
viruléncia para microrganismos e células vizinhas (Patrick, 2014; Zafar & Saier, 2021). Esta
translocacdo do intestino para localizacdes extraintestinais pode ser atribuido a varios
fatores que incluem um sistema imunitario comprometido, permeabilidade intestinal
aumentada, uso excessivo de antibioticos e a idade (Zafar & Saier, 2021). Dos fatores de
viruléncia que fazem parte das suas caracteristicas patogénicas inclui-se 0s seus sistemas
capsulares polisacaridicos complexos e proteases, bem como a sobrevivéncia ao stress
oxidativo; hemolisinas/citolisinas que servem para desenvolver sistemas de infecdo, uma vez
que lisam e matam as células imunes hospedeiras, ndo s6 contribuindo para a sobrevivéncia
de microrganismos patogénicos mas também enfraquecendo o sistema imunitario
hospedeiro; e, para além disso, os sistemas de secrecdo tipo 9, uma via metabodlica de
exportacdo proteica que possibilita causar danos aos tecidos hospedeiros e manipular as suas
respostas imunes, bem como auxiliar na formacdo de biofilmes, adesdo e motilidade
bacteriana (Zafar & Saier, 2021).

Assim, no local adequado do corpo e em condi¢fes ambientais apropriadas, as espécies
deste género serdo benéficas mas, em locais do corpo inadequados, podem tornar-se
prejudiciais. E incrivel como os Bacteroides spp. tém uma maquinaria metabélica sofisticada
que os capacita para desempenhar tantos papéis no intestino (comensais, microrganismos
benéficos e patogénicos oportunistas), reflexo de um processo co evolutivo muito vasto; no
entanto, sdo necessarias, futuramente, mais pesquisas que ajudardo a revelar detalhes
fisiologicos e metabdlicos sobre as estirpes menos conhecidas e as suas interacfes (Zafar &
Saier, 2021).

A Tabela 1 resume os principais efeitos e caracteristicas, sobretudo a nivel intestinal,

provocados por algumas espécies bacterianas deste género:
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Tabela 1: Principais espécies estudadas do género Bacteroides

Espécie/estirpe

Principais efeitos no hospedeiro e na

Referéncias

bacteriana microbiota
Melhora a intolerncia a glicose e a resisténcia a
insulina em ratinhos com diabetes tipo I, | Gurungetal.,
desempenhando um papel benéfico no metabolismo da | 2020
glicose em humanos e animais;
Ativa a via de oxidagdo dos &cidos gordos nos tecidos

B. acidifaciens | adiposos;

JCM10556 Ativa a dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) no intestino e,

subsequentemente, aumenta o péptido semelhante a
glucagina 1 (GLP-1), o que pode contribuir para a
homeostase da glicose; J. Y. Yang et
Papel na prevencdo de doencas metabolicas, como | al., 2017
diabetes e obesidade;
Aumenta a producdo das interleucinas 6 e 10
aumentando a expressdao de moléculas de MHC de
classe Il.
Promove a producdo de anticorpos IgA em ratos, | J. Y. Yang et
essencial para a defesa da mucosa intestinal contra | al., 2017

B. acidifaciens | microrganismos patogénicos nocivos;

A40 Papel na fungdo imunoldgica intestinal, protecdo | Nakajima et
contra microrganismos patogénicos intestinais e na | al., 2020
reducdo das doencas inflamatérias do intestino.

Associado ao cancro da bexiga em ratos | Then et al.,
imunodeficientes, por se verificar um crescimento | 2020

tardio do tumor na sua presenga;

Controla a expressdo de um conjunto de genes | D’Elia &
envolvidos na utilizacdo do amido, através dos | Salyers,

o sistemas de utilizagdo de amido; 1996; Zocco

B. acidifaciens Fornece aminoacidos essenciais criticos para o | etal., 2007
DSM15896 metabolismo epitelial intestinal.
Induz fucosilagdo das células epiteliais intestinais, que | Grondin et
estd ligada a sua capacidade de usar fucose, um | al., 2017
componente da mucina glicosilada. Esta fucose livre,
ou o acido siélico, podem ser usados como fonte de | Catlett et al.,
carbono por outros microrganismos patogénicos, por | 2020

exemplo, Salmonella enterica Typhimurium e
Clostridium difficile.

(Continua na pagina seguinte)
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Tabela 1: Principais espécies estudadas do genero Bacteroides (continuacgéo)

Espécie/estirpe
bacteriana

Principais efeitos no hospedeiro e na
microbiota

Referéncias

B.
thetaiotaomicron
VPI-5482

Aumenta os niveis de mRNAs que codificam o
transportador de glutamato e glutamato descarboxilase
em células epiteliais - associado a efeitos positivos em
individuos obesos;

Aumenta a diferenciacdo das células caliciformes,
favorecendo a producdo de muco;

Diretamente envolvido na formacdo de redes de
celulas enteroenddcrinas em todo o TGl;

Expressa um gene que especifica um fator de
transcricdo (BT4338), com um papel crucial na
aquisicdo e utilizacdo de uma ampla variedade de
hidratos de carbono. Esse gene codifica uma proteina
(fusA2), que promove tolerdncia imunolégica no
intestino dos ratinhos; reverte o dano epitelial
provocado  por  citocinas  pro-inflamatorias,
modificando a resisténcia elétrica transepitelial
(TEER) e a permeabilidade.

Wrzosek et
al., 2013;

Baumler &
Sperandio,
2017;

R. Liu et al.,
2017;

Duan et al.,
2020;

Modasia et
al., 2020;
Han et al.,
2020

B.
thetaiotaomicron

Poderoso regulador benéfico do sistema imunoldgico
intestinal;  propriedades anti-inflamatérias; pode
aumentar a funcdo de barreira da mucosa e pode
limitar a invasdo de microrganismos patogénicos;

Induz uma resposta imune sistémica e local,
documentada pelo aumento dos niveis séricos de IgA
na mucosa, importante na funcdo de barreira intestinal.

Sitkin &
Pokrotnieks,
2019

Zocco et al.,
2007

B.
thetaiotaomicron
DSM 2079

Capacidade de melhorar a inflamacdo no colon em
ratos knockout para a interleucina-10 (IL-10); aumenta
os complexos motores do co6lon, podendo constituir
um papel importante na motilidade colénica e na
manutencao da homeostase intestinal.

Aktar et al.,
2020

B. xylanisolvens
XB1AT

Exibe uma elevada atividade xilanolitica, conduzindo
a libertagdo de produtos que podem ter efeitos
benéficos na saude humana; e atividade pectinolitica
intestinal, possuindo 6 PULs dedicados a degradagéo
da pectina;

Possui plasticidade metabolica em relacdo aos
polissacaridos dietéticos (amido, frutano, xiloglucano,
B-manano, xilano e pectina), que contribui para a sua
aptiddo competitiva no ecossistema intestinal humano.

Philippe
Ulsemer et
al., 2012;
Despres et al.,
2016;

M. Zhang et
al., 2014;
Despres,
2016

(Continua na pagina seguinte)
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Tabela 1: Principais espécies estudadas do genero Bacteroides (continuacgéo)

Espécie/estirpe Principais efeitos no hospedeiro e na Referéncias
bacteriana microbiota

Considerada a primeira estirpe probiotica natural do
genero Bacteroides - organismo ndo oportunistae ndo | Tan et al.,
patogénico; 2019

Resistente a acdo de enzimas do suco gastrico e
intestinal, pouco provavel de transferir ou adquirir
resisténcia a antibidticos e é livre de qualquer

atividade de viruléncia descrito para o0 género; Philippe
B. xylanisolvens | Nao possui atividades de exoenzimas que se sabe que | Ulsemer et
DSM23964 estdo envolvidas no desenvolvimento do processo de | al., 2012

infeccdo  (colagenase, neuraminidase, DNase,
hialuronidase etc.);

Nédo se liga de forma estavel as células epiteliais
intestinais humanas;

Aumenta a geracdo de imunoglobulina M (IgM), | P. Ulsemer et
anticorpos especificos para o antigénio Thomsen- | al., 2016
Friedenreich (TFa) em humanos adultos.

Outras duas das principais espécies bacterianas que dominam o intestino humano,
Bilophila wadsworthia e Desulfovibrio piger - descritas por J. Baron et al. em 1988 e por
Moore et. al em 1976, respetivamente - pertencem ao grupo das bactérias redutoras de sulfato
(SRBs), sendo designadas de espécies sulfidogénicas intestinais (Kasten et al., 1992; Julien
Loubinoux et al.,, 2002). Estes microrganismos anaerébios conduzem a reducdo

dissimilatoria de sulfato (SO42) para obter energia, utilizando o sulfato como aceitador final

de eletrbes e lactato, piruvato, etanol e hidrogénio como doadores de eletrdes para essa
reacdo, acumulando sulfeto e acetato (Julien Loubinoux et al., 2002). Assim, podem

influenciar significativamente o ambiente intestinal, uma vez que, a0 mesmo tempo que

competem por nutrientes, tém capacidade de metabolizar compostos sulfatados e produzir
sulfureto de hidrogénio (H2S); um composto nocivo que, apesar de estar presente em baixas
concentragfes (ndo letais) no cérebro, coragdo, vasos sanguineos, trato geniturinario e
gastrointestinal, € altamente citotdéxico, mutagénico e cancerigeno para as células epiteliais
do intestino, desencadeando inflamacao direta, e, consequentemente, prejudicando a barreira
intestinal (Z. Feng et al., 2017; Kushkevych et al., 2018; Dordevi¢ et al., 2021). Assim, esta

envolvido na iniciacdo e manutencdo de doengas inflamatdrias intestinais, sendo
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frequentemente encontrado nos intestinos e fezes (numa concentracdo de 0,22 a 3,38

mmol/kg) de pessoas e animais com esse tipo de patologias, particularmente a doenca de

Chron e a colite ulcerativa (Kushkevych, Dordevi¢, et al., 2019).

A Tabela 2 resume as principais particularidades e estudos realizados que evidenciam 0s

efeitos provocados por estas espécies bacterianas no intestino.

Tabela 2: Espécies sulfidogénicas intestinais

Espécie
bacteriana

Efeitos associados ao intestino

Referéncias

Bilophila
wadsworthia

Espécie virulenta; frequentemente encontrada em
apéndices inflamados de criangas e adultos,
bacteremias e outros processos inflamatérios.

Summanen et al.
1995; Schumacher et

al., 1997

Capacidade de aderéncia as células intestinais
embrionarias humanas, provavelmente devido a
presenca de proteinas de membrana externa
reguladas por ferro.

Baron, 1997;
Gerardo et al., 1998

Presenca de genes envolvidos na fosforilagéo
oxidativa, que codificam para a CODH, fornecendo
competéncia para habitar locais onde a saturagdo de
O, é muito baixa (interface epitelial).

Veigaet al., 2014

Possui um conjunto de genes que permite a
respiracdo anaerébia de nitrato, um substrato que é
igualmente enriquecido durante 0 processo
inflamatdrio.

Veigaet al., 2014

Realiza um tipo Unico de respiracdo anaerébia em
gue a taurina é usada como fonte de sulfito, cujo
produto metabolico é H.S, pro-inflamatério e téxico
para o tecido da mucosa intestinal.

S. Silva et al., 2008;

Z. Fengetal., 2017

Capacidade de se ligar a células epiteliais humanas
do coélon; inibe a PB-oxidacdo de SCFAs pelos

Z. Feng etal., 2017;

colondcitos,  privando-os de energia e | Dolan & Chang,
comprometendo a funcdo de barreira — possivel | 2017

papel na carcinogénese colorretal.

Aumenta a inflamacéo do tecido intestinal em ratos | Sonnenburg &

que carecem da citocina anti-inflamatoria IL-10.

Béckhed, 2016

(Continua na pagina seguinte)
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Tabela 2: Espécies sulfidogénicas intestinais (continuacao)

Espécie Efeitos associados ao intestino Referéncias
bacteriana

Kushkevych,
Causa uma variedade de infecbes mono e | Bolis, etal., 2019;
polimicrobianas do trato gastrointestinal (colecistite, | Kushkevych,
abcessos do abdomen, enterocolite ulcerativa). Dordevi¢, et al.,
2019

A libertacdo e interacdo dos seus lipopolissacaridos
(LPS) com macrofagos estimula a resposta imune por | Amirkhanzadeh et
libertacdo de citocinas pro-inflamatorias, IL-1p e IL- | al., 2020

6.
Desulfovibrio | A sua colonizagdo estd associada a niveis
piger significativamente mais baixos de mRNAs que | Reyetal., 2013

codificam varias subclasses de imunoglobulinas e
proteinas das tight junctions (TJ) claudina-4.

Forte candidato para diminuir a autoimunidade de
células imunes no lamen intestinal ( TCD4*CXCR3* | Groot et al., 2021
e CD8* CXCR3").

Ao reduzir o sulfato, faz com que as reservas de
enxofre do hospedeiro (e de outras bactérias) se | Finegold et al.,
esgotem, sendo este um composto importante em | 2012

muitas reag0es fisioldgicas no ser humano.

Uma das espécies mais abundantes na microbiota intestinal humana (0,5-5% do total
de bactérias), Akkermansia muciniphila, foi assim nomeada em homenagem ao ecologista
microbiano holandés Antoon Akkermans (Ouyang et al., 2020). Isolada e caracterizada por
Muriel Derrien em 2004, esta descoberta foi iniciada pela no¢do de que o corpo humano
produz os seus proprios “prebidticos” ou substratos microbianos, nomeadamente a mucina
composta por glicoproteinas que sdo especificamente produzidas e degradadas no célon
(Cani & de Vos, 2017), embora também seja detetada noutros locais, cuja fungdo pode ser
distinta, nomeadamente no leite humano, cavidade oral, pancreas, sistema biliar, intestino
delgado e apéndice. O muco cobre a camada externa das células epiteliais do intestino e serve
como protecdo fisica contra a penetragdo de microrganismos e compostos nocivos (Ouyang
et al., 2020). A. muciniphila utiliza a mucina como unica fonte de carbono, azoto e energia,
convertendo este polimero em acetato e propionato, sendo a sua atividade central degradar a

mucina, utilizando o seu repertorio particularmente vasto de enzimas mucoliticas codificadas
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no seu genoma (Geerlings et al., 2018). Uma vez que as mucinas que a bactéria degrada, sdo
0s principais componentes organicos das camadas de muco que protegem o epitélio do TG,
respiratdrio e urinario contra microrganismos patogénicos e danos mecanicos, significa que
esta especie bacteriana pode ter efeito benéfico na salde, provavelmente com base na
regulacdo da espessura do muco e integridade da barreira intestinal, mas também na
modulacéo do sistema imunoldgico (Ouyang et al., 2020; Trastoy et al., 2020). Esta bactéria
também afeta genes envolvidos no metabolismo celular dos lipidos, desempenha um papel
na normalizacdo da endotoxemia metabolica e do metabolismo do tecido adiposo (Geerlings
et al., 2018). Além disso, exibe outras multiplas funcdes bioldgicas, incluindo inibicdo da
inflamag&o pelo aumento dos niveis intestinais de endocanabindides, aumento da expressao
de péptidos antimicrobianos intestinais e, muito importante, alimentacdo cruzada,
denominada sintrofia em conjunto com outras espécies da microbiota; deste modo, pode
contribuir para a expansao de outras espécies benéficas, ao mesmo tempo que pode ter um

efeito direto sobre o metabolismo do hospedeiro (Dao et al., 2016).

A. muciniphila esta presente no trato intestinal em diferentes fases da vida; coloniza o
trato intestinal na infancia e atinge 1-4% da microbiota fecal na idade adulta (Ouyang et
al., 2020). A colonizagdo intestinal do bebé bela bactéria gram-negativa descrita
anteriormente é detetada desde o primeiro més de vida, com abundancia continuamente
crescente durante a idade adulta (Geerlings et al., 2018). Tem a capacidade de degradar as
estruturas dos HMOs em acUcares mais simples, libertando SCFAs (acetato e propionato);
uma vez que utiliza o leite humano como Unica fonte de energia, carbono e azoto, é previsivel
a sua presenca especifica no leite materno e no tecido mamario de mulheres lactantes, o que
pode beneficiar a maturacao do estabelecimento da microbiota e do sistema imunolégico do
bebé, uma vez que se sugere que a sua proteina de membrana externa (Amuc-1100) esta
envolvida na regulacdo imunologica. Além disso, a sua capacidade de degradacdo de
polissacaridos ja provou ter um papel importante na colonizagdo inicial do intestino do bebé,
tendo assim um grande impacto na vida posterior. Portanto, a sua presenga no intestino
infantil pode ser considerada um marcador para o desenvolvimento e diversidade da
microbiota intestinal (Geerlings et al., 2018). Considerando todas as suas funcdes no
microbioma, e tendo em conta que é particularmente abundante em todas as fases da vida, A.

muciniphila é considerada um microrganismo benéfico, promissor para o tratamento de
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algumas doencas, incluindo disturbios metab6licos e cancros. E muitas vezes designada
como a “sentinela do intestino”, demonstrando promover a integridade da barreira
intestinal, modular a resposta imunoldgica, inibir a inflamacdo e aumentar a expansdo de

bactérias produtoras de butirato (Ouyang et al., 2020).

Para alem da A. muciniphila, existem outras espécies bacterianas intestinais produtoras

de acidos gordos de cadeia curta, principalmente butirato, acetato e propionato. Estes

metabolitos surgem como um dos principais mecanismos pelos quais as bactérias exercem
0s seus efeitos benéficos a saude intestinal, sendo produzidos no colon pela fermentacéo
bacteriana de fibras alimentares e amido (Y. Silva et al., 2020). Constituem fontes de energia
para os tecidos do hospedeiro e exercem efeitos anti-inflamatdrios e anti-apoptoticos que
podem ser importantes para (i) a manutencdo da integridade da mucosa e reducdo da
inflamacdo intestinal; (ii) a regulacdo da lipogénese; (iii) a determinacdo do ambiente
intestinal, influenciando o pH, o transito intestinal, a absor¢do de nutrientes e o equilibrio
microbiano no intestino grosso; (iv) a ativacdo do tecido adiposo e regulacdo da funcao
mitocondrial do figado; (v) a prevencdo do cancro colorretal e colite, bem como para a
fisiopatologia da obesidade e doencas relacionadas; (vi) a homeostase energética de todo o
corpo e controlo do sono e apetite; (vii) a regulacdo do trénsito gastrointestinal,
permeabilidade e motilidade intestinal; (viii) a modulagdo da funcgdo das células dendriticas
e producdo de muco intestinal pelas células caliciformes; (ix) a prevencdo da expanséao
dishiotica de bactérias potencialmente patogénicas no intestino (Flint et al., 2014; K. Wang
et al., 2019; Blaak et al., 2020; Y. Silva et al., 2020).

Tanto o acetato como o propionato sdo mediadores anti-inflamatorios que inibem a
libertacdo de citocinas pro-inflamatérias dos macrofagos e neutréfilos, sendo que o
propionato tem ainda um papel anti-neoplasico, uma vez que ja demonstrou induzir apoptose
nas células do carcinoma do célon humano (Zafar & Saier, 2021). O butirato, em particular,
é importante para a manutencdo da salde através da regulacdo do sistema imunologico,
absorcéo de i0es, diferenciacdo celular, manutencdo da barreira epitelial, protecédo contra
doencgas metabolicas, e, por conseguinte, melhoria da qualidade de vida (Canani et al., 2011,
Liddicoat et al., 2020). Aumenta a expressao das proteinas das TJ no intestino e atua como a

fonte de energia preferencial para as células epiteliais do colon, diminui o pH luminal para
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reduzir a solubilidade dos sais biliares, inibe a absor¢do de amoniaco, dificulta a invasdo de

microrganismos patogénicos e atua como um agente anti-inflamatdrio potente, alterando a

secrecdo de mediadores pro-inflamatorios e reduzindo a hiper-permeabilidade intestinal
(Kamo et al., 2017; Sanna et al., 2019; Guo et al., 2020; Blaak et al., 2020). O impacto dos

SCFAs - em especial do butirato - nas TJ intestinais, ja foi estudado, principalmente in vitro

e em varios modelos animais experimentais (Zafar & Saier, 2021).

A Tabela 3 resume os SCFAs produzidos por algumas espécies bacterianas

constituintes do microbioma intestinal, e a sua principal funcéo.

Tabela 3: Producéo de SCFASs por espécies bacterianas intestinais

Espécie bacteriana

SCFAs produzidos e o seu efeito

Referéncias

Anaerostipes caccae

Descrito como um dos maiores produtores de
butirato da microbiota intestinal, utilizando o
metabolismo dos hidratos de carbono, acetato e
lactato. Gracas a essa capacidade, € uma espécie
que estabelece uma variedade de interacOes
tréficas com muitas outras espécies, essenciais
para a homeostase do intestino infantil, bem
como participa na atenuagdo de respostas
alérgicas a p-lactoglobulina, evitando o
aparecimento de alergias alimentares no inicio de
vida.

Schwiertz et al,
2002; Abbeele et al.,
2013; Belzer et al.,
2017; Ose et al.,
2018; L. Chia et al.,
2018; Feehley et al.,
2019; K. H. Lee et
al., 2020; Turroni et
al., 2020; L. Chia et
al., 2020; Rachid et
al., 2021

Kineothrix alysoides

Produtor de butirato intestinal, cujo aumento da
abundancia relativa se correlacionou com a
reducdo do comportamento semelhante a

Haas & Blanchard,
2017; Sanna et al.,
2019; Liddicoat et

Faecalibaculum
rodentium

ansiedade em ratinhos —  propriedades | al., 2020
ansioliticas.
Elevada capacidade de fermentacéo,

especialmente producdo de butirato; isso
contribui no controlo da acetilagdo de proteinas
e da proliferacio de células tumorais em
humanos e ratinhos — funcdo anti tumoral;
regulacdo de vérias vias metabolicas e
diminuicdo de distarbios metabolicos.

Chang et al., 2015;
Ke et al, 2019;
Perillo et al., 2020;
Zagato et al., 2020

(Continua na pégina seguinte)
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Tabela 3: Producéo de SCFAs por espécies bacterianas intestinais (continuagado)

Espécie bacteriana

SCFAs produzidos e o seu efeito

Referéncias

Parabacteroides
distasonis

Capacidade de converter 4&cidos biliares
primarios em secundarios e gerar succinato no
intestino, o que conduz a diminuicdo da
hiperglicemia e hiperlipidémia e melhoria da
esteatose hepatica; probidtico promissor que
pode modular o metabolismo do hospedeiro para
reduzir a obesidade e disfungdes metabdlicas;
atenua a tumorigénese, modula marcadores
inflamatérios e promove a integridade da
barreira intestinal; propriedades  anti-
inflamatdrias e anti-neoplasicas.

Y. Koh et al., 2018;
K. Wang et al., 2019;
G. Koh et al., 2020

Barnesiella
intestininominis

Contém genes para a producdo de acetato,
propionato e butirato; tem a capacidade de
alterar o microambiente tumoral em ratinhos,
reduzindo as células T reguladoras e estimulando
as respostas efetoras de linfécitos T citotoxicos
anti tumorais, limitando os seus efeitos pro-
apoptoticos diretos nas células epiteliais.
Encontra-se diminuida em pacientes com
sindrome do intestino irritavel (SIl) e tem um
papel fundamental na inibicdo da taxa de
crescimento do Clostridium difficile.

Steinway et al., 2015;
Fielding et al., 2019;
W. Li et al., 2019;
Limeta et al., 2020;
Jeffery et al., 2020

Clostridium
lactatifermentans

Fermenta o lactato e produz acetato,
propionato, isovalerato e butirato.

Inibe o crescimento da Salmonella enterica
Enteritidis, em particular pela producdo de

propionato.

Wielen et al., 2002;
Wielen et al., 2002;
Flint et al., 2014; Jia
etal., 2020

A maioria dos comensais do intestino desempenham um papel duplo no organismo
hospedeiro, ou seja, para além de efeitos benéficos e protetores, através de elevadas
atividades metabdlicas e diversas fungdes intestinais e imunologicas, também possuem
efeitos indesejaveis e potencialidade de provocar inflamacéo e disbiose intestinal. Esta
condicdo é caracterizada particularmente pela reducédo da diversidade bacteriana e alteracéo
da sua composicdo; reducdo da expressdo de proteinas nas TJ intestinais e nos TLRs,
alterando dessa forma a permeabilidade da barreira epitelial e conduzindo a libertacéo de
citocinas pro-inflamatorias (Telle-Hansen et al., 2018; Ashrafian et al., 2019; Sitkin &
Pokrotnieks, 2019).
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bacterianas com esse tipo de potencialidade.

Tabela 4: Potencialidade inflamatdria das espécies bacterianas

A Tabela 4 sintetiza algumas consequéncias provocadas pela colonizacdo de espécies

Espécie/estirpe

Potencialidade inflamatoria e fatores de
viruléncia

Referéncias

Bacteroides
thetaiotaomicron
VPI-5482

A fucose livre gue induz nos enterécitos, ou o acido
sidlico, podem ser usados como fonte de carbono
por outros microrganismos patogénicos, por
exemplo, Salmonella enterica Typhimurium ou
Clostridium difficile.

Grondin et al.,
2017;
Catlett et
2020

al.,

Aumenta a expressdao do gene de viruléncia da
Escherichia coli enterohemorragica através do
fator de transcricio Cra -> contribui para a
proliferacdo desse microrganismo entérico.

Curtis et
2015

al.,

Produz vesiculas da membrana externa (OMVs)
gue contém fosfatases e sulfatases, podendo
contribuir para o meio inflamatorio do intestino.

Durant et al,,
2020

Bacteroides
thetaiotaomicron
DSM 2079

A colonizacdo desta espécie em ratos, que tinham
deficiéncia de esfingolipidos, conduziu a pools de
ceramida intestinal alterados e caracteristicas
clinicas de inflamacéo intestinal.

Hiippala, 2020

Staphylococcus
lentus

Microrganismo  patogénico oportunista para
pacientes imunocomprometidos pela producéo de
inimeros fatores de viruléncia. Por exemplo, as
enterotoxinas que produz sdo agentes causadores
de intoxicacbes alimentares, sendo também
capazes de interromper as respostas imunoldgicas
humanas e animais.

Podkowik et al.,
2013; Al-Talib
et al., 2020;
Michalik et al.,
2020

Induz a transcri¢do de genes pro-inflamatérios do
hospedeiro, que provocam alteracbes no
transcriptoma e ambiente intestinal fetal, bem
como a alteracdes no intestino adulto.

JaSarevié¢ et al.,
2018

Causador frequente de mastite, com 0 aumento de
citocinas séricas, incluindo IL-1, IL-6, IL-8 e fator
de necrose tumoral o (TNF-a).

Tao et al., 2020

Capacidade de adesdo as células HT-29 (linha
cancerigena do célon humano).

Lugman et al.,
2018

(Continua na pégina seguinte)
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Tabela 4: Potencialidade inflamatdria das espécies bacterianas (continuagado)

Espécie/estirpe

Potencialidade inflamatoria e fatores de
viruléncia

Referéncias

Bacillus cereus

Causa importante de intoxicagdo alimentar em
humanos, associado a 2 tipos de doencas
gastrointestinais, emética (intoxicagéo) e sindrome
diarreica (infecéo).

Andersson et al.,
2007; Jelberger
et al, 2014;
Tuipulotu et al.,
2020

Fatores de viruléncia: toxinas formadoras de poros,
cereulida, hemolisinas, enterotoxinas, proteases e
fosfolipases - danificam as células epiteliais
proximas pela formagdo de poros, resultando em
danos as microvilosidades e lise osmoética das
células epiteliais do hospedeiro.

Duport et al.,
2016;
Tuipulotu et al.,
2020

Encontrado em estudos de microbioma do leite
materno, implicado em infegcdes graves ou fatais
em bebés prematuros.

Egan etal., 2021

Stenotrophomonas
maltophilia

Elevada capacidade de colonizacdo no ambiente | Duport et al.,
intestinal. Capacidade de aderir a mucina gastricae | 2016; Jessberger
degrada-la. etal., 2020
Produz aminas biogénicas, que sdo toxicas para a | K. Lee et al.,
linha celular intestinal HT-29. 2019

Brooke, 2012;
Emergente microrganismo patogénico humano | An & Berg,
oportunista global e nosocomial, resistente a | 2018; E. J. Kim
multiplos antibidticos. etal., 2019

Fatores de viruléncia: sintese de enzimas
extracelulares (proteases, lipases e lecitinase),
biofilmes, formacdo de cépsula, motilidade
bacteriana e quorum sensing.

Adegoke et al.,
2017; Klimkaité
etal., 2020

Pode afetar todo o0 processo de interacéo
imunoldgica, provocando exaustao dos linfécitos T
e segregacdo de uma grande quantidade de
citocinas IL-2, interferdo gama (IFN-y) e TNF-a =
efeito inibitorio na imunidade celular.

M. Wang et al.,
2021

Clostridium
lactatifermentans

Espécie caracterizada como bactéria ‘condutora’ da
inflamacdo, aumentada em grupos inflamatérios e
de hiperproliferacdo, num estudo das mudangas
biol6gicas evolutivas da microbiota intestinal na
progressao tumoral do epitélio normal do célon.

Sun et al., 2017

Garza et
2020

al.,

(Continua na pagina seguinte)

29



Tabela 4: Potencialidade inflamatdria das espécies bacterianas (continuacgéo)

Espécie/estirpe

Potencialidade inflamatoria e fatores de
viruléncia

Referéncias

Clostridium
lactatifermentans

Espécie caracterizada como bactéria ‘condutora’ da
inflamacdo, aumentada em grupos inflamatérios e
de hiperproliferacdo, num estudo das mudancas
bioldgicas evolutivas da microbiota intestinal na
progressao tumoral do epitélio normal do célon.

Sun et al., 2017

Garza et al,

2020

Dorea longicatena

Associada a degradacdo da mucina, aumentando

Schirmer et al.,

potencialmente a permeabilidade intestinal. 2016;  Worth,
2020
Associada principalmente a doenca de Crohn e SlI %ig(_jm \(j\t/ alr;,
- aumentada na mucosa do ileo terminal de 2020j 5 V\c/)rt ’
individuos que sofrem de recorréncia pos- |’20'20 ang
operatoria dessa patologia. etal,
Capacidade de aderir as células cancerosas, 1y |
capacidade oportunista e potencial papel 2.019ang et al,
carcinogénico.
Associada a respostas imunes exacerbadas,

acompanhadas pela producdo anormal de citocinas
inflamatorias, incluindo niveis mais altos de IFN-

Y.

Schirmer et al.,
2016

Negativamente associada & manutencdo de um
intestino saudavel.

Mortas et
2020

al.,

Clostridium bolteae
BAA613

Possibilidade de comprometer o funcionamento
intestinal através da producdo de metabolitos
neurotoxicos na chamada conexdo intestino-
cérebro.

Pequegnat &
Monteiro, 2019

Causa infeces intra-abdominais quando a barreira
intestinal natural é alterada. Ex: episodios
diarreicos cronicos.

Dehoux et al.,
2016

Desta forma, é facil perceber que a importancia da microbiota intestinal tem sido

compreendida gradualmente por investigadores nos ultimos anos devido ao desenvolvimento

da metagendmica, que permitiu a identificacdo de varios microrganismos, bem como a sua

relagdo com hospedeiros e varias patologias. A microbiota intestinal pode frequentemente
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afetar varios sistemas do corpo humano, principalmente através (i) da producdo de
metabolitos ou da mediacdo de varias citocinas; (ii) do desenvolvimento do sistema
imunolégico para aumentar a resisténcia a infec¢do, segregar antigénios para combater
microrganismos patogénicos e induzir células T na mucosa intestinal a formar células imuno-
reguladoras para inibir a inflamacgéo (Lu et al., 2020). Portanto, continua a ser de extrema
importancia a interpretacdo e compreensdo de varios estudos baseados nas variacGes
interindividuais, heterogeneidade das comunidades bacterianas ao longo, e através do TG, e
a necessidade de distinguir as causas da dishiose, ou seja, conhecer as particularidades das

espécies bacterianas que coabitam o0 nosso microbioma intestinal (Thursby & Juge, 2017).

2.4. Micotoxinas

Os fungos tém sido observados ha milénios e sdo encontrados relativamente de forma
omnipresente na natureza, contendo esporos capazes de viajar grandes distancias pela
superficie do planeta. Muitos produtos agricolas importantes, especialmente aqueles ricos em
hidratos de carbono, sdo locais preferenciais de colonizacdo para estes eucariotas. Alguns
metabolitos toxicos produzidos durante o seu crescimento sdo denominados como
micotoxinas e podem contaminar diversos produtos agricolas (De Ruyck et al., 2015).
Assim, estas sdo um grupo de metabolitos ndo enzimaticos e de baixa massa molecular (=
700 Da), segregados por organismos fungicos, na sua maioria pertencentes aos géneros
Aspergillus, Fusarium, Alternaria e Penicillium. Vérias espécies de fungos pertencentes a
esses géneros podem produzir micotoxinas sendo as principais: desoxinivalenol,
zearalenona, ocratoxina A, fumonisina B1, aflatoxina B1 e patulina. Os fungos costumam
desenvolver-se bem em ambientes com elevada humidade, temperatura e oxigénio durante
todas as fases de producdo e armazenamento da planta. Chulze (2010) relatou que os
principais fatores que influenciam o crescimento de fungos, em produtos alimenticios
armazenados, sdo o teor de humidade, mais precisamente, a atividade da &gua (aw) € a

temperatura da mercadoria, embora varie muito entre géneros fungicos (Chulze, 2010).

As micotoxinas estdo presentes numa variedade de alimentos para animais, incluindo
concentrados, forragens verdes, fenos e silagens, principalmente por terem capacidade de
resistir a temperaturas muito elevadas, conseguindo persistir em muitos tipos de alimentos

processados (Ogunade et al., 2018). A producéo destes contaminantes pelos fungos depende
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das fontes de alimentos, dos enzimas especificos do fungo e de outros fatores ambientais.
Normalmente, a producdo das micotoxinas aumenta durante o processamento dos alimentos,
durante préticas de colheita inadequadas, armazenamento improprio, condi¢cdes aquém das

ideais durante o transporte, bem como a sua comercializacdo (Taheur et al., 2017).

Os humanos sdo expostos diretamente a estes metabolitos toxicos através do consumo
de alimentos derivados de plantas contaminadas (designada micotoxicose primaria) quando
o0s produtos agricolas sdo colonizados por fungos micotoxigénicos ou, indiretamente, pelo
consumo de produtos derivados de animais quando estes sdo alimentados com racéo
contaminada (designada micotoxicose secundaria) (Taheur et al., 2017; Anal et al., 2021).
Assim, devido a natureza ubiqua dos fungos, estes metabolitos tém sido uma preocupacéo
recorrente das organizacdes de salde, onde a sua permanéncia em alimentos e ra¢fes nédo
pode ser ignorada e ja representa um risco para 0s consumidores e animais, respetivamente
(Liew & Mohd-Redzwan, 2018).

2.4.1. Interacdo das micotoxinas com a microbiota e com o trato gastrointestinal

O epitélio intestinal é a primeira linha de defesa fisica, quimica e biolégica do
hospedeiro, como ilustrado na Figura 5 e, portanto, desempenha um papel critico na
manutencdo da homeostase intestinal sob stress de exposicdo a micotoxinas (Grenier &
Applegate, 2013). O TGI € o 6rgdo responsavel pela ingestdo de alimentos, digestao,
absorcdo de energia e nutrientes, resposta imunolédgica, bem como a eliminacéo de produtos
residuais (Ren et al., 2019). A barreira intestinal resulta da sinergia entre trés componentes:
(i) a barreira ligada a microbiota que coloniza o intestino; (ii) a barreira fisico-quimica
formada pelas células epiteliais e as suas secrecdes; e (iii) a barreira imunoldgica (Guerre,
2020). Assim, manter este 6rgao saudavel é crucial, pois garante que 0s nutrientes sejam
absorvidos de forma ideal, fornece protecdo eficiente contra microrganismos patogénicos
através do seu préprio sistema imunolégico e mantém a microbiota indigena em nimeros
adequados, e confinada as suas estirpes naturais. Essas trés fungdes do TGI sugerem que cada
componente interage entre si (nutricdo < sistema imunologico <> microbiota intestinal) para

manter a homeostase intestinal (Grenier & Applegate, 2013).
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Figura 5: A funcéo da barreira intestinal (adaptado de Lu et al., 2020)

Como as micotoxinas estdo presentes principalmente em alimentos e racdes, o intestino
é o primeiro alvo para a sua toxicidade, e, igualmente o local da sua absor¢do que leva a
exposicao sistémica a esses compostos. Existem, portanto, inimeras razdes para estudar a
interacdo bidirecional que existe entre as micotoxinas e a microbiota intestinal, em
primeiro lugar, porque 0s microrganismos intestinais tém capacidade de modificar a
toxicidade destes contaminantes, maioritariamente através da: (i) alteracdo na toxicocinética
das micotoxinas; (ii) transformacdo quimica por enzimas presentes nas células do
microrganismo, ou que foram libertadas por este no intestino; (iii) hidrolise, acetilagéo,
descarboxilacdo e biotransformacéo das micotoxinas, que conduz a formacdo de metabolitos
menos toxicos do que o composto original; (iv) capacidade que alguns microrganismos tém,
principalmente pela constituicdo da sua parede celular, de se ligarem as micotoxinas,
reduzindo assim a sua absorcdo (Guerre, 2020). No entanto, o interesse no estudo desta
interacdo também provém da capacidade que as micotoxinas tém de alterar a composi¢ao
da microbiota intestinal, cujos efeitos toxicos provocam alteragdes nas secrecdes e muco
intestinal, nas células do sistema imunolégico e na composi¢do do ambiente de crescimento

dos microrganismos comensais que, consequentemente, altera o equilibrio da populagéo e
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pode conduzir a disbiose, translocacdo bacteriana e aparecimento de doencas infeciosas
(Guerre, 2020; Anal et al., 2021).

Relativamente a interacdo das micotoxinas com o TGI, a atencdo gera-se
normalmente apenas sobre os seus efeitos pos-absor¢cdo, quer se manifestem em sinais
cronicos ou agudos. De facto, esta € uma importante monitorizagdo do impacto que as
micotoxinas tém no ambiente intestinal pois estes contaminantes tém biodisponibilidades
muito varidveis. Ou seja, algumas serdo absorvidas mais rapidamente, enquanto outras irdo
avancar no TGlI, e isso € muito importante por varias razdes. Em primeiro lugar, sejam ou
ndo absorvidas na circulacao sistémica, as células do TGI estardo potencialmente expostas a
toda a gama de micotoxinas ingeridas e nas maiores concentracfes, sendo o primeiro alvo
desses contaminantes. Em segundo lugar, as toxinas que avancam no TGI terdo maior
oportunidade de interagir com as células microbianas presentes no intestino. O rapido
aparecimento da maioria das micotoxinas na circulagdo indica claramente que a maior parte
da toxina ingerida é absorvida na parte proximal do TGI. Posto isto, estes contaminantes
podem comprometer o epitélio intestinal antes da absorcdo na parte superior, ou em todo o
intestino (Broom, 2015).

As evidéncias indicam que as principais micotoxinas afetam marcadamente as células

epiteliais (Fig.6) através de varios mecanismos, nomeadamente:

(1) aumento da morte celular e citotoxicidade;

(i)  aumento da permeabilidade da monocamada celular;

(iii)  diminuicdo da TEER;

(iv)  expressao, localizacdo intracelular e funcdo das proteinas TJ comprometidas;

(v) translocacdo subsequente de fatores de stress prejudiciais, em particular bactérias
(comensais e patogénicos), do lumen intestinal para o ambiente interno;

(vi)  camada de muco do epitélio intestinal mais fina (Grenier & Applegate, 2013).

Os efeitos negativos das micotoxinas na satde intestinal incluem ainda uma diminuicdo na
sintese de proteinas, o que reduz a barreira e a funcdo imunoldgica; o aumento do stress
oxidativo a nivel celular; alteragbes na expressao génica e na producdo de mensageiros

quimicos (citocinas), com efeitos no sistema imunologico, no crescimento e diferenciacéo

34



celular; e ainda a inducdo de morte celular programada (apoptose) (Caballero & Mazili,
2020).

Para além disso, ja foi anteriormente demonstrado que a presenca destes metabolitos
pode causar alteracBGes na estrutura das vilosidades intestinais; o seu encurtamento ndo sé
aumenta a permeabilidade intestinal, mas também diminui a area de superficie para a
absorcédo de nutrientes, levando a sua ma absorcéo, diarreia e aumento da suscetibilidade a
doencas (W. Zhang et al., 2020). O comprometimento desta barreira intestinal resulta na
penetracdo de xenobioticos de diferentes pesos moleculares e translocacdo bacteriana,
acabando por contribuir para um desequilibrio das respostas inflamatérias e a ativacdo da
imunidade local e sistémica, causando a ocorréncia de patologias inflamatérias (Gao et al.,
2020).

Por outro lado, algumas micotoxinas também podem estimular a producdo de varias
moléculas antimicrobianas, que tém efeitos positivos na manutencdo da homeostase
intestinal. Por exemplo, sabe-se que as Fumonisinas podem inibir o crescimento de fungos,
incluindo Alternaria alternata, Botrytis cinerea e Penicillium expansum; algumas toxinas
produzidas pelo genero Fusarium podem exibir diferentes mecanismos de defesa
antimicrobianos e as Aflatoxinas exibem atividade antimicrobiana moderada contra as
espécies bacterianas Escherichia coli, Bacillus subtilis e Enterobacter aerogenes (Du et al.,
2017).

O metabolismo destes contaminantes alimentares pode ocorrer tanto no figado como
no trato digestivo. Ao nivel intestinal, o epitélio ou os microrganismos comensais podem
limitar os efeitos tdxicos das micotoxinas no TGI. Isso € especialmente verdadeiro nos
ruminantes por serem capazes de converter muitas micotoxinas em metabolitos ndo toxicos.
No entanto, em ndo ruminantes, a biotransformacdo intestinal das micotoxinas ocorre
predominantemente no intestino grosso e, portanto, ocorre menor desintoxicagdo antes da
absorcéo (Gao et al., 2020).
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Figura 6: Interacdo das micotoxinas com o limen intestinal (adaptado de Lu et al., 2020)

2.4.2. Efeitos toxicos e sintomatologia

Micotoxicose € o termo usado para a intoxicacdo associada a exposicdo humana ou
animal a micotoxinas, ocorrendo esta principalmente por ingestdo, mas também,
eventualmente, por via dérmica e inalatéria. As micotoxinas podem ser toxicas a
concentracfes muito baixas e o seu efeito tdxico pode ocorre ao nivel da célula, tecido e
orgdo causando efeitos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, citotdxicos,
neurotoxicos, nefrotdxicos, imunossupressores e estrogénicos (De Ruyck et al., 2015; Du et
al., 2017). A extensdo dos efeitos adversos das micotoxinas na salde humana ou animal
depende principalmente do tempo de exposicdo, dosagem, tipo de micotoxinas, estado
fisioldgico e nutricional, bem como possiveis efeitos sinérgicos com a exposi¢do a outros
produtos quimicos. Também é importante realcar que a exposicao a estes compostos ndo se
limita apenas aquelas que sdo puras, mas também as que sdo conjugadas a biopolimeros;
portanto, raramente aparecem de forma isolada. Algumas pessoas sdo0 mais suscetiveis a
contrair micotoxicose do que outras, e isso deve-se a variabilidade farmacogenética em que

mutacOes genéticas especificas, como genes do citocromo P450, podem aumentar ou
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diminuir a atividade metabdlica/citotoxicidade das micotoxinas (Liew & Mohd-Redzwan,
2018). Quando os animais sdo alimentados com dietas contaminadas com estes metabolitos
secundarios, é frequente ocorrer reducdo do consumo de racdo e produgéo de leite, problemas
reprodutivos, imunossupressdo e morte (Ogunade et al., 2018). No que diz respeito aos
humanos, os principais sintomas incluem perda de peso corporal, alteracdes
neuroenddcrinas, ma absorcdo de nutrientes e possivel diarreia, inflamacao e até mesmo a

morte.

Assim, é importante conduzir estudos relacionados a sua desintoxicacdo. Atualmente,
a estratégia mais comum para reduzir a exposi¢do dos animais as micotoxinas € diminuir a
sua biodisponibilidade incorporando varios agentes desintoxicantes de micotoxinas na racao,
que visam a reducdo da sua captacao e distribuicdo para o sangue e 6rgdos-alvo. Dependendo
do seu modo de acdo, esses aditivos nas racées podem atuar reduzindo a biodisponibilidade
das micotoxinas (agentes adsorventes, ex: carvdo ativado, minerais de silicato) ou
degradando-os em metabolitos menos toxicos (agentes de biotransformacdo, ex: enzimas

produzidas por algumas espécies bacterianas) (Laurain et al., 2018).

2.5. Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo um dos principais metabolitos fangicos secundarios produzidos por
fungos do género Aspergillus, principalmente Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
embora outras espécies que produzem aflatoxinas em alimentos também tenham sido
identificadas, como A. nomius, A. tamarii, A. pseudotamarii ou A. australis. Estes
metabolitos sdo uma familia de compostos geralmente classificados como difuranocumarinas
(Marchese et al., 2018) e foram descobertos no final da década de 1950 e inicio da década de
1960, como resultado de uma investigacdo conduzida para avaliar a elevada taxa de
mortalidade em aves, e outros animais, em consequéncia da ingestdo de racdo contendo
amendoim originario da América do Sul. As aflatoxinas mais relevantes em termos de
seguranca alimentar séo a B1 e B2 (produzidas por A. flavus e A. parasiticus), G1 e G2
(produzidas por A. parasiticus) e M1 e M2 (metabolitos das aflatoxinas B1 e B2 que séo
excretados no leite) (Losada et al., 2011). A. flavus é encontrado de forma omnipresente no

solo e contamina uma ampla variedade de culturas do mundo, como arroz, milho, amendoim,
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grdos, nozes, laticinios, cha, especiarias e cacau, bem como ragdes para animais e peixes
(Negash, 2018).

As aflatoxinas sdo especialmente problematicas em climas quentes e secos e a sua
prevaléncia é agravada pelo stress ou danos devido a seca antes da colheita, a atividade dos
insetos, um mau momento da colheita, as fortes chuvas durante e apds a colheita e uma
secagem inadequada da cultura antes do armazenamento. A FAO (Food and Agriculture
Organization) relata, anualmente, que cerca de 20% dos alimentos produzidos no mundo
estdo contaminados por micotoxinas, sendo que as aflatoxinas sdo maioritarias. Alguns
fatores essenciais que afetam a contaminagéo por aflatoxinas incluem o clima da regido, o
genotipo da cultura plantada, o tipo de solo, as temperaturas minimas e méximas diarias e a

evaporacdo liquida diaria (Negash, 2018).

Os sintomas associados a ingestdo aguda de aflatoxinas (aflatoxicose) incluem
inapeténcia, ataxia e hepatomegalia; no entanto, o diagnostico desta patologia é dificil porque
os sintomas sdo inespecificos (Ogunade et al., 2018). A prevaléncia de doencas oncoldgicas
e outras em exploracGes pecuérias, sistema imunoldgico debilitado dos animais e a reducéao
na producdo de leite sdo alguns exemplos de danos na industria de alimentos e pecuéria.
Considerando as enormes perdas econdémicas e a protecdo da salde publica, a prevencdo e
neutralizacdo das aflatoxinas na alimentacdo das espécies pecudrias e produtos de origem
animal, como o leite, € essencial. Assim, alguns paises estabeleceram niveis maximos
permitidos de aflatoxinas em alimentos — dependendo do desenvolvimento dos varios
paises - com o objetivo de controlar e reduzir os seus efeitos prejudiciais. Por exemplo, 0s
niveis maximos definidos pela Comissdo Europeia sdo 2 pg/kg para a AFB1 e 4 pg/kg de
peso corporal para aflatoxinas totais, nos cereais e nozes para consumo humano. Suspeita-se
que o consumo de alimentos contendo concentragdes de aflatoxina de 1 mg/kg, ou superior,
cause aflatoxicose; com base em estudos anteriores, estimou-se que, uma dose de 20 a 120
ug/kg de peso corporal consumida por um periodo de 1 a 3 semanas, é extremamente toxica
e potencialmente letal (Wild et al., 2015).
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2.5.1. Aflatoxina B1

A aflatoxina B1 é uma das principais toxinas e um dos carcinogénicos naturais mais
potentes produzido por espécies toxigenicas de Aspergillus, tendo sido classificada como
cancerigeno humano do Grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancro (J. Wang
et al., 2016), uma vez que se destaca do ponto de vista da seguranca sanitéria por ser a mais
comum em alimentos e também a mais toxica para 0 homem, de entre mais de 14 diferentes

tipos de aflatoxinas (Galarza-Seeber et al., 2016; Marchese et al., 2018).

Esta toxina € classificada como uma difuranocumarina, caracterizada pela fusdo de um
anel ciclopentenona ao anel lactona da estrutura cumarinica (Fig.7) e por forte emissao de
fluorescéncia na regido azul (dai a designacdo B) quando exposta a luz ultravioleta.
Relativamente as suas propriedades quimicas, € ligeiramente solivel em &gua, insollvel
em solventes apolares e muito solivel em solventes organicos polares. Possui forte
estabilidade térmica, mesmo em elevadas temperaturas (> 100 °C), o que evita que seja
degradada termicamente durante a fabricacdo de alimentos. Isso representa um grande
obstaculo na reducdo da contaminacdo de alimentos pela AFB1, especialmente em leite e
derivados, uma vez que, isoladamente, a pasteurizacdo e outros tratamentos térmicos ja se
mostraram pouco eficazes. Os seus efeitos no organismo estdo intimamente relacionados a
sua estrutura quimica, podendo ser classificados genericamente como carcinogénicos,

mutagénicos, teratogénicos, hepatotoxicos e imunossupressores (Losada et al., 2011).

E uma molécula relativamente pequena e lipofilica, tornando-a eficientemente
absorvida pelo TGI apds administracdo oral, principalmente no intestino delgado por difusdo
passiva, e mais eficiente no duodeno, prejudicando o crescimento celular, causando danos ao
DNA e aumentando a atividade da lactato desidrogenase. A absorc¢édo desta micotoxina no
intestino delgado é considerada completa porque varios estudos, utilizando diversas espécies,
mostraram uma toxicocinética semelhante da AFB1 ap06s administragdo oral em comparacao
com intraperitoneal ou intravenosa. Embora a sua passagem pelo TGI seja eficiente, €
relativamente lenta, o que provavelmente se deve ao extenso metabolismo da micotoxina nos
tecidos do intestino; ela é absorvida, bem como o0s seus metabolitos, e sdo transportados para

o figado, onde ocorre metabolismo posterior (J. Wang, 2017).
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Figura 7: Estrutura AFB1 (adaptado de Gutierrez, 2015)

Assim, o figado é o principal 6rgdo-alvo da AFBL1, e, por este motivo, pode também
ser ativada metabolicamente nesse 6rgdo para causar toxicidade hepética aguda, formar
aductos no DNA e induzir mutag@es geneticas (J. Wang et al., 2016).

A AFBL1 é metabolizada neste 6rgéo, pelo sistema de enzimas P450, em aflatoxina B1-
8,9-epdxido (AFBO), que tem dois isomeros: AFB1-8,9-exo-epdxido e AFB1-8,9-endo-
epoxido. Esta conversdo metabdlica é realizada principalmente no figado humano pelos
citocromos CYP3A4 e CYP1A2. Em elevadas concentracdes de AFB1, CYP3A4 é o maior
produtor de AFBO, produzindo essencialmente apenas 0 seu exo isémero. A natureza
altamente eletrofilica desse intermediario permite que ele reaja espontaneamente com aminas
biolégicas em proteinas e &cidos nucleicos. Ao reagir com o DNA, AFBO liga-se
covalentemente na posi¢cdo N7 da guanina, formando o aducto AFB1-N7-guanina. O exo
isbmero que se forma, AFB1-exo0-8,9-epdxido, é considerado o principal metabolito
carcinogénico da AFB1 (Rushing & Selim, 2019). Assim, esta micotoxina € um teratogenico
potente devido a sua capacidade de se ligar ao DNA e de causar a conversao de guanina em
timina (G>T) na proteina supressora de tumor p53, o que conduz a mutacdes e
transformacfes malignas; subsequentemente, € inibida também a sintese de proteinas (De
Ruyck et al., 2015; Smith et al., 2017; Liew & Mohd-Redzwan, 2018).

Os efeitos bioldgicos, produzidos como uma resposta ao consumo de AFB1, véo
depender da variacdo entre especies, idade, sexo, estado nutricional, os componentes dos
alimentos, a interagdo com as substancias quimicas, a dose e o periodo de exposi¢do do

organismo a aflatoxina (Losada et al., 2011). A AFB1 presente na alimentacéo dos animais

40



causa problemas nos tratos genital, digestivo e respiratdrio através de diversos mecanismos,
como interferéncia no metabolismo de hidratos de carbono, lipidos e &cidos nucleicos;
provoca apoptose celular, reducdo da sintese proteica e instabilidade da membrana das
células. Esta micotoxina é igualmente um agente causador da supressdo do crescimento,
modulacdo do sistema imunoldgico e desnutricdo. Exerce inimeros efeitos imunotoxicos,
variando de alteragdes na imunidade inata ou células apresentadoras de antigénios a
alteragbes na imunidade adaptativa, resultando num nUmero reduzido de linfdcitos
circulantes, na inibicdo da blastogénese de linfocitos e a alteracdo da expressao de citocinas
em animais de varias espécies, aumentando assim o risco de doencas infeciosas (Losada et
al., 2011). Como ja referido, elevadas concentragBes desta micotoxina sdo letais,
concentracfes médias levam ao envenenamento crdnico, e a exposi¢do continua, a baixas
concentracdes, pode resultar em carcinoma hepatocelular (Negash, 2018). Os
biomarcadores utilizados para medir e identificar a exposicdo a aflatoxina Bl estdo
quantitativamente associados a ingestdo alimentar desta, e incluem os aductos AFB1-N7-
guanina excretados na urina, que refletem a exposi¢do do dia anterior; aflatoxina M1, o
metabolito resultante da hidroxilacdo da AFB1, encontrado no leite materno, que reflete a
exposicdo de 12 a 24h apds a ingestdo de alimentos contaminados; e o aducto aflatoxina-
albumina no plasma ou soro, com semi-vida de aproximadamente 2 meses, 0 que permite a

medicdo de exposicOes cronicas a aflatoxina (Gong et al., 2016).

Devido a elevada prevaléncia da AFB1 nos alimentos, muitas estratégias tém sido
desenvolvidas para prevenir ou remover a contaminacéo, a fim de restaurar a seguranca e
comestibilidade dos produtos alimenticios. As estratégias de controlo sdo divididas em
técnicas pré e poés-colheita. As primeiras incluem o uso de culturas geneticamente
modificadas que sdo resistentes a infeccdo pelo género Aspergillus e fatores de stress
ambientais, rotacao de culturas e o tempo de cultivo. As segundas incluem métodos fisicos,
como secagem, embalamento, armazenamento e utilizacdo de pesticidas ou outros aditivos
qguimicos/bioldgicos adequados. Essas estratégias atuam como medidas preventivas para
reduzir a contaminagdo nas culturas, no entanto, ndo séo eficazes na sua prevencdo total
(Rushing & Selim, 2019). Existem igualmente leveduras e varias bactérias lacticas que se
podem ligar as aflatoxinas, diminuindo a sua biodisponibilidade em ra¢Ges ou alimentos,

utilizando essencialmente o mecanismo de bioadsor¢ao para esse efeito. Como as bactérias
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lacticas contribuem fortemente para a manutencdo e promocdao da saude corporal, através de
(i) reducéo do pH no TGl (ii) secrecdo de compostos antimicrobianos (bacteriocinas) (iii)
aumento da fungdo imunoldgica e (iv) prevengdo da aderéncia patogénica e colonizacgao no
TGI, sdo as espécies mais testadas e mais utilizadas como probidticos e geralmente séo
consideradas seguras, sendo um meétodo desejavel para a remogéo destes contaminantes (Jin
etal., 2021).

Estudos realizados recentemente demonstraram que essa capacidade de adsorcdo as
aflatoxinas envolve a adesdo fisica direta, por um curto periodo de tempo, da micotoxina aos
peptidoglicanos na parede bacteriana de algumas bactérias lacticas, por interagdes ndo
covalentes incluindo interacfes de van der Waals, interagdes eletrostaticas e ligacGes de
hidrogénio (Losada et al., 2011; Guerre, 2020). Entre estas bactérias, a adsorcao fisica pelo
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus casei Shirota tém sido as mais estudadas, embora
Enterococcus faecium e outras bactérias Gram (+) pertencentes aos géneros Bifidobacteria,
Rhodococcus, Cellulosimicrobium, Corynebacterium, Streptomyces e Actinomycete, e varias
bactérias Gram (-) pertencentes aos géneros Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter,
Stenotrophomonas, Brevundimonas, Mycobacterium, entre outros, também tenham sido
descritas como eficazes na desintoxicacdo da AFB1; as espécies fungicas incluem Candida
utilis, Rhizopus spp., Aspergillus niger, Trichoderma spp., Phoma spp., Phanerochaete

chrysosporium e Pleurotus ostreatus (Losada et al., 2011; Guerre, 2020).

Curiosamente, foi descrito que a espécie Armillariella tabescens, um fungo comestivel e
medicinal chinés, exibe atividades desintoxicantes contra a AFB1 por produzir o enzima
aflatoxina oxidase, com capacidade de reduzir consideravelmente a toxicidade mutagénica
da AFB1, tendo como alvo a ligacdo insaturada carbono-carbono-8,9 deste contaminante
alimentar (Cao et al., 2011; Anal et al., 2021).

A Tabela 5 sistematiza alguns estudos acerca do potencial de adsor¢do/degradacdo de

algumas especies bacterianas relativamente a AFBL1.
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Tabela 5: Potencial de degradacao da AFB1 pelas espécies bacterianas

Espécie/estirpe Modelo em Potencial de degradacéo Referéncia
estudo e
[AFB1]
Diminuicéo substancial dos tamanhos
das culturas bacterianas em 4 dias,
Varios mas 0 mesmo ndo aconteceu em 8 | Weekley et
modelos dias. Na cultura de B. cereus, o | al., 1989
Bacillus cereus animais tamanho da coldnia foi aumentada por
esta micotoxina ap6s 8 dias da | Bernardeau
[AFB1] =10 | inoculacdo. Sugere-se que essas | etal., 2017
pg/mL bactérias eventualmente degradem a
aflatoxina, resultando, com o tempo,
numa densidade das colonias
bacterianas normais e aumentadas.
Forte capacidade de degradar a AFBL1,
Cavalo, sendo a percentagem de degradacéo
Bacillus cereus pombo, ovelha | de 98% apds 24h de incubacdo, com T | Abdel-Shafi
MG751322 e bufalo 6tima de 37 °C. Potencial espécie | etal., 2018
bacteriana para ser utilizada em
[AFB1] =500 | biorremediagdo e desintoxicacdo de
ppb aflatoxinas a nivel alimentar.
Conhecidas por produzir N-acil
homoserina lactona (AHL) lactonases
que podem hidrolisar a ligacdo éster
do anel de lactona da AFBl. A
degradacdo desta pelas estirpes
Bacillus cereus Artemia salina | RC3E, RC4A e RC6B aumentou | Gonzélez
RC3E, RC4A, progressivamente de 24 a 72 h. As | Pereyra et
RC6B, RC1C, estirpes RC1C, RC3A, RC3C, RC4B | al., 2019
RC3A, RC3C, e RC6A atingiram o0 seu maximo de
RC4B, RC6A, [AFB1] = degradacdo em 72 h, enquanto para
RC1A, RC1B e 1000 ng/mL | RC1A, RC1B e RC3B a degradacédo
RC3B maxima foi alcangada em 48 h. As %

de degradacdo variaram de 32,72 a
67,83 ng/ml em 72 horas. As estirpes
RC1A, RC3B, RC4A, RC4B e RC3E
apresentaram % de degradacédo
significativamente ~ maiores  nas
primeiras 24-48 h.

(Continua na pagina seguinte)
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Tabela 5: Potencial de degradacao da AFB1 pelas espécies bacterianas (continuacéo)

Espécie/estirpe Modelo em Potencial de degradacéo Referéncia
estudo e
[AFB1]
Ocorreu | da AFB1 em 82,5% apos
Stenotrophomonas Anta incubacdo em meio liquido a 37 °C | Guan et al.,
maltophilia por 72h. Acredita-se que a | 2008
(isolado 35-3) [AFB1] =100 | degradacdo enzimética da micotoxina
ng/mL sem pré-exposicdo é uma atividade
constitutiva da bactéria.
2 x 10 UFC/mL de Lactobacillus sp.
é capaz de reduzir o nivel de AFB1
para 0,1-13%. Parece que 0s
componentes da superficie destas | Liew et al.,
Lactobacillus sp. N/A bactérias probiéticas estdo envolvidos | 2019
na ligagdo a micotoxina, e por isso, a
intervencdo com este microrganismo,
¢ potencializada para atenuar a
toxicidade induzida pela AFB1.
Borrego e rato | Revelou ter capacidade antifungica
Lactobacillus principalmente a pH 4. Inibiu o | Drobna et
murinus [AFB1] =5 | crescimento de Aspergillus niger e de | al., 2017
pg/ml Aspergillus flavus em 25,3 e 32,6 %,
respetivamente.
Solugéo Demonstrou ter 30,1% de capacidade
Lactobacillus contaminada | de ligagio a AFBL. Peltonen et
johnsonii com [AFB1] = al., 2001
CSCC 5142 5 pg/ml
Nas concentracGes de 10 e 25 mL kg-
1 impediu  completamente o
Sorgo e crescimento de Aspergillus flavus e | Abdelkader
Staphylococcus amendoim Aspergillus parasiticus em sorgo e | etal., 2020
lentus amendoim, respectivamente, e
[AFB1] = 100 | consequentemente, ndo foi produzida
ng/g aflatoxina. Portanto, tem a capacidade

de inibir o crescimento destas
espécies fungicas a 100% e ainda
demonstrou degradar a AFB1 em
96%.
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2.5.2. Influéncia da AFB1 no intestino e no microbioma intestinal

Nos ultimos anos, a aplicacdo de tecnologias de sequenciacdo de DNA de nova
geracdo (NGS) tem permitido descobrir e compreender inimeras relacbes que se
estabelecem entre a microbiota intestinal, a composi¢do da dieta e a saide do hospedeiro.
Nesta relacdo, a exposi¢do a micotoxinas ou composicdo da dieta pode levar a alteracdo da
microbiota intestinal, e esta, por sua vez, pode influenciar significativamente o estado de
salde do hospedeiro (Yin et al., 2016).

Relativamente ao seu efeito no intestino, atualmente os estudos toxicoldgicos in vitro
e in vivo revelam que a AFB1 provoca tanto alteraces na estrutura morfologica do intestino
(reducéo da densidade das vilosidades jejunais e a area de absorcdo intestinal, reducdo das
microvilosidades nos enterécitos, desaparecimento das cristas mitocondriais etc.), como
alteracbes na barreira imunoldgica da mucosa intestinal, provocando reducdo da fungéo
imune humoral e reducéo dos niveis de expressdo de mMRNA de vérias imunoglobulinas (Liew
& Mohd-Redzwan, 2018). Ja diversos estudos tentaram compreender as consequéncias da
exposicdo a AFB1 em vaérias linhagens celulares, relacionadas ao intestino, estando alguns
exemplos representados na Tabela 6.

Tabela 6: Efeitos da AFB1 no intestino

Modelo em estudo e Efeitos da AFB1 no intestino Referéncia
[AFB1]

Células Caco-2 ;| Diminuicédo da viabilidade celular. Nones et al.,

[AFB1] = 1-50 uM 2017

Inibicdo significativa do crescimento de células
indiferenciadas e diferenciadas; aumento da LDH e

Células Caco-2 ;| ocorréncia de danos genéticos de uma maneira | J. Zhang et
[AFB1] = 0,01-1 | dependente do tempo e da dose, possivelmente | al., 2015
pg/mL devido & producéo de ROS. As células diferenciadas

mostraram-se mais sensiveis a aflatoxina, o que
pode ser devido a alteracdo das enzimas durante a
diferenciacdo celular.

(Continua na pagina seguinte)
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Tabela 6: Efeitos da AFB1 no intestino (continuagdo)

Modelo em estudo Efeitos da AFB1 no intestino Referéncia
e [AFB1]

Camaréo branco

pacifico Aumento da mortalidade, diminuicdo da taxa de

(Litopenaeus ganho de peso, destruicdo _grave_da histomorfologia

vannamei) do hepatopancreas e do intestino, resultando em | v \wang et
o danos ao sistema imunolégico dos camardes. | 51 2019

Tecido intestinal € o | 5 pem afetou a expressio da SIgA e do seu|

hepatopancreas; recetor, afetando assim o seu transporte em células

[AFB1] =5 ppm epiteliais para as camadas de muco.

Frango; Diminuicdo do nivel de transcricdo de slgA,;

[AFB1] = 40 ug/kg | aumento na concentragdo de diamina oxidase sérica; | N. Liu et al.,
diminuicdo do nivel de mRNA de ocludina e | 2018
claudina-1 no jejuno.

Frango; Diminuicéo do numero de células T CD4* no jejuno. | Kraieski et

[AFB1] = 400 ppb al., 2017
Reducdo da % de subconjuntos de células T (T

Frango; CD3*, CD3" CD4* e CD3" CD8*) bem como os | Jiang et al.,
[AFB1] = 0,06 niveis de expressao de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL- | 2015
mg/kg 51.7, IFN-y e TNF-a na mucosa do dl%O(_lCIlO, jejuno e
ileo, sugerindo que a fungéo imunologica da mucosa
intestinal pode ser afetada.
Rato; Degeneracao das vilosidades do duodeno e ileo. Akinrinmade
[AFB1] = 2,5 mg/kg etal., 2016
Rato; [AFB1] = 100 | Inducéo de apoptose do intestino delgado. Jebali et al.,
ug/kg 2018
A mucosa do intestino mostrou uma diminuigdo
significativa no nimero de linfécitos T CD3* e de
atividade da fosfatase alcalina nos enterdcitos,
Rato; [AFB1] = 0,2 | considerada um marcador de maturagdo ou | Tomkova et
mg/kg diferenciagdo das mesmas.  Verificaram-se | al., 2002
alteracBes na imunidade sistémica como linfopenia
e neutropenia, monocitopenia. A diminuigdo das
células T CD3* sugere uma conexao com a
diminuicdo da resisténcia do hospedeiro a doengas
infeciosas.

Desta forma, no geral, os efeitos adversos da exposicao a esta micotoxina no intestino

incluem uma resposta inflamatéria ao longo da parede intestinal, o0 comprometimento da
barreira intestinal (pela eventual destruicdo ou alteragdo da estrutura da camada de

enterdcitos) e do sistema imunoldgico, apoptose celular, inibicdo da sintese proteica e
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ineficiéncia na absorcdo de nutrientes, reduzindo a funcionalidade do intestino. Por outro
lado, atualmente ainda pouco se sabe sobre o impacto desta aflatoxina no microbioma
intestinal. (Liew & Mohd-Redzwan, 2018; Shan, 2019; Voth-Gaeddert et al., 2019). No
entanto, ja alguns estudos demonstraram o0s seus efeitos toxicos quando é administrada

oralmente ou quando € introduzida na dieta de modelos animais (Tabela 7).

Tabela 7: Efeitos da AFB1 no microbioma intestinal

Modelo em estudo e
[AFB1]

Efeitos da AFB1 no microbioma intestinal

Referéncia

Ratos ; [AFB1] = 25
Hg/kg

Interrupcdo de vérias vias metabdlicas importantes
da microbiota intestinal, incluindo a sintese de
SCFAs, vias relacionadas ao 4cido piravico,
metabolismo de aminodcidos, acidos biliares e
acidos gordos de cadeia longa, que podem afetar
de forma significativa a eficiéncia digestiva do
hospedeiro, o fornecimento de energia, a
imunidade intestinal, producéo de
neurotransmissores e interferéncia  entero-
hepatica.

Zhou et al.,
2018

Ratos ; [AFB1] =5, 25
e 75 ng/kg

Diminuicdo de espécies microbianas benéficas
intestinais  (como  Streptococcus  spp. €
Lactococcus spp.) de forma dependente da dose, e
aumento de  microrganismos  intestinais
prejudiciais.

Inducdo de extensas alteragdes nos metabolitos
relacionados a microbiota intestinal e reducéo na
diversidade de nutrientes de uma forma
dependente da dose - impacto adverso
relativamente ao fornecimento nutricional do
hospedeiro.

Zhou et al.,
2019

J. Wang et
al., 2016
Jin et al,
2021

Camaréo branco
pacifico (Litopenaeus
vannamei) ;

[AFB1] =5 ppm

A abundancia relativa dos filos Proteobacteria e
Firmicutes no grupo experimental aumentou,
enquanto a abundancia relativa de Bacteroidetes
diminuiu. A abundancia relativa dos géneros
Vibrio e Photobacterium aumentou, enguanto
Flavobacterium e Tenacibaculum diminuiu. A
AFB1 conduziu a proliferacdo de bactérias
patogénicas e inibiu as bactérias benéficas.

Y. Wang et
al., 2018

(Continua na pégina seguinte)
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Tabela 7: Efeitos da AFB1 no microbioma intestinal (continuacéo)

Modelo em estudo e
[AFB1]

Efeitos da AFB1 no microbioma intestinal

Referéncia

Ratos ; [AFB1] =2,5; 4
e 10 mg/L

Ao nivel do filo, ocorreu aumento de Firmicutes e
Actinobacteria e diminuicdo de Bacteroidetes;

Ao nivel do género, Lactobacillus aumentou
significativamente nos grupos de dose baixa e alta,
mas diminuiu no grupo de dose média;
Bacteroides mostrou uma diminuigéo significativa
no grupo de menor dose e uma ligeira diminuicéo
no grupo de dose elevada. Bifidobacterium
mostrou um aumento significativo com a dose
mais elevada. Escherichia e Lachnospiraceae
aumentaram significativamente no grupo de dose
baixa e depois diminuiram nos grupos de dose
média e alta.

Verificou-se diminuicdo de espécies bacterianas
intestinais benéficas e inducdo da proliferacéo de
espécies potencialmente patogénicas, com o0
aumento da dose de AFBL.

X. Yang et
al., 2017

Porco ; [AFB1] = 320
a/kg

Mudangas  composicionais na  microbiota
intestinal, com o aumento do género Bacteroides e
Proteobacteria e diminuigdo de Firmicutes

Grosu et al.,
2019

Ratos;

[AFB1] = 25 pg/kg

Os autores avaliaram 3 grupos de ratos (controlo,
exposicdo a AFB1 e AFB1 + probidtico) e
encontraram diferencas significativas entre 0s
grupos de controlo e tratados com a AFB1,
incluindo uma diminuicdo do género Prevotella
neste Gltimo grupo.

Liew et al.,
2019

Frangos;

[AFB1]=1;1,5e2ppm

Aumento significativo do ndmero total de
bactérias Gram-negativas em frangos alimentados
com 2 e 1,5 ppm e uma tendéncia semelhante foi
observada no nimero total de LAB. No entanto, 0s
animais que receberam 1 ppm mostraram uma
diminuicdo significativa do LAB total, mas um
namero total de bactérias aer6bias maior quando
comparados aos frangos controlo.

Galarza-
Seeber et
al., 2016

Os dados destes estudos anteriores demonstraram que a exposi¢do oral a AFB1 pode

interromper uma série de vias metabdlicas dependentes da microbiota intestinal, incluindo a

utilizacdo de energia, absor¢cdo de vitaminas e metabolismos essenciais de &cidos gordos,
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aminoacidos e glucidos em ratos. As alteracdes adversas das vias metabodlicas podem
contribuir para a patogénese hepéatica induzida pela AFB1, toxicidade imunoldgica e
crescimento anormal (Zhou et al., 2019). No entanto, de momento, ainda ndo existe reviséo
bibliogréafica suficiente que permita compreender os efeitos desta micotoxina no microbioma

intestinal, na totalidade.

3. Metodologia Experimental

Neste estudo, o impacto da exposi¢do maternaa AFB1 na microbiota no inicio da vida,
foi analisado através da exposicao de 400 pg/kg dessa micotoxina a ratinhos fémea durante
a gravidez e lactacdo. As fezes dos descendentes foram colhidas imediatamente apds o
desmame e 0 DNA fecal foi extraido e purificado. O microbioma intestinal foi avaliado por
uma abordagem metagenomica filogenética, como esquematizado na Figura 8. Esta
abordagem, ndo dependente de cultura, baseia-se na amplificacdo de marcadores
filogenéticos, mediante a utilizacdo de PCR e sequenciacdo massiva de alto rendimento,
High-Throughput Next Generation Sequencing (HT-NGS), que foi efetuada recorrendo aos
sistemas MinlON da Oxford Nanopore e Miseq Illlumina, disponiveis no Laboratorio
Hércules da Universidade de Evora. Apos a extracio do DNA e a sua quantificagdo por
métodos fluorométricos, efetuou-se uma amplificacdo das regides V3 e V4 do gene 16S
rRNA. Essas amplificacdes foram posteriormente purificadas com esferas magnéticas e
indexados em reacdo de PCR de ciclo limitado com indexes duplos (i7 e i5) (Nextera XT
Index Kit, Illumina, San Diego, CA). Foram realizadas eletroforeses em gel de agarose, de
forma a confirmar a integridade do DNA e preparadas e validadas bibliotecas de fragmentos
com os amplicons quantificados, normalizados e agrupados. As bibliotecas desnaturadas
foram sequenciadas e, apds essa sequenciacdo, os fragmentos foram desmultiplexados,
filtrados por qualidade e as unidades taxondémicas operacionais (OTUs) foram determinadas
por agrupamento de leituras em bases de dados de referéncia 16S (ex: Greengenes e ARB
Silva). Desta forma, o impacto da exposi¢do as micotoxinas foi analisado relativamente a
quantificacdo e abundéncia relativa de diferentes taxa bacterianos do microbioma intestinal.
Pela primeira vez, a quantificagdo e abundéncia relativa de diferentes taxa bacterianos
permitird relacionar o microbioma intestinal no inicio da vida, sistema imunoldgico e a

exposi¢do a micotoxinas.
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Figura 8: Esquematizacio da metodologia utilizada no trabalho experimental

3.1. Sequenciacdo de Nova Geracgao

No microbioma a diversidade é determinada, em particular, por elevadas taxas de
mutacdo, que podem gerar tanto substituicdes de nucledtidos quanto inser¢des ou dele¢des,
assim como eventos de recombinagéo genética. A patogénese, a progressao e a epidemiologia
de vérias doencas sdo afetadas pela diversidade genética criada nas populagdes microbianas
e, por isso, caracterizar essa diversidade é de extrema importancia em ambientes clinicos e

de investigacdo (Harel et al., 2019).

Ao longo da ultima década, tém sido feitos grandes avancos na compreensdo da

estrutura, funcdo e ecologia dos microrganismos em sistemas naturais, numa variedade de
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habitats, interacdes com o hospedeiro e interacdes entre 0s proprios microrganismos. Esses
avancos foram alcancados, em grande parte, pelo desenvolvimento de ferramentas
moleculares, principalmente NGS, que permitem a determinagédo de taxas microbianos sem
a necessidade de cultura, substituindo a caracterizacdo convencional de microrganismos
patogénicos pela morfologia, propriedades de coloracdo e critérios metabolicos por uma
caracterizagdo genética, utilizando ferramentas de bioinformética para processar bilides de
sequéncias de DNA geradas a partir dessas tecnologias (Sadowsky et al., 2017). Por outras
palavras, 0 NGS permite a sequenciacdo massiva de milhdes de reacdes realizadas em
paralelo, com elevado rendimento; assim, a estrutura completa do DNA é conhecida - com
uma precisdo que nao pode ser alcangcada por outros métodos (Lindberg et al., 2016). Esta
tecnologia inovadora permite uma vasta gama de aplicacbes aos investigadores,
nomeadamente: (i) sequenciar rapidamente genomas inteiros; (ii) amplificar para sequenciar
profundamente as regides alvo; (iii) utilizar sequenciacdo de RNA para descobrir novas
variantes ou quantificar mMRNAs para anélise de expressdo génica; (iv) analisar fatores
epigenéticos, como metilacdo de DNA em todo o genoma e interacdes DNA-proteina; (v)
sequenciar amostras cancerigenas para estudar variantes somaticas raras; (vi) estudar o

microbioma humano e descobrir novos microrganismos patogénicos (Illumina Inc., 2021).

Assim, as principais vantagens do NGS incluem a independéncia de cultura, ou seja,
a construcdo da biblioteca a sequenciar e a amplificacdo clonal do DNA séo realizadas in
vitro; a possibilidade de sequenciacdo de varias amostras simultaneamente (multiplexacéo),
que permite reduzir tempo e custos; a sequenciagdo baseada em array, permitindo a
imobilizacdo de DNA em fase sdlida. No entanto, uma limitacdo reconhecida desta
tecnologia € a necessidade, na maioria das vezes, de uma etapa de amplificacdo por PCR, a
qual estdo associados alguns problemas como contaminacfes de reagentes, formacdo de
dimeros e tendéncias na amplificagdo (Fanning et al., 2017); é também uma técnica que
requer sistemas de bioinformatica sofisticados, processamento rapido de dados e grandes
recursos de armazenamento de dados. Para além disso, a analise de milhdes de sequéncias
que permite chegar a conclusdes estatistica e cientificamente significativas ainda é demorada,
havendo igualmente algumas areas do genoma que séo dificeis de sequenciar ou analisar e
limitacBes no conhecimento de como interpretar mutagfes novas ou raras (Kchouk et al.,
2017).
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A metagenomica e as analises de sequenciacdo do gene 16S rRNA tém vindo a
melhorar, e 0 nimero de sequenciadores aumentou nos dltimos anos. Geralmente, as
tecnologias NGS dividem-se em dois tipos (Fig. 9). Aquelas que sdo de segunda geracao
(como a Illumina), caracterizadas pela necessidade de amplificacdo antes de iniciar a
sequenciacdo do DNA; e as tecnologias de terceira geracido (como o MinlON™) que
surgiram recentemente e que, ao contrario da segunda geracdo, podem fazer a sequenciacdo
de uma unica molécula sem a necessidade de criar as bibliotecas de amplificacdo e que sdo
capazes de gerar leituras mais longas, a custos muito mais baixos, e em menos tempo
(Kchouk et al., 2017; Santos et al., 2020).

Amplificacio PCR
do gene 16S rRNA
(A) Mumina Miseq
; .: 7 . o D
’\ = == ("00bp) Preparacio da biblioteca
/4 E | ViV2  v3va
] E)
J 74
A Rapida
DNA genémico preparacio da biblioteca
16 S V1-V9 (~1600 bp) .
(B) MiniON

Figura 9: Tipos de tecnologia NGS (A) segunda geracao (B) terceira geragdo (adaptado de Santos et al., 2020)

3.1.1. Illumina Miseq

A tecnologia de NGS da Illumina é baseada na sequenciacao por sintese, que possibilita
uma sequenciacao rapida, precisa e de elevado rendimento. O fluxo de trabalho inclui quatro
etapas basicas representadas na Figura 10: (a) preparacdo da biblioteca e controlo de
qualidade; (b) amplificacdo (PCR em ponte) — geracdo de clusters; (c) sequenciacdo por

sintese; (d) analise dos dados por bioinformatica (Illumina Inc., 2017).

52



(A) Preparagio da biblioteca (B) Amplificacao e formacio de clusters
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PCR ponte
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T —
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sequenciar
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e
“'\. (2) 11. P 4
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e M“ ATGGCATTGCAATTTGACAT
‘ TGGCATTGCAATTTG
N Yl sy v 3 : AGATGGTATTG
1 R\ 3 ‘ . Leituras GATGGCATTGCAA
‘ P>y GCATTGCAATTTGAC
) ) ATGGCATTGCAATT
Ciclos de sequenciagao AGATGGCATTGCAATTTG
Genomade  AGATGGTATTGCAATTTGACAT
referéncia
Registo da
e emissao dos Sietiiticano de difes
chastars entificacao de diferencas
Exportacao
dos dados

Cluster 1 > Read 1: GAGT...
Cluster 2 > Read 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG...
Cluster 4 > Read 4: ATAC...

Figura 10: Fluxo de trabalho Illumina (adaptado de Illumina, 2016)

As bibliotecas de sequenciacéo sdo uma colecéo de fragmentos de DNA normalmente
construidas fragmentando o DNA e adicionando adaptadores especificos em ambas as
extremidades. Esses adaptadores sdo sequéncias Unicas, conhecidas e complementares, que
permitem que os fragmentos se liguem a célula de fluxo. Os fragmentos podem entdo ser
amplificados e purificados (Illumina Inc., 2021).
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A preparacdo da biblioteca é necessaria antes de se executar a sequenciacéo e tem 2 objetivos
essenciais: (i) gerar fragmentos de tamanho adequado, por fragmentacdo enzimatica, quebra
mecénica ou PCR; (ii) adicionar adaptadores as extremidades de cada fragmento, cujas
principais funcdes sdo: permitir a hibridizacdo com os chips de sequenciagdo na superficie
da célula de fluxo; fornecer uma localizacdo de iniciacdo para ambos 0s primers de
amplificacdo e sequenciacdo; e fornecer codigos de barras para multiplexar diferentes
amostras na mesma execucédo (K. Feng et al., 2018).

Depois da construcdo da biblioteca deve ocorrer uma fase de controlo de qualidade,
isto é, a biblioteca deve ser validada quantitativa e qualitativamente, de maneira a verificar
se h4 uma quantidade suficiente de DNA de boa qualidade na biblioteca preparada. Em
termos de qualidade, uma boa biblioteca € aquela que possui um conjunto diversificado de
fragmentos de DNA com o minimo de fragmentos duplicados. Relativamente a
quantificacdo, é realizada através da técnica de PCR em tempo real ou por um método
fluorométrico (Vincent et al., 2017).

De seguida, realiza-se a amplificacdo por PCR em ponte - uma reacdo de
amplificacdo que ocorre na superficie de uma célula de fluxo lllumina, ou seja, € 0 processo
em que cada fragmento da biblioteca é clonado em milhares de copias idénticas. O DNA
fragmentado é ligado a sequéncias adaptadoras e ligado a um primer imobilizado num
suporte solido — a célula de fluxo padronizada - que é densamente revestido com primers
complementares aqueles que foram anexados aos fragmentos da biblioteca. O DNA é entdo
anexado a superficie da célula aleatoriamente, onde é exposto a reagentes para ocorrer a sua
extensdo, pela enzima polimerase. Quando se adicionam nucleétidos e enzimas, as
extremidades livres das cadeias simples de DNA ligam-se a superficie da célula através de
primers complementares, criando estruturas em ponte. As enzimas, ento, interagem com as
pontes para torna-las de cadeia dupla, de modo que, quando a desnaturagdo ocorre, dois
fragmentos de DNA de cadeia simples sdo fixados a superficie nas proximidades. A repeticéo
desse processo leva a formagdo de grupos clonais de cadeias idénticas, designados clusters
(Goodwin et al., 2016).

Sequenciar € determinar a ordem na qual os nucle6tidos estdo numa dada molécula

de DNA. As plataformas NGS Illumina incluem sequenciacdo por sintese que utiliza a
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incorporacdo passo a passo de nucledtidos reversivelmente fluorescentes e bloqueados. Esses
sdo modificados de duas maneiras: i) cada nucleétido é reversivelmente ligado a uma Unica
molécula fluorescente com comprimentos de onda de emiss&o Unicos, e ii) cada nucleétido
também € bloqueado reversivelmente garantindo que apenas um unico nucledtido sera
incorporado por ciclo. Todos os quatro nucledtidos (A, T, C, G) sdo adicionados ao chip de
sequenciacdo e, apds a incorporacao do nucledtido, as bases de DNA restantes séo lavadas.
O sinal fluorescente é lido e indica qual o nucleétido que foi adicionado em cada cluster,
sendo depois registado; a molécula fluorescente e o grupo terminador sdo entdo fragmentados
e removidos. Este processo é repetido até que a reacdo de sequenciacdo seja concluida
(Schirmer et al., 2015; lllumina Inc., 2021; Applied Biological Materials Inc., 2021).

O processo de andlise de dados desta tecnologia inclui trés etapas principais: analise
de dados primaria, secundaria e terciaria. Algumas etapas séo realizadas automaticamente no

equipamento, enquanto outras ocorrem ap6s a conclusdo da sequenciagao.

Na analise de dados primaria, ocorrem ciclos de quimica e imagem de sequenciagéo,
fornecendo chamadas de base e pontuacdes de qualidade associadas, que representam a
estrutura primaria das cadeias de DNA. Na analise secundéria, o alinhamento e construcao
dos fragmentos de DNA fornecem a sequéncia completa para uma amostra, a partir da qual
as variantes genéticas podem ser determinadas. Por Gltimo, numa analise terciaria, a partir
dos dados da sequéncia, pode utilizar-se a exploracdo de dados bioldgicos e ferramentas de

interpretacdo para converter dados em conhecimento (Illumina Inc., 2017).

O Illlumina MiSeq tem varias vantagens que melhoram a quantidade e qualidade dos
dados de sequenciacdo que séo gerados, em particular (i) a capacidade de produzir 1300 MB
numa unica execucdo, com comprimentos de leitura de até 300 pb, em 3 dias; (ii) os reagentes
quimicos melhorados; (iii) a capacidade de proceder a indexacdo e multiplexar amostras,
para posterior armazenamento, recorrendo a bioinformatica; (iv) a possibilidade de realizar
analises independentes. Todavia, essa tecnologia tem também algumas limitacdes,
principalmente (i) a geragéo de leituras com comprimentos curtos, que normalmente variam
entre 75 e 600 pb e um tempo de processamento elevado, devido, em parte, ao grande nimero
de leituras produzidas por execucdo (Sadowsky et al., 2017); (ii) a eventual ocorréncia de

ruidos no sinal do cluster, fazendo com que a sintese de algumas moléculas fique para tréas;
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como o numero de sequéncias afetadas aumenta a cada ciclo, limita o comprimento total da
leitura (Schirmer et al., 2015).

3.1.2. MinlON Oxford Nanopore

O Oxford Nanopore Technologies (ONT) MinlON™ ¢ uma nova tecnologia de
sequenciacgdo de "terceira geracdo" (isto é, sequenciacdo de uma unica molécula), langcado
em 2014, que usa um nanoporo como biossensor para sequenciar uma molécula de DNA de
cadeia simples longa (Magi et al., 2017). Atualmente, tem atraido interesse na comunidade
gendmica, sendo frequentemente utilizado para sequenciar amplicons, genomas inteiros de
bactérias e virus e, mais recentemente, genomas mitocondriais de ratinhos e leveduras
(Heikema et al., 2020). Este sistema tem sido recomendado por (i) possibilitar comprimentos
de leitura de dezenas de kilobases que podem abranger a maior parte do gene 16S rRNA
bacteriano; (ii) gerar dados em tempo real, ser de baixo custo e permitir a geracao de leituras
longas; (iii) a preparacgéo das amostras ser relativamente simples; (iv) ser o sequenciador de
DNA mais fécil de transportar devido ao pequeno tamanho do instrumento (Laver et al.,
2015; Lindberg et al., 2016; Fanning et al., 2017). O MiniON™ conecta-se diretamente a um
computador atraves de uma porta USB, sem a necessidade de infraestruturas de computacéo
adicionais (Elliott et al., 2020).

As atuais células de fluxo MinlON™ — ou seja, os locais onde as bibliotecas de DNA
sdo inseridas - contém 2,048 nanoporos de proteinas individuais organizadas em 512 canais,
cada um contendo quatro poros. Cada canal mede o sinal gerado por um dos quatro poros de
uma vez, permitindo processar até 512 moléculas de DNA simultaneamente. Para sequenciar
0 DNA de cadeia dupla (dsDNA) (Fig.11), este € preparado adicionando as suas extremidades
dois adaptadores com proteinas motoras. O adaptador principal vai guiar os fragmentos de
dsDNA para a vizinhanca dos poros e 0 processo de sequencia¢do comeca quando a proteina
motora descompacta o dsDNA, permitindo que a primeira cadeia (modelo) passe através do
nanoporo, uma base de cada vez. No final da cadeia modelo, a proteina motora medeia o
movimento da cadeia complemento através do poro, de maneira semelhante. Quando a cadeia

de DNA passa pelo nanoporo, um sensor mede as mudancas de corrente idnica entre o molde
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e a cadeia complemento; esse processo gera um sinal que é reconhecido pelo poro. Os dados
sdo entdo submetidos a chamada de base para obter uma sequéncia consenso, para as cadeias
modelo e complemento separadamente. Ou seja, por outras palavras, este tipo de
sequenciacdo envolve a passagem de uma molécula de DNA de cadeia simples (SSDNA)
através de um poro nanoscopico e a medicdo do seu efeito numa corrente elétrica. Os sinais
de corrente sdo entdo usados para inferir a sequéncia do ssDNA através de algoritmos de
instrugdo no equipamento. Os dados que se adquirem através desta técnica permitem estudar
a estrutura de grandes genomas, como 0 genoma humano, para desvendar a arquitetura de
regibes altamente repetitivas, a detecdo de variantes estruturais complexas e a reconstrucédo
de haplétipos, embora representem novos desafios computacionais (Magi et al., 2017;
Fanning et al., 2017).

As vantagens desta metodologia incluem, por exemplo, o facto da sequenciacdo de
uma unica molécula anular a necessidade de amplificacdo por PCR (Laver et al., 2015). A
sequenciacdo com nanoporos pode gerar sequéncias de elevada qualidade sem limites
tedricos de comprimento, exceto aqueles introduzidos durante a preparacao da amostra (Magi
et al., 2017; Kai et al., 2019). Geram-se leituras longas, permitindo cobrir a sequéncia
completa do gene 16S rRNA (regides V1-V9) através de um processo rapido (1-48h), barato
e de elevado rendimento. Uma das vantagens mais relevantes é o facto desta tecnologia
oferecer um nivel mais elevado de resolucdo taxondmica e filogenética para identificacéo
bacteriana, uma vez que todos os locus informativos do gene 16S rRNA sdo considerados na
analise (Santos et al., 2020). Como qualquer método, também este possui algumas limitacoes
que incluem (i) taxas de erro relativamente elevadas, com a proporc¢éo de erros numa leitura
a exceder frequentemente os 10%; (ii) necessidade de preparacdo de uma biblioteca antes da
sequenciacdo; (iii) presenca frequente de insercdes e delecbes geradas artificialmente nas
sequéncias, que podem introduzir alguns obstaculos para analisar e interpretar corretamente
os dados do MinlON™ (Laver et al., 2015; Lindberg et al., 2016; Harel et al., 2019; Santos
et al., 2020).
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Figura 11: Andlise da sequéncia do gene 16S rRNA usando o MinION ™ (adaptado de Matsuo, 2021)

3.2. Processamento das amostras intestinais

Para a otimizacdo da autoalimentacdo da aflatoxina B1, foram realizadas experiéncias
piloto para otimizar o numero de fémeas a cruzar e o protocolo de alimentacdo das
micotoxinas durante a gravidez, mantendo o distarbio feminino o mais baixo possivel. Para
além disso, nem todas as fémeas cruzadas com o macho obteriam a secrecdo vaginal e,
dessas, nem todas as fémeas ficariam gravidas (a taxa de sucesso varia de acordo com a
estirpe, a experiéncia da fémea, as condicdes, etc.), por isso foi investigado como € que o
protocolo de alimentagcdo das micotoxinas durante a gravidez e lactagdo influenciaria o

ndmero efetivo de fémeas e ninhadas.

Neste sentido, e com base na exaustiva pesquisa bibliogréafica, foram escolhidas as
doses e horarios mais adequados da administracdo da aflatoxina, com o objetivo de reduzir
os efeitos adversos na fertilidade do sistema reprodutivo, parto prematuro e perda fetal, bem
como evitar os efeitos teratogénicos e carcinogénicos deste contaminante alimentar. As
fémeas C57BL6/J de 6 a 8 semanas de idade foram previamente injetadas
intraperitonealmente com gonadotrofina sérica de égua gravida (PMSG) e gonadotrofina

corionica humana (hCG) para sincronizar a ovulagdo, e depois foram cruzadas com os
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machos. As fémeas com secrecdo vaginal foram alimentadas com pellets de gelatina
contendo 400 pg/kg de AFB1 diluida em DMSO (animais tratados, n = 3) ou com o veiculo
DMSO (grupo de controlo, n = 3), durante a gravidez (a partir do 11° dia de gestacédo) e
durante os periodos de lactacdo. As fezes dos descendentes de ambas as fémeas, tratadas e
controlo, foram colhidas imediatamente ap6s o desmame e o DNA fecal foi extraido e

purificado.

3.3. Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA das amostras de fezes das ninhadas foi utilizado o Kit
E.Z.N.A.® Stool DNA Kit, Omega BIO-TEK. Foi adicionado até 200 mg de amostra de
fezes num tubo de microcentrifuga de 2 mL contendo 200 mg de esferas de vidro X e este
foi colocado no gelo. De seguida, adicionaram-se 540 puL de tampao SLX-Mlus e foi utilizado
0 vOrtex até a amostra de fezes estar completamente homogeneizada; adicionou-se 60 pL de
tampdo DS e 20 pL de solugdo de Proteinase K e voltou a utilizar-se o virtex para misturar
bem. Incubou-se a 70 °C por 13 minutos, colocando a amostra duas vezes no vortex durante
este processo. Adicionaram-se 200 uL de tampédo SP2 e utilizou-se o vortex em velocidade
maxima durante 30 segundos e, posteriormente, deixou-se a descansar no gelo por 5 minutos.
Centrifugou-se na velocidade maxima (> 13,000g) por 5 minutos e aspirou-se
cuidadosamente 400 puLL do sobrenadante para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.
Adicionou-se 200 pL de reagente cHTR e a amostra foi colocada no vortex na velocidade
maxima por 10 segundos para, posteriormente, deixar descansar a temperatura ambiente por
2 minutos. Centrifugou-se na velocidade maxima por 2 minutos e transferiu-se 250 puL do
sobrenadante para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Adicionou-se 250 pL de
tampao BL e 250 pL de etanol 100% e agitou-Se novamente no vortex na velocidade méaxima
por 10 segundos. Inseriu-se uma Mini coluna HiBind® DNA num tubo de colheita de 2 mL
e transferiu-se para la toda a amostra anterior. Centrifugou-se na velocidade maxima por 1
minuto e foi descartado o filtrado e o tubo de colheita. Transferiu-se a Mini coluna HiBind®
DNA para um novo tubo de colheita de 2 mL e adicionou-se 500 pL de tampao VHB. De
seguida, centrifugou-se na velocidade maxima por 30 segundos e descartou-se hovamente o
filtrado, reutilizando-se desta vez o tubo de colheita. Adicionaram-se 700 uL de tampéo de

lavagem do DNA e centrifugou-se na velocidade méaxima por 1 minuto, descartando depois
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o filtrando e reutilizando o tubo de colheita. Repetiu-se a etapa de adigdo dos 700 pL do
tampéo de lavagem para uma segunda etapa de lavagem. Centrifugou-se a Mini coluna
HiBind® DNA vazia na velocidade mé&xima por 2 minutos a temperatura ambiente e
transferiu-se a coluna para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Adicionaram-se 100-
200 uL de tampao de elui¢ao aquecido a 65 °C diretamente no centro da matriz HiBind® e
deixou-se repousar a temperatura ambiente por 2 minutos. Por fim, centrifugou-se a

velocidade méaxima por 1 minuto e o DNA foi armazenado a - 20 °C.

3.4. Purificacdo do DNA com esferas magnéticas

Para purificar o DNA, foi utilizado o reagente HighPrep ™ PCR Clean-up System;
este € um reagente de limpeza p6s-PCR baseado em granulos paramagnéticos projetado para
uma purificacéo eficiente dos fragmentos de DNA e selecéo restrita de amplicons de tamanho
especifico. A purificacdo consiste na remoc¢do de sais, primers, primer-dimeros e dNTPs,
uma vez que os fragmentos de DNA sdo seletivamente ligados as particulas magnéticas. O
DNA altamente purificado é eluido, com um tampéo de eluicéo, e pode ser usado diretamente

para outras aplicacfes, nomeadamente NGS (Genomics, 2021).

Foram adicionados a cada tubo de 1,5 mL, 24 pL de HighPrep™ PCR com 25 pL da
amostra de DNA e foi misturado 6-8 vezes com a pipeta. Ap6s 5 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, os tubos foram colocados no suporte magnético durante 3 minutos até
a solugdo ficar clara. O sobrenadante foi removido e descartado com a pipeta. Ainda com 0s
tubos no suporte, para um processo de lavagem, foram adicionados 200 uL de etanol a 70%
a cada tubo, e estes foram incubados durante 30 segundos. Este processo foi realizado duas
vezes. Para lavar as esferas, os tubos foram abertos durante 10 a 15 minutos a temperatura
ambiente, para garantir que todo o alcool foi evaporado. Os tubos foram retirados do suporte
magnético e foi-lhes adicionado 10 pL de tampédo Tris pH 8.0, agitando com a pipeta. Estes
foram incubados 5 minutos e foram novamente colocados no suporte durante cerca de 3
minutos, até a solucdo ficar clara. Por fim, o sobrenadante resultante (DNA purificado) foi
transferido para tubos de 0,2 mL para armazenar.
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3.5. Eletroforese em gel de agarose

Para verificar a integridade do DNA, foi utilizada a eletroforese em gel de agarose a
2%. Para a preparacdo dos géis de agarose, pesaram-se 0,9 g de agarose e mediram-se 45
mL de tampéo Tris-borato—EDTA (TBE), juntando-se os dois num frasco de vidro, agitando-
se. Colocou-se a aquecer no micro-ondas de 30 em 30 segundos, até ficar uma solugdo
transparente, e adicionaram-se 5 pL de corante GreenSafe, um reagente ndo mutagénico e
muito sensivel, utilizado na detecdo de acidos nucleicos, que proporciona a visualizacdo
instantanea das bandas expostas a luz ultravioleta. O gel foi colocado na superficie da placa
e, por cima, foi colocado o pente. Ap6s o arrefecimento do gel, o pente foi retirado, e o gel
foi transferido para uma tina ligada a uma fonte de alimentagéo (Cuba de eletroforese para
DNA Mini-Sub®, Sub-Cell, ReadyAgarose™, BIO-RAD) onde foram aplicadas as amostras
nos respetivos pocos. Em cada poco das amostras foi pipetado 2 uL de 6 x NZYDNA
Loading Dye e 5 puL da amostra. Para o pogo do padréo foram pipetados 5 uL de NZYDNA
Ladder VIl e 2 pL 6 x NZYDNA Loading Dye. Desta forma, produz-se um padréo de 14
bandas regularmente espacadas, variando de 100 a 3000 pb. A voltagem foi programada para

95 V, iniciando-se a corrida eletroforética.

No final do processo, o gel foi retirado da tina e colocado no equipamento que permite
a sua visualizagcdo (ChemiDoc™ XRS+ System with Image Lab™ Software). Esse sistema
de elevada sensibilidade e detecdo é controlado pelo software Image Lab para otimizar o
desempenho e andlise de imagem rapida, integrada e automatizada de varias amostras (Bio-
Rad Laboratories, 2021).

3.6. Quantificacdo do DNA

Para a quantificacdo do DNA foi utilizado o kit QuantiFluor® dsDNA System
(Promega). Foi preparado um branco, adicionando 199 uL QuantiFluor® ONE dsDNA Dye
e 1 pL de tampéo 20X TE (pH 7,5); e um padrdo adicionando 199 pL QuantiFluor® ONE
dsDNA Dye e 1 pL Standard (Lambda DNA). Para preparar as amostras a quantificar, foi
colocado 199 pL QuantiFluor® ONE dsDNA Dye e 1 pL de cada amostra, nos respetivos

tubos. Cada tubo foi agitado no vértex por 10 segundos e colocado a incubar durante 5
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minutos a temperatura ambiente, no escuro. Para quantificar o DNA das amostras por

fluorimetria, utilizou-se o equipamento Quantus™ Fluorometer.

3.7. Sequenciacdo massiva de elevado rendimento

As comunidades bacterianas foram caracterizadas por sequenciagcdo massiva de
elevado rendimento, utilizando o sistema Illumina Miseq, para a regido 16S rRNA V3-V4.
O DNA foi amplificado para as regides hipervariaveis com primers especificos (primer direto
Bakt 341F 50 CCTACGGGNGGCWGCAG-30 e primer reverso Bakt 805R 50-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-30) e, posteriormente, re-amplificado numa reagédo de
PCR de ciclo limitado, para adicionar indexes duplos e adaptadores de sequenciacdo a ambas
as extremidades da regido alvo amplificada (Dias et al., 2020; Rosado et al., 2020; Caldeira
etal., 2021).

3.7.1. Amplificacédo por PCR

Foram adicionados 5 pL do Primer Forward (1 mM) e 5 pL do Primer Reverse (1
mM), 10 pL de ReadyMix™ Taq PCR e, por fim, 5 pL de cada amostra para 0s respetivos

tubos PCR, perfazendo um volume total de 25 pL em cada tubo.

Os tubos foram colocados no termociclador programado para 35 ciclos com as seguintes

condigdes:

Tabela 8: CondicGes de amplificacdo PCR

Passos do ciclo Temperatura (°C) Tempo ()
Desnaturacéo inicial 95 60
Desnaturacéo 95 15
Polimerizacao 55 15
Extensdo 72 10
Extenséo final 72 120
Hold 4 *

3.7.2. Indexacéo

Para um volume total de 50 pL, adicionaram-se 10 uL de &gua RNAse Free, 25 pL de
ReadyMix™ Taq PCR, 5 pL de cada index (i7 e i5) (Nextera XT Index Kit, lllumina, San
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Diego, CA, EUA) e 5 uL do DNA de cada amostra. As condi¢fes da indexacdo por PCR
envolveram 3 min de desnaturagéo a 95 °C, seguido por 8 ciclos de 95 °C por 20 s, 55 °C por
30s, 72 °C por 30s e uma extensédo final a 72 °C por 5 min.

De seguida, os fragmentos amplificados foram purificados usando esferas magnéticas
HighPrep™ PCR Clean-up System, conforme descrito na secgdo 3.4 da metodologia,
alterando somente o volume de esferas magnéticas para 60 pL e o volume do tampéo de
eluicdo para 27 pL. Os amplicons foram quantificados por fluorimetria com o kit de
quantificacdo dsDNA QuantiFluor® dsDNA System (Promega), conforme descrito na
seccao 3.6 da metodologia.

3.7.3. Preparacédo da biblioteca de fragmentos e sequenciacéo

Antecipadamente foi ligado o termobloco a 96 °C e foi preparado o NaOH 0,2 M,
colocando 2 uL de NaOH 2M com 18 pL de dgua RNAse Free, mantendo no gelo. Para a
preparacdo da biblioteca, foi preparado um Pool a 4 nM, misturando num tubo 5 pL de cada
produto Index PCR purificado. Foi igualmente preparado o Phix a 4 nM, juntando 2 pL de
Phix 10 nM com 3 pL Tris 10 mM (pH 8,5).

Para a desnaturacdo do Pool (dPool 4nM) foram adicionados 5 puL do Pool 4 nM
anteriormente preparado e 5 uL de NaOH 0,2 M a um tubo e este foi agitado no vértex sendo,
de seguida, incubado 5 minutos a temperatura ambiente. Para obter o Phix desnaturado
(dPhix), foram colocados num tubo 5 pL de Phix (4 nM) e 5 pL de NaOH 0,2 M, este foi
agitado no vortex e incubado 5 minutos a temperatura ambiente. Depois foram realizadas as
diluicdes (no gelo) do dPool e do dPhix da seguinte maneira: para se obter uma concentracao
de 20 pM, foram adicionados 10 pL de dPool 4 nM e 10 pL de dPhix 4 nM em tubos
respetivos, adicionando 990 pL de tampdo HT1 em cada um deles; para se obter uma
concentragéo de 10 pM, foram adicionados 300 pL do dPool 20 pM + 300 pL de HT1 e 50
puL do dPhix 20 pM + 50 pL de HT1, nos dois tubos correspondentes. Adicionaram-se (no
gelo) 510 pL do dPool 10 pM e 90 pL do dPhix 10 pM num tubo, para se obter a biblioteca
combinada. Incubou-se durante 2 minutos a 96 °C no termobloco, inverteu-se o microtubo
duas vezes e manteve-se 5 minutos no gelo antes de se colocar a biblioteca na Cartridge.

Enquanto isso, foi carregado o ficheiro da corrida no MiSeq®, a Flow Cell foi lavada, secada
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e colocada no equipamento, juntamente com o tampé&o e o tubo de despejos. Para aplicar a
amostra na Cartridge, inverteu-se 10 vezes e bateu-se para tirar as bolhas; abriu-se o orificio
com a ponta da pipeta P1000 e aplicou-se a amostra no orificio adequado. Bateu-se na
Cartridge e colocou-se no Illumina Miseq para iniciar a corrida durante cerca de 24h (Dias
et al., 2020; Rosado et al., 2020; Caldeira et al., 2021).

3.7.4. Andlise de dados

A corrida foi realizada usando o MiSeq Reagent nano Kit V2 no Illlumina MiSeq
System, onde a sequenciacao foi realizada utilizando uma configuragédo 2 x 250 emparelhada;
a andlise de imagem e a chamada de base foram conduzidas pelo MiSeq Control Software
(MCS) diretamente no instrumento MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EUA).

Os amplicons foram multiplexados automaticamente pelo sequenciador Miseq® usando o
pacote CASAVA (lllumina, San Diego, CA, EUA) e filtrados por qualidade com o software
PRINSEQ usando os seguintes parametros: (1) bases com qualidade média inferior a Q25
numa janela de 5 bases e (2) leituras com menos de 220 bases foram descartadas. As leituras
direta e inversa foram entdo combinadas por sobreposicao de leituras emparelhadas usando
o software AdapterRemoval v2.1.5 com parametros padrao. O pacote QIIME v1.8.0 foi usado
para a geracdo das OTUs, identificacdo taxondmica e célculo dos indices de riqueza e
diversidade das amostras. Os IDs da amostra foram atribuidos as leituras combinadas e
convertidos para o formato rapido (split_libraries_fastq.py, QIIME). As leituras combinadas
quimericas foram detectadas e removidas usando o UCHIME contra o banco de dados
Greengenes v13.8. As OTUs foram selecionadas num limite de similaridade de 97% usando
a estratégia de referéncia aberta. Primeiro, as leituras combinadas foram pré-filtradas
removendo sequéncias com similaridade inferior a 60% em relagdo ao banco de dados
Greengenes v13.8; as leituras combinadas restantes foram entdo agrupadas com 97% de
similaridade com os mesmos bancos de dados mencionados anteriormente. As leituras
combinadas que ndo foram agrupadas na etapa anterior, foram agrupadas novamente em
OTUs com 97% de similaridade e aquelas com menos de duas leituras foram removidas da
tabela. Uma sequéncia representativa de cada OTU foi entdo selecionada para atribuicéo da
taxonomia (pick_rep_set.py, assign_taxonomy.py; QIIME) (Dias et al., 2020; Rosado et al.,
2020; Caldeira et al., 2021).
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3.8. Sequenciacdo massiva de elevado rendimento independente de PCR
3.8.1. Reacao de amplificacdo e indexacao

Em cada tubo PCR, foi colocado 14 pyL de agua RNAse Free, 10 uL do DNA da
amostra, 1 uL do bar code correspondente e 25 uL de Taq polimerase perfazendo um volume
total de 50 pL. A reacdo de indexacdo efetuou-se num termociclador MJ Mini™ Gradient

Thermal Cycler BIO-RAD® com as seguintes condicdes:

Tabela 9: Condicbes de amplificacdo PCR MinION

Passos do ciclo Temperatura (°C) Tempo (S) N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 60 1
Desnaturacio 95 20 25
Polimerizacdo 55 30 25
Extensdo 65 120 25
Extensdo final 65 300 1
Hold 4 ©

3.8.2. Preparacéo da biblioteca e sequenciacao

Para a preparacdo da biblioteca de fragmentos a ser sequenciada, misturaram-se 2 pL
de DNA, 1 pL de Rapid Adapter (RAP) e 34 pL de Sequencing buffer (SQB) num sé tubo
de 1,5 mL com a pipeta e incubou-se 5 minutos a temperatura ambiente. Foi preparado um
tampé&o de sequenciacéo, juntando 500 uL de Flush Buffer (FB) com 15 pL de Flush Tether

(FTL) igualmente num tubo de 1,5 mL, misturando bem com a pipeta.

Com a célula de fluxo ligada ao equipamento MiniON™, e apds retirar as bolhas de ar,
foram colocados 500 pL do tampdo preparado anteriormente e 45 pL da amostra. O

equipamento foi colocado a fazer as leituras durante cerca de 24 horas.

3.8.3. Analise de dados

A partir do momento em que a aquisi¢do de dados comeca, a analise é realizada em

tempo real com a plataforma EPI2ME. Esta oferece a visualizagdo de gréaficos intuitivos -
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mostrando o numero de leituras e a distribuicdo do comprimento da leitura - que facilitam a
interpretacdo das amostras individuais ou multiplas, com os codigos de barras. O output da
plataforma inclui o nimero de leituras analisadas e a sua classificacdo taxondmica,
permitindo assim a rapida identificacdo e quantificacdo dos filos, géneros e espécies

bacterianas (Technologies, 2021).

4. Resultados e discussao

Devido a elevada probabilidade de exposi¢do as micotoxinas durante a gravidez, é
possivel que as criangas apresentem vias de exposi¢do Unicas no que diz respeito aos produtos
quimicos nos alimentos, in-utero através da placenta e apds o nascimento, através da
amamentacdo. Neste sentido, a aflatoxina B1, que constitui uma das principais toxinas
fangicas e um dos mais potentes carcinogénicos naturais conhecidos, merece especial
atencdo, uma vez que os seus efeitos a longo prazo, derivados de uma exposi¢do precoce,
ainda nao foram totalmente avaliados (Groopman et al., 2014; Smith et al., 2017).

Assim, este trabalho pretende ser um contributo para compreender o impacto da

exposicao materna a AFB1, na microbiota, em ratinhos no inicio da vida. A exposicao de

ratinhos fémea a micotoxina durante a gravidez e lactacdo, seguida da avaliacdo do
microbioma intestinal dos seus descendentes por uma abordagem metagendmica
filogenética (Figura 12), permitiu detetar os diferentes taxa bacterianos que determinam

diferencas no padrdo do microbioma infantil.

Abordagem metagendémica

filogenética
XA}
[~ Fezes ratinhos
. . . High-Throughput Next
E.}f(“trac;e:o ¢ V3Al?/ﬂhﬁ;:§q% A Generation Sequencing
quantificacio DNA e I (HT-NGS)

-

Existem consequéncias nos descendentes
devido a exposi¢do materna precoce & AFBI
no sistema imunolégico intestinal fetal e na
microbiota ?

Figura 12: Exposicdo materna @ AFB1 nos ratinhos fémea no inicio de vida
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4.1. Autoalimentacdo da micotoxina nas fémeas gravidas

Para a otimizacdo da autoalimentacdo da micotoxina nas fémeas gravidas,
esquematizado na Figura 13, em primeiro lugar foram realizadas experiéncias piloto para
otimizar o nimero de fémeas a cruzar e o protocolo de alimentacdo das micotoxinas durante
a gravidez, mantendo o distdrbio feminino o mais baixo possivel. Foi investigado como é
que o protocolo de alimentacdo das micotoxinas durante a gravidez e a lactacao influenciaria
0 nimero efetivo de fémeas e ninhadas. Resumidamente, fémeas C57BL6/J de 6 a 8 semanas
de idade foram previamente injetadas intraperitonealmente com gonadotrofina sérica de égua
gravida (PMSG) e gonadotrofina coridnica humana (hCG) para sincronizar a ovulagéo e
depois foram cruzadas com os machos. As fémeas com secrecdo vaginal foram alimentadas
com pellets de gelatina contendo 400 pg/kg de AFB1 diluida em DMSO (animais tratados,
n = 3) ou com o veiculo DMSO (grupo de controlo, n = 3), durante a gravidez (a partir do

11° dia de gestacdo) e durante os periodos de lactacao.

C57BI6/]
_ﬂ Nascimento
Gestacio l Amamentagio
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Figura 13: Otimizagéo da autoalimentagéo da AFB1 nas fémeas gravidas

As fezes dos descendentes de ambas as fémeas, tratadas e controlo, foram colhidas e 0
DNA fecal foi extraido e purificado. Na Tabela 10 encontra-se a identificacdo das ninhadas

dos ratinhos descendentes e a respetiva identificacdo das amostras das fezes recolhidas.
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Tabela 10: Identificacdo das amostras de DNA de fezes de ratinho

Ninhada ID mae Tratamento Género ID ratinho | N° amostra
F1 1 1
1 01593 1 DMSO F2 2 2
F3 3 3
M1 4 4
M2 5 5
F1 1 6
F2 2 7
2 01594 1 AFB1 M1 3 )
M2 4 9
M3 5 10
F1 1 11
F2 2 12
3 01593 4 DMSO M1 3 13
M2 4 14
M3 5 15
M4 6 16
M5 6+1 17
F1 1 18
F2 2 19
F3 3 20
4 01594 2 DMSO F5 5 1
F6 6 22
M1 6+1 23
M2 6+2 24
M3 6+3 25
F1 1 26
F2 2 27
5 01594 4 AFB1 M1 4 28
M2 5 29
M3 6 30
M4 6+1 31
M5 6+2 32

(Continua na pagina seguinte)
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Tabela 10: Identificacdo das amostras de DNA de fezes de ratinho (continuacéo)

Ninhada ID mae Tratamento Género ID ratinho | N° amostra
F1 1 33
F2 2 34
F3 3 35
6 00497 3 AFB1 7 ) 36
F5 5 37
M1 6+1 38
M2 6+2 39

4.2. Extracao e purificacdo do DNA fecal

A amplificacdo das regides V3 e V4 do gene 16S rRNA foi efetuada nas condigdes
descritas na Metodologia Experimental (seccdo 3.7 e 3.8). Para verificar a extensdo da
amplificacdo dos fragmentos de DNA de cada amostra, bem como a sua integridade, foram
realizadas eletroforeses em gel de agarose, antes de se realizar a purificagio do DNA
amplificado e apos esse processo, como ilustrado na Figura 14.
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose antes (A) e apds a purificagdo do DNA amplificado (B)
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A quantificacdo do DNA é uma etapa critica na preparacdo das amostras que permite

garantir o desempenho ideal dos ensaios laboratoriais (Blatter, 2018). Neste trabalho

quantificou-se o0 DNA por fluorimetria, utilizando o fluordmetro Quantus e o kit

QuantiFluor® dsDNA System (Promega). Este kit contém um corante fluorescente de

ligacdo ao DNA que permite a quantificacdo sensivel de pequenas quantidades de DNA de

cadeia dupla (dsDNA) em solugdo; como tem ligacdo minima a DNA de cadeia simples,

RNA, proteinas e compostos interferentes, permite a quantificacdo especifica do dsDNA

(Lienhard & Schaffer, 2019; Corporation, 2021b), compativel com a sua utilizacao posterior

na normalizacdo das bibliotecas para NGS. Os resultados obtidos da concentracdo de DNA

das amostras, ap06s purificacdo, encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11: Concentracdo do DNA original (ng/uL) obtido por fluorimetria

Amostra [DNA] apés purificacédo (ng/pL)
1 14,50 £ 0,50
2 30,00 £ 0,00
3 19,00 £ 1,00
4 20,00 £ 0,00
5 16,50 £ 0,50
6 22,5+0,50
7 21,00+ 1,00
8 30,00 £ 0,00
9 19,00 £ 0,00
10 14,50 + 0,50
11 19,00 £ 0,00
12 23,00 £ 0,00
13 2,20 £ 0,07
14 3,21+ 0,06
15 0,41 +£0,01
16 16,00 + 0,00
17 33,00 £ 0,00
18 35,50 + 3,50
19 29,50 £ 0,50
20 29,50 £ 0,50
21 6,55 + 0,65
22 20,00 £ 1,00
23 33,00 = 2,00
24 8,65 + 0,55

(Continua na pégina seguinte)
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Tabela 11: Concentracdo do DNA original (ng/pL) obtido por fluorimetria (continuacao)

Amostra [DNA] apés purificacéo (ng/pL)
25 24,00 + 2,00
26 20,50+ 2,50
27 16,00 + 0,00
28 9,10 £ 0,20
29 25,00+ 1,00
30 20,50+ 0,50
31 31,00 + 2,00
32 14,00 £ 1,00
33 18,50 + 2,50
34 25,00 £ 0,00
35 30,50 + 0,50
36 32,50 £ 2,50
37 41,00+ 1,00
38 20,50 = 3,50
39 11,50 £ 0,50

Globalmente, o valor da concentracdo de DNA das ninhadas tratadas com a AFB1
variou entre 9,1 e 41 ng/uL; relativamente as ninhadas controlo, a concentracdo de DNA

variou entre 0,4 e 35,5 ng/uL.

4.3. Sequenciagdo massiva de elevado rendimento

Apdbs preparacdo das bibliotecas, efetuou-se a sequenciacdo massiva de elevado
rendimento na plataforma Illumina Miseq. Foram analisadas todas as amostras tratadas (ou
seja, cujas fémeas tinham ingerido a dieta com AFB1): 6, 7, 8, 9, 10, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 e 39; e as amostras controlo, com DMSO.

Os resultados permitiram a determinacdo da abundéncia relativa dos varios taxa
bacterianos presente nas diferentes ninhadas, tratadas e controlo, ilustrado nas Figuras 15, 16
e 17 para o filo, género e espécie, respetivamente.
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Figura 15: Abundancia relativa (%) dos taxa bacterianos relativos ao Filo
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Figura 16: Abundancia relativa (%) dos taxa bacterianos relativos ao Género
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Figura 17: Abundancia relativa (%) dos taxa bacterianos relativos a Espécie
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A abundancia relativa dos diferentes taxa bacterianos permite comparar a diferente
distribuicéo entre os dois tipos de ninhadas estudadas (controlo e tratadas com a aflatoxina).
Esta analise permite relacionar se a exposi¢do materna a AFB1 pode constituir uma ameaca
a saude, ou seja, se existe, de facto, alteracdo no padrdo do microbioma dos descendentes das
ninhadas e qual é a consequéncia disso, uma vez que, consoante as espécies bacterianas
presentes no microbioma dos ratinhos, estas podem produzir alteragdes no desenvolvimento

do sistema imunitario gastrointestinal e na microbiota infantil.

Ao nivel do filo (Fig.15), observou-se uma abundancia relativa de 72% para 0s
Bacteroidetes, 24% para os Firmicutes, 2% de Proteobacteria e 1%, tanto para o filo
Verrucomicrobia como para a flora bacteriana considerada como “outros” (designacdo

genérica correspondente a uma abundancia relativa < 1%).

De facto, Firmicutes e Bacteroidetes representam os dois filos de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, respetivamente, predominantes no intestino de um adulto
saudavel, correspondendo a > 98% das sequéncias de rRNA 16S detectadas na microbiota
intestinal (Thomas et al., 2011; Gibiino et al., 2018).

Os Bacteroidetes sdo considerados os principais responsaveis pela homeostase
intestinal, representando cerca de 7.000 espécies diferentes e colonizando varios ambientes
ecoldgicos distintos. S&o descritos como microrganismos comensais, mutualistas ou mesmo
patobiontes, pois também podem estar associados a progressdo de doencas inflamatorias
intestinais; interagem com o hospedeiro principalmente através de: (i) secrecdo de
glicoproteinas; (ii) producdo de SCFAs; (iii) producdo de toxinas e mimetismo molecular;
(iv) inimeras fungdes metabdlicas no que diz respeito a digestdo e absorcdo de nutrientes,
influenciando a funcdo digestiva; (v) modulacdo imunoldgica (ou seja, ativacdo da
inflamacdo e influéncia em doengas autoimunes); (vi) influéncia na sindrome metabdlica,
no comprometimento do humor e disturbios neuroldgicos (Thomas et al., 2011; Gibiino et
al., 2018). Para além disto, ndo se conhece exatamente o papel deste filo no “eixo intestino-
cérebro”, mas supde-se que possam contribuir potencialmente com a formacao de produtos
microbianos neurotdxicos e pro-inflamatorios na neuro degeneragdo inflamatoria, como

certos tipos especificos de LPS e endotoxinas microbianas, producéo de substancia amiloide
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etc. Alguns generos pertencentes a este filo incluem Bacteroides, Alistipes, Parabacteroides
e Prevotella (Gibiino et al., 2018).

O filo Firmicutes é composto por mais de 200 géneros bacterianos diferentes -
Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus e Ruminicoccus - sendo o género Clostridium aquele
que € maioritario, representando 95% desse filo (Rinninella et al., 2019). Incluem espécies
de bactérias estudadas extensivamente como Bacillus subtilis, mas também microrganismos
patogénicos importantes, por exemplo, Bacillus anthracis, Clostridium difficile,
Staphylococcus aureus etc. (Megrian et al., 2020). Os membros deste filo sdo altamente
diversos na morfologia, fisiologia e caracteristicas de coloracdo de Gram; ocupam uma
grande variedade de habitats e podem ser Uteis ou prejudiciais na saide humana e animal
(Haakensen et al., 2008); na microbiota intestinal podem fermentar hidratos de carbono numa
variedade de SCFAs, e a falta desses pode levar a diminuicao da funcéo de barreira intestinal
(Gu et al., 2010). Por exemplo, em pacientes com doenca inflamatdria intestinal (DII), a
diminuicdo da quantidade de bactérias pertencentes a este filo foi associada a reducéo na
funcdo de protecdo da mucosa intestinal. Esses estudos sugerem que este filo, como protetor

do intestino, merece atencdo e estudos mais aprofundados (Y. Huang et al., 2018).

Relativamente ao género (Fig. 16), aqueles que se destacam por terem uma abundancia
relativa maioritaria sdo, em primeiro lugar, o género Barnesiella, sequido dos Bacteroides,
Clostridium_XIVa, Eisenbergiella e Akkermansia. As espécies maioritarias resultantes desta
analise (Fig. 17) foram: Barnesiella intestinihominis, Muribaculum intestinale, Bacteroides
acidifaciens, Akkermansia muciniphila, Extibacter muris, Bacteroides caecimuris e

Clostridium lactatifermentans.

Em estudos anteriores, o género Barnesiella — comensal do c6lon humano - tem sido
identificada maioritariamente em populac@es que vivem em paises desenvolvidos e tem sido
correlacionada a efeitos benéficos no intestino humano (Mancabelli et al., 2017).
Nomeadamente, é destacado o papel deste género na reducéo da colonizacao intestinal por
Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE), regulando a composi¢cdo da microbiota e

otimizando a sobrevivéncia do hospedeiro (Ubeda et al., 2013).
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Particularmente, Barnesiella intestinihominis, que estd ligeiramente aumentada nas
amostras toxinogénicas, comparativamente as amostras controlo (mas que no geral esté sobre
representada no microbioma dos ratinhos), é frequentemente associada a mecanismos
protetores intestinais nos humanos, principalmente por ter genes para producdo de SCFAS
como acetato, propionato e butirato, mas igualmente por contribuir para a minimizacéo da
colonizacdo por microrganismos patogénicos (Fielding et al., 2019). B. intestinihominis
DSM 21032 desempenha um papel fundamental na inibicdo da taxa de crescimento da
espécie Clostridium difficile, provavelmente por um mecanismo ndo metabdlico, uma vez
que estas duas bactérias crescem em meios diferentes e tém necessidades metabdlicas
distintas. Os autores sugerem que B. intestinihominis pode ser potencialmente usada como
um probidtico para tratar ou prevenir a infeccdo por este membro do género Clostridium
(Steinway et al., 2015). Para além disso, também se levantou recentemente a hipétese de que
pode prevenir o sobrecrescimento de microrganismos patogénicos por estimulacdo de uma
resposta antimicrobiana do hospedeiro. Especificamente, pode ativar a sinalizagdo dos TLRs
das células do hospedeiro, que ativam a producdo de péptidos antimicrobianos. Por
exemplo, esta espécie bacteriana tem capacidade de estimular vias de biossintese de LPS que
ja demonstraram estimular a resposta imune inata do hospedeiro, através da sinalizacdo dos
TLRs e producdo de lectinas bactericidas (Steinway et al., 2015). Outra particularidade desta
espécie € que tem sido relacionada com a estimulacdo sinérgica da imunidade local e
sistémica para melhorar os efeitos terapéuticos anticancerigenos das ciclofosfamidas, ao
estimular a atividade do sistema imunologico contra as células tumorais, limitando os efeitos
pré-apoptoticos diretos nas células epiteliais e a sua acumulagdo in vivo. Por outras palavras,
as estirpes desta espécie demonstraram controlar a eficacia da ciclofosfamida quimioterapica
em ratos, induzindo a producéo de IFN-y pelas células T yd no local do tumor (Li et al., 2019;
Palmisano et al., 2020; Dutta & Lim, 2020). Embora este mecanismo tenha sido comprovado
em modelo murino, pode conjeturar-se que, possivelmente, possa ocorrer em humanos,

embora esta hipotese necessite de ser testada com mais estudos (Limeta et al., 2020).

O género Muribaculum inclui membros altamente diversos e dominantes da microbiota

intestinal de ratos e, os estudos baseados no seu genoma, indicam o potencial deste
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microrganismo para degradar hidratos de carbono complexos (Eberl et al., 2020). Entre eles,
Muribaculum intestinale, uma espécie bacteriana estritamente anaerébia e um membro
dominante da comunidade bacteriana intestinal, também confere funcdo de protecdo no
microbioma, uma vez que é conhecido por inibir, num modelo murino, a colonizagéo por
um agente patogénico para 0 Homem, Salmonella enterica serovar Typhimurium (Brugiroux
et al., 2016; Dowden et al., 2020). M. intestinale est4 geralmente associado a um fendtipo
saudavel e, portanto, prevé-se que exiba comportamento comensal, encontrando-se
frequentemente diminuido na doenca de Crohn, uma das principais doencas inflamatérias
intestinais (Dobranowski et al., 2019). Eberl et al. (2020) provaram que esta espécie
bacteriana admite uma colonizacédo lenta quando é inoculada em ratinhos germ-free. Como
se sabe, o potencial de oxidacao/reducdo intestinal € normalmente aumentado em ratinhos
germ-free em comparacdo com ratinhos convencionais, mas torna-se reduzido em resposta a
colonizagdo com uma microbiota complexa. Como M. intestinale é um anaerdbio estrito,
prevé-se que o elevado potencial de oxidacao/reducdo no intestino daqueles ratinhos pode
inibir a sua colonizacdo logo apos a inoculacao. Isto significa que, muito provavelmente, em
humanos, este microrganismo coloniza o intestino infantil algum tempo ap6s o nascimento,
quando o oxigénio ja foi reduzido pelos colonizadores facultativos iniciais (Eberl et al.,
2020). No entanto, esta é uma espécie que ainda € relativamente pouco estudada, e portanto,
o0 papel especifico que possa desempenhar na fisiologia intestinal, de ratos ou humanos, ainda

nao foi determinado.

Embora a abundancia relativa das duas espécies bacterianas descritas anteriormente
tenha sido ligeiramente aumentada com a exposicdo a micotoxina, neste caso, ndo parece
haver efeitos negativos desse aumento, uma vez que, tanto B. intestinihominis como M.
intestinale parecem ser, segundo a literatura bibliografica, inofensivos, conferindo efeitos
protetores no microbioma intestinal e reduzindo a proliferacdo de outros microrganismos

patogénicos; assim, 0 aumento da sua colonizacédo provocada pela AFB1, provavelmente,

ndo produzirad danos colaterais no intestino fetal.

Em relacdo ao género Bacteroides, anaerobio obrigatorio, Gram-negativo e 0s

principais constituintes da microbiota, sdo predominantes no trato intestinal humano inferior,

79



vivendo e crescendo exclusivamente no TGI dos mamiferos, perfeitamente adaptados a vida
no intestino. Como comensais e mutualistas, os membros deste género podem estabelecer
associac0es estaveis e de longo prazo com o0s seus hospedeiros humanos e conferir inimeros
beneficios a saude (Aaron & Goodman, 2017). Tém uma importante capacidade de degradar
glicanos e reconhecer e metabolizar diversos polissacéridos derivados de plantas e
hospedeiros, através de agrupamentos de genes denominados PULs. As mudancas no seu
perfil transcricional para consumir glicanos sédo provavelmente um fator importante que
permite que estas bactérias colonizem inicialmente o intestino, durante a infancia, e persistam

I4 ao longo da nossa vida (Aaron & Goodman, 2017).

Em especial, observa-se na Figura 16 que Bacteroides acidifaciens tem uma
abundancia relativa significativa, tanto nas ninhadas controlo como nas ninhadas em que
foi introduzida a AFB1 na dieta materna. A sua predominancia seria expectavel nos
controlos, uma vez que é uma espécie dominante no microbioma intestinal, ajudando na
digestdo dos alimentos e a produzir nutrientes e energia valiosos de que 0 corpo necessita;
tem igualmente a capacidade de tolerar e reduzir os niveis de oxigénio - permitindo assim o
crescimento de anaerdbios estritos que, de outra forma, seriam mortos pela presenca de O- -
sendo a principal razéo pelo qual consegue disseminar-se para novos hospedeiros e talvez

seja também a razdo pela qual esta espécie esta tdo difundida entre os mamiferos.

No entanto, os resultados sugerem que esta espécie bacteriana também permanece bastante
elevada nas amostras toxinogénicas, de forma idéntica aos controlos. Provavelmente, isto

pode acontecer por dois motivos: (i) por ser uma espécie resistente a esta aflatoxina, uma

vez que conseguiu proliferar significativamente de maneira semelhante ao seu
desenvolvimento nos ratinhos controlo, o que quer dizer que a sua colonizagdo ndo foi
influenciada de forma negativa pela ingestdo materna da AFB1, continuando a exercer 0s
seus efeitos benéficos nos descendentes; (ii) por ser uma espécie que exerce diversos
mecanismos protetores no hospedeiro e que, dessa forma, pode colonizar para atenuar 0s

eventuais efeitos prejudiciais provocados pela exposicdo a AFB1.

Por exemplo, Gurung et. al (2020) demonstraram que B. acidifaciens melhorou a

intolerancia a glicose e a resisténcia a insulina, desempenhando assim um papel benéfico
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no metabolismo da glicose em humanos e animais (Gurung et al., 2020). Ao mesmo tempo,
esta espécie ativa a DPP-4 no intestino e, subsequentemente, aumenta o GLP-1, o que pode
contribuir para a homeostase da glicose e sugere um potencial papel probiotico; por outro
lado, também melhora a oxidacao dos acidos gordos no tecido adiposo. Assim, pode auxiliar
na prevencdo de doencas metabdlicas, como a obesidade, e na melhoria da sensibilidade a
insulina (Gurung et al., 2020; J. Y. Yang et al., 2017). Para além disso, estd comprovado que
as estirpes comensais de Bacteroides acidifaciens promovem a producdo de IgA - a
imunoglobulina essencial para a defesa da mucosa intestinal contra microrganismos
patogénicos nocivos - no intestino grosso de ratos. Especificamente, induzem a expressao da
citidina desaminase através da sua ativacdo, sendo esta enzima crucial para a recombinagdo
de troca de classe de IgM para IgA no intestino grosso. Assim, podem melhorar e reforcar
a funcdo imunologica intestinal, reduzindo o aparecimento de doencas inflamatdrias
intestinais (Nakajima et al., 2020; J. Y. Yang et al., 2017).

E conhecido que a barreira intestinal é organizada como um sistema complexo de
multicamadas que permite a absorcdo de nutrientes, enquanto evita a translocacdo de
microrganismos patogénicos e dos seus produtos. A rutura desta barreira conduz ao transito
de conteudos luminais para a corrente sanguinea, como microrganismos patogénicos e
xenobidticos, ativando a resposta imune e induzindo inflamagdo. O muco cobre a camada
externa das células epiteliais do intestino e serve como protecdo fisica contra a penetracao de
microrganismos e compostos nocivos (Ouyang et al., 2020). A espécie Akkermansia
muciniphila, considerada um biomarcador para a saude intestinal e superabundante na
microbiota intestinal humana foi identificada nos 2 grupos de ninhadas em estudo. Utiliza
muco (mucina) como Unica fonte de carbono, azoto e energia - convertendo este polimero
em acetato e propionato - sendo a sua atividade central degradar esse muco, utilizando o
seu repertorio particularmente vasto de enzimas mucoliticas codificadas no seu genoma,
incluindo sulfatases e glicosideos hidrélases como as o -fucosidases, a-sialidases e f-
galactosidases (Geerlings et al., 2018; Kostopoulos et al., 2020). Uma vez que as mucinas
que a bactéria degrada, sao os principais componentes organicos das camadas de muco que

protegem o epitélio dos tratos gastrointestinal, respiratdrio e urinario contra microrganismos
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patogénicos e danos mecanicos, significa que esta espécie bacteriana pode ter efeito benéfico
na salde, provavelmente com base na regulacdo da espessura do muco e integridade da
barreira intestinal, mas também na modulacdo do sistema imunologico (Ouyang et al.,
2020; Trastoy et al., 2020). Estudos recentes descreveram que o acido butirico produzido
pela A. muciniphila poderia promover as células B pancreaticas a segregar insulina, regulando
a glicémia, para além de que, a sua proteina de membrana externa (Amuc-1100) demonstrou
ter capacidade de bloquear a passagem de toxinas para o sangue, bem como efeitos na
prevencdo da obesidade e outras comorbidades associadas; parece também reduzir o
desenvolvimento de massa gorda, resisténcia a insulina e dislipidemia em ratos, bem como
ativar o Toll-like receptor 2 (TLR2) para regular respostas imunes do hospedeiro (Cani & de
Vos, 2017; Z. Li et al., 2020). Por outro lado, A. muciniphila influencia igualmente genes
envolvidos no metabolismo celular dos lipidos, desempenha um papel na normalizacdo da
endotoxemia metabodlica e do metabolismo do tecido adiposo (Geerlings et al., 2018). Cani
et. al (2017) comprovaram que a sua administracdo como probiotico (i) reestabeleceu a
producdo enddgena de péptidos antimicrobianos; (ii) aumentou a producdo endogena de
lipidos bioativos especificos que pertencem a familia dos endocanabindides e sdo conhecidos
por terem atividades anti-inflamatdrias, regulando a producdo enddgena de péptidos
intestinais envolvidos na regulacdo da glicose e da barreira intestinal, respectivamente, o
péptido semelhante a glucagina 1 e 2 (GLP-1 e GLP-2) (Cani & de Vos, 2017). Ashrafian et
al. (2019) provaram ainda, num estudo em células Caco-2 (linha celular imortalizada de
células do adenocarcinoma colorretal humano), que A. muciniphila aumentou o nimero de
células caliciformes e secrecdo de muco; aumentou significativamente a expressao dos TLR2
e TLR4 e ainda a expressdo das proteinas das TJ, envolvidas na estabilidade da barreira
intestinal (Ashrafian et al., 2019).

Além disso, exibe outras multiplas funcbes bioldgicas, incluindo inibicdo da
inflamacdo e alimentacdo cruzada, denominada sintrofia, em conjunto com outras espécies
da microbiota, podendo contribuir para a expansao de outros microrganismos benéficos, ao

mesmo tempo que pode ter um efeito direto sobre o metabolismo do hospedeiro e, ainda,
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reduzir a colonizacao por espécies potencialmente patogénicas (Dao et al., 2016; Ashrafian
etal., 2019).

Esta bactéria Gram-negativa esta presente no trato intestinal em diferentes fases da vida; a
sua colonizacgdo tem inicio na infancia e atinge 1-4% da microbiota fecal na idade adulta
(Ouyang et al., 2020); tem a capacidade de degradar as estruturas dos HMOs em acgucares
mais simples, libertando SCFAs (acetato e propionato); esta utilizacdo de HMOs, usando o
leite humano como Unica fonte de energia, pode explicar a sua presenca no leite materno e
no tecido mamario de mulheres/animais lactantes. Esta sua presenca especifica no leite
humano pode beneficiar a maturacdo do estabelecimento da microbiota do bebé e a
maturacdo imunoldgica, uma vez que, como referido, se sugere que a sua proteina externa
esteja envolvida na regulacdo imune. Mais, a sua capacidade de degradacao de polissacaridos
ja demonstrou ter um papel importante na colonizacao inicial do intestino do bebé, tendo
assim um grande impacto na vida posterior, garantindo a salde e metabolismo da mucosa.
Portanto, a sua presenca no intestino infantil pode ser considerada um marcador para o

desenvolvimento e diversidade da microbiota intestinal (Geerlings et al., 2018).

Pela observacdo dos resultados, esta espécie tem uma abundancia ligeiramente superior
nas ninhadas controlo, comparativamente as ninhadas tratadas; isto seria de esperar, uma vez
que, posto tudo o que foi referido anteriormente, é frequentemente designada como a
“sentinela do intestino”, considerada 0 microrganismo mais proximo das celulas epiteliais
(Ashrafian et al., 2019; Ouyang et al., 2020). Uma vez que os resultados demonstram uma

reducdo da sua abundancia apds a exposicdo a AFB1 (embora muito ligeira), isso significa

que, nos ratinhos cuja mée ingeriu a AFB1 na dieta, pode ficar comprometida a integridade

da monocamada de enterdcitos, diminuicdo da modulacdo do sistema imunoldgico intestinal,

bem como, a desrequlacdo da espessura do muco.

O geénero Clostridium é predominante no nosso TGI, constituindo cerca de 10-40% do
total de bactérias; os membros deste género colonizam numa fase precoce da vida, podendo
ser detetados nas fezes na primeira semana apds o nascimento (P. Guo et al., 2020). As
espécies deste género exercem muitos beneficios para a saude do corpo através da interagéo

direta ou indireta com o intestino sendo, deste modo, considerados reguladores
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indispensaveis da homeostase intestinal e, portanto, mudangas na abundéncia de
Clostridium spp. na microbiota podem afetar potencialmente a funcao gastrointestinal de um
individuo (Pequegnat et al., 2013). Eles produzem SCFAs como produtos finais do
metabolismo, como butirato, propionato e acetato, e estdo frequentemente envolvidos na
producdo de acidos biliares primarios e secundérios, no ileo e no cdlon, que desempenham
um papel vital na regulacdo do equilibrio metabdlico intestinal (Pequegnat et al., 2013; P.
Guo et al., 2020). J& foi demonstrado igualmente que atenuam a inflamacéo e as doencas
alérgicas de maneira eficaz, devido as suas atividades bioldgicas distintas, principalmente

através da energizacdo das células epiteliais intestinais, fortalecimento da barreira intestinal

e interacdo com o sistema imunoldgico (P. Guo et al., 2020). Genericamente, as vantagens

deste género como potenciais probidticos incluem o facto de (i) serem bactérias comensais
no intestino de animais e humanos, portanto normalmente sdo inofensivos e nao
desencadeiam fortes respostas imunolodgicas intestinais; (ii) a maioria ter capacidade de
esporular e resistir com sucesso em ambientes de stress; (iii) especialmente as espécies dos
clusters XIVa e 1V, puderem exercer efeitos anti-inflamatdrios e manter a saude intestinal
através dos seus componentes e metabolitos ja referidos, especialmente o butirato (P. Guo et
al., 2020).

No entanto, apesar dos muitos beneficios proporcionados por algumas espécies de
Clostridium, estas produzem exotoxinas potentes, sendo um dos géneros com as espécies
mais toxigénicas conhecidas, como C. perfringens, C. difficile e C. botulinum (Pequegnat et
al.,, 2013). Essas toxinas possuem uma variedade de atividades bioldgicas, como
neurotoxicidade, atividade hemolitica e enterotoxigénica (P. Guo et al., 2020). As proteinas
de ligacdo a fibronectina, adesina e flagelina sdo os principais fatores de viruléncia que
facilitam a fixac8o destas bactérias e a sua aderéncia no intestino (Pequegnat et al., 2013).
Assim, o crescimento excessivo do género Clostridium é frequentemente uma caracteristica
de disbiose microbiana intestinal e do aumento da permeabilidade intestinal - uma
caracteristica de doencas inflamatérias intestinais e outras, relacionadas ao sistema

imunologico (Parker et al., 2020).
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Especificamente, Clostridium lactatifermentans, que no presente trabalho se encontra
representado em ambas as ninhadas controlo e tratadas com a AFB1 — embora ligeiramente
superior nestas Ultimas - é uma bactéria que fermenta o lactato e produz SCFAs,
nomeadamente acetato e propionato e também butirato e isovalerato, embora em menores
quantidades. Como produtor destes SCFAS, provou-se num estudo de Wielen et al. (2002),
que este microrganismo esta relacionado com a reducéo da colonizacao por Salmonella
enterica Enteritidis, uma causa importante de salmonelose humana nos paises ocidentais;
verificou-se que o crescimento de S. Enteritidis foi inibido pela cultura mista de Lactobacillus
crispatus e C. lactatifermentans, a pH 5,8. Ou seja, demonstrou-se que 0 acetato e 0
propionato produzidos por duas estirpes bacterianas cecais, cultivadas com lactose, inibiram
o crescimento de S. Enteritidis (Wielen et al., 2002). No entanto, e apesar das funcgdes
benéficas protetoras intestinais descritas anteriormente, Sun et al. (2017) sugeriram que esta
espécie funciona como veiculo da hiperproliferacdo do cancro colorretal e que estava
enriquecida nos grupos inflamatorios num modelo animal murino. Assim, a inflamacéo
causada por bactérias intestinais também se considera ter impacto na carcinogénese, levando
a danos na funcao de barreira intestinal, translocacao bacteriana e secrecao de citocinas que

mantém um ambiente inflamatdrio dentro do tumor (Sun et al., 2017).

Observando os resultados obtidos, este microrganismo colonizou o intestino dos
ratinhos descendentes controlo de forma muito semelhante aos ratinhos que sofreram
exposicdo materna a AFB1. Esta evidéncia leva a crer que o seu crescimento nao foi
influenciado pela micotoxina, por isso, provavelmente, esta espécie bacteriana é resistente
aos efeitos negativos provocados pelo contaminante alimentar. C. lactatifermentans faz
parte da microflora intestinal saudavel e pode trazer beneficios ao proprio hospedeiro,

destacando-se a reducdo da colonizagdo por microrganismos indesejaveis entéricos.

Relativamente a todas as outras espécies bacterianas que constam na Figura 17, e que
ndo foram destacadas anteriormente, € provavel que também possam influenciar o
microbioma intestinal, no entanto, ndo ha forma de o comprovar cientificamente, uma vez

que ndo ha literatura bibliografica suficiente que permita descrever o seu papel ao nivel do
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intestino. Assim, foram consideradas preferencialmente aquelas que pareceram relevantes do

ponto de vista bibliografico.

Posteriormente a analise da abundancia relativa (%) dos taxa bacterianos, € importante,
quando se estuda o microbioma intestinal, compreender se existem realmente diferencas na
diversidade microbiana entre os diferentes grupos estudados, a fim de elucidar sobre os
padrdes de distribuicdo das comunidades intestinais existentes (Reese, 2018). Para isso, foi
determinado o indice de diversidade de Shannon (H). Este indice varia normalmente entre
1,5 e 3,5 e raramente atinge 4,5, aumentando a medida que a riqueza da comunidade aumenta,
ou seja, um maior indice significa que o meio ambiente é mais diversificado e estavel em
termos de biodiversidade (Ifo et al., 2016). Desta forma, intuitivamente se compreende que
uma comunidade composta por taxas ecologicamente diferentes é mais diversa do que uma

comunidade composta por taxas semelhantes (Ricotta & Szeidl, 2006).

Os resultados obtidos da andlise do indice de diversidade de Shannon estdo

representados nas Figuras 18 e 19.

OTU p=0.46 (ANOVA)
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Figura 18: Esquematizacdo do indice de Shannon para as espécies presentes nas ninhadas controlo (Control) e
tratadas com a AFB1 (Tox)
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OTU p=0.41 (ANOVA)
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Figura 19: Esquematizacdo do indice de Shannon para os géneros presentes nas ninhadas controlo e tratadas com a
AFBL1 (Tox), discriminando machos (m) e fémeas (f)

Através da observacdo das Figuras 18 e 19 verifica-se que, na sua globalidade, os
resultados ndo apresentam diferencas consideraveis, tanto entre os grupos controlo e
toxinogeénicos, como entre machos e fémeas. Ou seja, sugere-se que existe uma

homogeneidade na diversidade bacteriana das amostras analisadas.

Apods se ter efetuado um tratamento estatistico de analise de variancia (ANOVA),
foram detetadas diferencas significativas entre os grupos, particularmente ao nivel da espécie.
Este tipo de andlise permite-nos decidir se as diferengas amostrais observadas sdo reais
(causadas por diferencas significativas nas populacdes observadas) ou casuais (decorrentes
da mera variabilidade amostral) (Bertinetto et al., 2020). Portanto, esta analise servira, nao
sO para identificar e distinguir as espécies bacterianas presentes nas ninhadas tratadas e
controlo (discriminando também entre machos e fémeas), mas igualmente para perceber se

as diferencas encontradas nesses grupos séo, de facto, significativas a nivel estatistico.
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Os graficos resultantes desta analise de variancia encontram-se nas Figuras 20 e 21, 22

e 23 para 0 género e a espécie bacteriana, respetivamente.
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Figura 20: Abundancia relativa dos diferentes géneros, das ninhadas controlo e tratadas
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Figura 21: Abundancia relativa dos diferentes géneros, discriminando descendentes machos e fémeas
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Figura 22: Abundancia relativa das diferentes espécies, das ninhadas controlo e tratadas
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Figura 23: Abundancia relativa das diferentes espécies, discriminando descendentes machos e fémeas

Normalmente, as referéncias relativas as relagbes ou diferencas encontradas
estatisticamente significativas, sdo dadas pela simbologia p <.05, p <.01 e p <001 e
correspondentes asteriscos [*; **; ***], indicando uma diferenga pouco significativa,

significativa ou muito significativa, respetivamente (Loureiro & Gameiro, 2011).

Observando a Figura 20, os Unicos 3 géneros que mostram ter diferencas muito

significativas ™ entre as ninhadas controlo e toxinogénicas s&o os géneros Allobaculum e
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Coprobacillus, maioritarios nos controlos, e Staphylococcus, mais abundante nas amostras
expostas a aflatoxina. Os géneros Sporobacter, Murimonas, Insolitispirillum, Faecalitalea e
Dorea estdo presentes em ambos os grupos, com diferencas do ponto de vista estatistico )
e 0s géneros que mostram ter poucas diferencas significativas ) entre os grupos
correspondem a Stomatobaculum, Sphingopyxis, Prevotella, Pedobacter, Parabacteroides,
Papilibacter, Mucispirillum, Massilia, Marinomonas, Gpl, Enterobacter, Clostridium XI,
Clostridium 1V, Clostridium Ill, Catabacter, Bilophila, Aridibacter, Alkaliphilus e
Acholeoplasma. Relativamente a comparacdo entre machos e fémeas (Fig. 21),
Staphyloccocus foi 0 Gnico género com diferenca muito significativa entre os grupos, tendo
uma abundancia mais elevada nos toxinogénicos, e dentro destes, ligeiramente superior nos
ratinhos fémea; nos controlos, nota-se uma diferenca significativa com uma maior
abundancia nos ratinhos macho. O género Bilophila, Coprobacillus e Allobaculum mostram
diferencas significativas; o primeiro esta mais elevado nas amostras toxinogénicas das
fémeas, e os dois dltimos mais elevados nos descendentes controlos machos. Todos 0s
restantes géneros apresentados nos graficos anteriores mostram poucas diferencas a nivel

estatistico.

De acordo com a Figura 22, as espécies que demonstram ter diferenca muito
significativa ™) sdo: Staphylococcus lentus e Dorea longicatena (que s&o mais abundantes
nas amostras tratadas com a AFB1), bem como Parabacteroides distasonis, Desulfovibrio
litoralis, Longibaculum muris, Bacteroides salanitronis e Allobaculum stercoricanis, com
abundancia relativa superior nos ratinhos controlo, diminuindo significativamente quando é
introduzida a AFB1. As espécies Sporobacter termitidis, Marseilla massiliensis,
Hydrogenoanaerobacterium saccharovorans, Faecalibaculum rodentium, Breznakia
pachnodae e Bacteroides zoogleoformans mostram diferencas significativas ™ na sua
abundancia entre os grupos, sendo que a Ultima espécie é maioritaria nos toxinogénicos, e
todas as restantes, nos controlos. Relativamente as espécies bacterianas que tém poucas
diferencas a nivel estatistico ) entre as ninhadas expostas a micotoxina e as ninhadas
controlo tem-se Stomatobaculum longum, Ruminococcus torques, Psychrilyobacter

atlanticus, Pseudomonas psychrotoletans, Prevotella loescheii, Paraferrimonas
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sedimenticola, Papillibacter cinnamivorans, Lachnospiraceae bacterium, Mucispirillum
shaedleri, Lactobacillus gasseri, Intestinimonas pyruvativorans, Dysgonomonas
alginatilytica, Clostridium propionicum, Herbiniz hemicellulosilytica, Clostridium ghonii,
Eubacterium siraeum, Clostridium viride, Clostridium leptum, Catabacter hongkongensis,
Intestinibacillus massillensis, Bacteroides stercoris, Bacteroides rodentium e Bacillus
cereus. Comparando entre ratinhos macho e fémea (Fig. 23), as Unicas duas espécies com
diferencas muito significativas sdo Bacteroides salanitronis, cuja abundéancia relativa é
superior nos controlos e, dentro destes, nos ratinhos fémea (todavia, também se observam
diferengas no grupo tratado com a AFB1, sendo mais abundante nos ratinhos macho) e
Staphylococcus lentus, que prevalece nos ratinhos expostos a micotoxina, mas cujas
diferencas entre sexos se observam mais nos controlos, sendo maioritario nos ratinhos
macho. Todas as restantes espécies bacterianas mencionadas anteriormente demonstram

poucas diferencas significativas entre sexos masculino e feminino.

O geénero Staphylococcus é constituido por bactérias Gram-positivas, na maioria
anaerobios facultativos, membros colonizadores comensais das membranas mucocutaneas de
animais e humanos (Dworkin, 2006). De acordo com a sua capacidade de coagular o plasma
de coelho, as espécies sdo tradicionalmente divididas em dois grupos: coagulase positiva
(CoPS) e coagulase negativa (CoNS) (Podkowik et al., 2013).

Staphylococcus lentus € um membro deste género coagulase-negativo, geralmente
descrito como uma bactéria pertencente a flora normal da pele, do trato respiratorio, trato
gastrointestinal do homem, bem como do leite materno (Soeorg et al., 2017; Shaker et al.,
2018). Apesar de ter influéncia benéfica nos processos de fermentacao e nas caracteristicas
sensoriais dos produtos como carne e queijo, é uma causa mundial de infe¢cbes humanas e
animais, incluindo casos de bacteremia, infecGes de feridas, lesdes piogénicas e mastites
(Podkowik et al., 2013; Hay & Sherris, 2020), portanto, é normalmente considerada uma
espécie bacteriana patogénica oportunista, uma vez que demonstra ter essa capacidade em
pacientes imunocomprometidos, com doencas cronicas e pacientes de longa permanéncia em
hospitais, pela sua capacidade de formar biofilmes e colonizar as superficies dos dispositivos

médicos (Becker et al., 2014; Al-Talib et al., 2020). Para além disso, outros fatores que
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podem contribuir para a sua patogenicidade sdo as proteinas da sua parede celular, os
polissacaridos exdgenos, a producdo de varios tipos de enzimas extracelulares (proteases,
elastases, esterases, lipases e fosfolipases), varias toxinas, como familias de hemolisinas,
enterotoxinas, toxinas intestinalis e inibidores do sistema imunoldgico (Michalik et al.,
2020). As enterotoxinas (por ex. hemolisinas a, B, 6 e vy, leucocidinas) produzidas por
algumas estirpes desta espécie também ja foram reconhecidas como agentes causadores de
intoxicacgdes alimentares, sendo capazes de interromper as respostas imunologicas humanas
e animais (Podkowik et al., 2013).

Para a maioria dos recém-nascidos, o género Staphylococcus aparece durante a
primeira semana de vida e persiste até a 82 semana pds-parto. A abordagem semiquantitativa
de um estudo realizado por Aujoulat et al. (2014), demonstrou que estes microrganismos
dominam quantitativamente a microbiota intestinal até a terceira semana de vida; assim, a
predominancia de microrganismos CoNS pode ser considerada uma caracteristica especifica
da microbiota intestinal de bebés extremamente prematuros (Aujoulat et al., 2014). Neste
sentido, possuem igualmente um forte potencial para causar infe¢cGes da corrente sanguinea
invasivas em recém-nascidos, especialmente naqueles nascidos prematuramente, uma vez
que na unidade de terapia intensiva neonatal, sdo particularmente suscetiveis a adquirir
infecBes nosocomiais. Acredita-se que 0 processo que causa esse tipo de infecdo esteja
associado a translocacao desses microrganismos do TGl para a corrente sanguinea (Adeghate
et al., 2020).

Analises de bactérias dependentes e independentes de cultura revelaram gue o colostro,
o leite materno gerado 5 a 6 dias apo6s o parto, € uma fonte de Staphylococcus spp. Os
membros deste género sdo 0s microrganismos mais comuns causadores de mastite. A
mastite lactacional estd intimamente relacionada ao desequilibrio bacteriano mamario no
qual a microbiota responsavel pela mastite aumenta enquanto a microbiota mamaria normal
diminui. Estas bactérias podem proliferar e produzir toxinas causando inflamagéo
significativa nos tecidos mamarios; as toxinas também podem ser rapidamente absorvidas e

entrar, inclusive, no sangue. As mulheres que amamentam com mastite apresentam aumento
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de citocinas pro-inflamatdrias séricas, incluindo interleucinas IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a (Tao
et al., 2020).

Atualmente, é conhecido gue o stress materno pré-natal, durante a gravidez, é um
fator de risco para disturbios do neuro-desenvolvimento e gastrointestinais no feto, podendo
afetar o metabolismo, fisiologia, cognicdo e comportamento. Num estudo realizado por
Jagarevi¢ et al. (2018), S. lentus foi identificado como uma espécie bacteriana cuja
abundancia relativa ficou alterada pela exposicéo de ratos adultos ao stress, e descrita por
induzir a transcricéo de genes pro-inflamatérios do hospedeiro, estando aumentada em
todos os grupos de tratamento apOs a exposicao ao stress crénico. O stress pré-natal, nesse
artigo, foi associado a altera¢fes no transcriptoma e ambiente intestinal fetal, bem como a

alteracdes no intestino adulto (Jasarevi¢ et al., 2018).

Como observado anteriormente, o género Staphylococcus e, especificamente, a espécie
S. lentus mostraram diferencas significativas a nivel estatistico entre os grupos estudados,
aumentando muito a sua abundancia relativa nos ratinhos expostos a AFB1 e estando

diminuido nas ninhadas controlo. Significa isto que, novamente, com a introducéo desta

micotoxina na dieta materna, o feto pode sofrer alteracdes ao nivel do microbioma

intestinal aumentando a quantidade destes microrganismos que, embora também possam
fazer parte da microbiota normal e ter beneficios associados, a literatura bibliografica sugere
que tém igualmente capacidade patogénica oportunista, especialmente durante a gravidez, e

apos o parto, em bebés recém-nascidos prematuramente.

Para além disso, Abdelkader et al. (2020) investigaram a possivel utilizacdo de certas
espécies bacterianas como agentes de controlo biol6gico contra o crescimento de Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus em plantas de sorgo e amendoim, bem como a capacidade de
biodegradacdo da AFB1. Observaram-se atividades antifungicas méaximas para S. lentus nas
concentragbes de 10 e 25 mL kg, tendo capacidade de impedir completamente o
crescimento de A. flavus e A. parasiticus e de degradar completamente a AFB1 (96,54%)
em cultura liquida, impedindo o seu crescimento e desenvolvimento. Este foi o primeiro
estudo a provar que S. lentus tem a capacidade de inibir o crescimento de A. flavus e A.

parasiticus em 100% e degradar a AFB1 em 96% e, desse modo, pode ser usado para
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controlar a acumulagdo dessa micotoxina em sementes de sorgo e amendoim pds-colheita
(Abdelkader et al., 2020).

Por outro lado, curiosamente, estando presente de forma tdo significativa nos ratinhos
expostos a micotoxina, e sendo capaz de degrada-la eficazmente, pode conjeturar-se que S.
lentus possa ter efeitos protetores e minimizar bastante os efeitos prejudiciais da AFB1 no
intestino fetal. No entanto, o estudo referido anteriormente foi realizado somente em plantas,
por isso, esta € apenas uma suposicdo; sdo, evidentemente, necessarios estudos que

comprovem esta interessante capacidade de degradacéo do S. lentus em humanos.

Também o género bacteriano Dorea, composto por bacilos Gram-positivos anaerobios
estritos, e particularmente a espécie D. longicatena, apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre as ninhadas controlo e tratadas com a aflatoxina, sendo maioritéaria nestas
ultimas (e com valores semelhantes entre machos e fémeas), diminuindo nas ninhadas
controlo. Esta € uma espécie dominante no intestino humano em contagens de células de
aproximadamente 10° g (peso seco) nas fezes, que ndo produz butirato, mas que tem
capacidade de fermentar a glicose e outros agUcares, cujos principais produtos finais do
metabolismo sdo etanol, formato, acetato, hidrogénio e didxido de carbono que podem ser

utilizados por outros microrganismos (Taras et al., 2002; Cecchini et al., 2013).

Tem sido objeto de estudo principalmente em relacdo a doenca de Crohn - doenca
inflamatoria cronica do intestino - encontrada de forma aumentada na mucosa do ileo
terminal de individuos que sofrem de recorréncia pos-operatéria dessa patologia (Mondot et
al., 2016). Isto é explicado principalmente pelo facto deste microrganismo ter capacidade de
metabolizar acidos sialicos, que sdo comumente encontrados nas extremidades terminais das
mucinas, e cuja libertacdo estd associada a degradacdo da mucina, aumentando

potencialmente a permeabilidade intestinal (Schirmer et al., 2016).

Também o cancro colorretal (CCR) é uma doenca grave - a terceira forma mais comum
de cancro - e representa uma ameaca critica a satde publica. Yang et al. (2019) procuraram
elucidar a conexdo entre a microbiota intestinal, dieta e CCR através da analise
metagendmica de bactérias isoladas das fezes de individuos doentes e saudaveis. O género

Dorea foi descrito como sendo mais abundante em amostras fecais de pacientes com CCR
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do que nas amostras controlo saudaveis; estas bactérias tém a capacidade de aderir as
células cancerigenas, o que pode conferir-lhes uma vantagem competitiva no ambiente
colorretal neoplasico. Por isso, estes autores destacam a capacidade oportunista deste

género bacteriano e o seu potencial papel carcinogénico (J. Yang et al., 2019).

Para além disso, D. longicatena também se encontra associada a permeabilidade
intestinal em pacientes que sofrem de SlI, uma patologia caracterizada por inflamacao das
vilosidades intestinais; isso acontece porque este microrganismo se alimenta de fibras pre-
bidticas, nomeadamente a inulina e os fruto-oligossacaridos (FOS), e dessa forma, reduz os
efeitos benéficos para o hospedeiro que essas fibras podem ter (facilitar a defecacéo e reduzir
a endotoxemia, resisténcia a insulina e riscos de cancro do c6lon), aproveitando-se do
consumo dessas fibras pelo paciente, para proliferar. O locus de utilizacdo de FOS da Dorea
é duas vezes mais abundante nos microbiomas de pacientes que sofrem de SlI do que nos de
individuos saudaveis. Constatou-se que o transportador de FOS, que esta espécie utiliza, é
especifico para a kestose (trissacarido precursor da inulina), seja para ligacdo, transporte ou
fosforilacdo. Este sistema de utilizacdo de FOS por D. longicatena é a primeira via de
metabolizacdo pré-biotica a ser caracterizada a partir de uma bactéria intestinal humana
nao benéfica (Z. Wang et al., 2020).

Segundo Schirmer et al. (2016) esta espécie bacteriana foi também associada a atividade de
citocinas e a niveis elevados de IFN-y em resposta a estimulos derivados de fungos, como
Candida albicans (Schirmer et al., 2016).

No entanto, deve ter-se em conta que nem sempre € prejudicial que esta bactéria esteja
aumentada, uma vez que ela é um biomarcador potencial que pode estabelecer a ligagdo entre
a microbiota intestinal e o estado metabolico de algumas patologias. Por exemplo, sabe-se
que produz um acido gordo de cadeia curta como produto da fermentacdo, o acetato; este
pode ser utilizado por outros microrganismos para gerar butirato. Recordando o que foi dito
anteriormente, o butirato tem diversos efeitos benéficos no hospedeiro, nomeadamente servir
de fonte de energia para 0s enterocitos, contribuir para a regulacéo da integridade da barreira
epitelial e para a redugdo da inflamagéo extra e intraintestinal. Assim, claramente que

proporcdes diminuidas de bactérias produtoras de butirato no intestino tém sido associadas a
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varios distarbios intestinais, como doencas inflamatdrias intestinais, obesidade, diabetes
mellitus e hipertensdo (Kamo et al., 2017). Assim, curiosamente neste caso, pode presumir-
se que a reducdo daquele microrganismo possa limitar a disponibilidade de acetato, e
consequentemente, de butirato, desregulando a funcéo de barreira intestinal, bem como
outros mecanismos adjacentes que prejudicam significativamente o paciente (Mamic et al.,
2021). A diminuicgéo da D. longicatena pode contribuir, em parte, para o sobrecrescimento
concomitante de microrganismos patogénicos intestinais, o desenvolvimento de sintomas

gastrointestinais e, possivelmente, até mesmo a fibrose.

Tendo em conta que esta espécie bacteriana esta muito reduzida nas ninhas controlo,
aumentando de forma consideravel apds a exposicdo a AFB1, e posto tudo o que foi referido,
na generalidade, as evidéncias bibliograficas parecem sugerir que a abundancia deste
microrganismo esta “negativamente associada a manuten¢ao de um intestino saudavel”

(Mortas et al., 2020), constituindo mais uma evidéncia de que pode surgir disbiose intestinal

como consequéncia da exposicdo precoce a AFB1l, uma vez que esta demonstra

promover o aumento de espécies com potencialidade patogénica e inflamatdria. Neste

caso, uma superabundancia desta espécie na microbiota fetal, & possivel que possa contribuir
para uma probabilidade mais elevada do aparecimento (ou agravamento) de patologias
graves, como a doenca de Chron, Sll e CCR.

Relativamente a um potencial efeito probiotico desta espécie bacteriana, a sua relacdo
com o metabolismo de um hospedeiro saudavel ainda ndo foi descrita anteriormente, e ndo
ha caracteristicas reconheciveis deste microrganismo que possam explicar essa associacao;
quaisquer efeitos benéficos que possa ter, ainda permanece uma questdo em aberto (Brahe et
al., 2015). Todavia, Hsiao et al. (2014) estudaram uma comunidade artificial de 14 espécies
de bactérias intestinais humanas sequenciadas, que se correlacionaram diretamente com a
recuperacdo e maturacdo da microbiota intestinal infantil da célera, onde estava incluida D.
longicatena. Quando analisaram os niveis de Vibrio cholerae nas fezes de ratos colonizados
com essa bactéria, observou-se que o0s niveis de D. longicatena diminuiram
significativamente ap0s a invasdo daquela espécie bacteriana. Assim, esta espécie, em

conjunto com outras que foram identificadas, pode contribuir para controlar a colonizacao e
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a viruléncia por este vibrio, o que sugere um eventual efeito benéfico para o hospedeiro
(Hsiao et al., 2014).

Parabacteroides distasonis também foi uma espécie bacteriana que colonizou o
ambiente intestinal de forma distinta entre as ninhadas expostas a AFB1 e as ninhadas
controlo, sendo significativamente reduzido ap6s a exposi¢do ao contaminante alimentar.
Esta bactéria Gram-negativa produz um nimero muito elevado de glicanos fucosilados,
comparando com as outras espécies do mesmo género bacteriano, e é normalmente

considerado um microrganismo inofensivo na microbiota intestinal (Comstock, 2009).

Kverka et al. (2011) demonstraram que P. distasonis reduz significativamente a
severidade da inflamacao intestinal em modelos de ratinhos com colite aguda e cronica
experimental (induzida por sulfato de sédio dextrano, DSS), evitando o aumento de vérias
citocinas pré-inflamatérias (como o TNF-o), aumentando anticorpos séricos especificos e
estabelecendo a ecologia microbiana intestinal. Os autores observaram que, ap6s
administracdo oral de uma fracdo da membrana deste microrganismo em ratos BALB/c,
ocorreu uma alteracdo na producao local de citocinas no intestino, resultando num meio anti-
inflamatorio inespecifico, estimulacdo de mecanismos imunes adaptativos e estabilizagdo da
composi¢cdo da microbiota intestinal, tornando 0s ratos menos suscetiveis a colite. As
alteracdes provocadas por esta espécie bacteriana foram observadas nas placas de Peyer, ceco
e colon dos animais em comparacdo com os controlos, sugerindo efeitos locais em todo o
intestino. A atividade imunomoduladora deste microrganismo pode interferir com a
acumulacdo de leucdcitos na mucosa intestinal e com o comprometimento da funcédo de
barreira e contribuir para diminuir a inflamacéo. Os resultados sugerem que, componentes
bacterianos especificos derivados deste comensal, podem ser Uteis no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para doencas inflamatdrias cronicas, como DIl (Kverka et al.,
2011).

Cuffaro et al. (2020) apoiaram estes resultados através de um outro estudo in vitro, em ratos
BALB/C ByJ adultos e recém-nascidos, com colite aguda experimental induzida pelo acido
trinitrobenzenossulfonico (TNBS), onde foi destacado um forte potencial benéfico de P.

distasonis na salude, pois duas estirpes deste microrganismo (PF-BaE7 e AS23) exibiram um
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forte potencial anti-inflamatério e outras trés estirpes (PF-BaE5, PF-BaE1ll e AS93)
restauraram, de forma significativa, a barreira epitelial intestinal. Além disso,
demonstraram que estas estirpes também ativavam células dendriticas para induzir linfdcitos
T reguladores e induziam a producdo da citocina anti-inflamatoria IL-10, que é conhecida
pela sua capacidade de atenuar as respostas pré-inflamatérias Thl e Th1l7, principalmente
pela reducéo da producédo de IL-12 e IL-23. Também, curiosamente, os ratos tratados com
esta espécie bacteriana exibiram niveis mais baixos de claudina-2, um componente estrutural
do complexo das TJ, formadora de poros, que é reconhecida como um mediador do "intestino
permeavel”, aumentando a passagem de macromoléculas através da barreira epitelial, que,
normalmente, esta elevada em pacientes com Dlls. As estirpes PF-BaE5 e PF-BaEll
(testadas em amostras fecais de recém-nascidos) foram as que apresentaram 0s melhores
efeitos anti-inflamatdrios, e, embora a sua total capacidade de colonizacdo e inocuidade ainda
né&o tenham sido confirmadas, as observac6es deste estudo sugerem uma potencial utilizacao

dessas bactérias em intervencdes terapéuticas perinatais (Cuffaro et al., 2020).

No entanto, dentro do mesmo assunto, os resultados de um estudo realizado por
Dziarski et al. (2016) sdo controversos relativamente aos anteriores, pois descrevem P.
distasonis como uma espécie promotora de colite (induzida por DSS) em ratinhos BALBI/c,
e indicam que o seu aumento na microbiota intestinal é parcialmente responsavel pelo
aumento da sensibilidade dos animais a essa inflamacdo intestinal. Estes autores descrevem
alteracbes nas proteinas de reconhecimento de peptidoglicanos (Pglyrps), moléculas
incluidas na imunidade inata, antibacterianas, que participam na manuten¢do da microbiota
intestinal e modulam as respostas inflamatorias. Os animais deficientes em qualquer um dos
quatro genes Pglyrp sdo mais sensiveis a colite. P. distasonis foi considerado uma espécie
promotora de colite nos ratinhos, evidenciada principalmente por: (i) perda significativa e
acelerada de peso corporal; (ii) aumento do sangramento intestinal; (iii) hiperplasia
significativamente mais pronunciada da lamina propria; (iv) perda de criptas, infiltracdo com
células inflamatorias, perda de epitélio, perda de células caliciformes e ulceragdo (Dziarski
et al., 2016).
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Esses resultados discrepantes, entre o estudo de Dziarski et al. (2016) e o estudo de Cuffaro

et al. (2020), podem ser devidos a diferencas entre modelos animais, pacientes e diferentes
fontes de amostras, ja que uns ensaios foram realizados em fezes (e representam bactérias
fecais), enquanto que outros representam bactérias associadas a tecidos de segmentos
proximais do intestino, célon e ileo, que frequentemente mostram mudangas opostas na

abundancia e nos tipos de bactérias (Dziarski et al., 2016).

Wang et al. (2019) demonstraram os beneficios metabolicos de P. distasonis na reducdo do
ganho de peso, hiperglicemia e esteatose hepatica em ratos obesos e alimentados com uma
dieta lipidica. O tratamento com esta espécie alterou dramaticamente o perfil de &cidos
biliares - tendo capacidade de converter acidos biliares primarios em secundarios - e
aumentou o nivel de succinato intestinal, que foi recentemente confirmado como um &cido
dicarboxilico importante na manutencdo da homeostase da glicose (K. Wang et al., 2019). O
succinato produzido por este microrganismo, ndo sé é precursor da glicose na gliconeogénese
intestinal, mas também aumenta a atividade da frutose-1,6-bisfosfatase para melhorar a
homeostase da glicose. Os resultados descrevem este comensal intestinal como “um
probidtico promissor que pode modular o metabolismo do hospedeiro para atenuar
disfungdes metabolicas” (K. Wang et al., 2019).

Para além disso, Koh et al. (2020) demonstraram que esta espécie bacteriana atenua a
tumorigénese, modula marcadores inflamatérios e promove a integridade da barreira
intestinal de ratos com 6 semanas de idade, principalmente através da elevacao da proteina
zénula occludens-1 (ZO-1) nas tight junctions. Os autores demonstraram que a administracao
desta espécie bacteriana nestes animais pode reduzir a incidéncia do tumor do c6lon quando
administrado antes ou depois do desenvolvimento do mesmo; P. distasonis provocou 0
aumento precoce da IL-10 e do fator de transformagdo de crescimento beta (TGF-B), um
aumento significativo da proteina ZO-1 e uma reducédo da ativagdo do Toll-like receptor 4
(TLR4) (Koh et al., 2020). Noutro estudo dos mesmos autores, P. distasonis demonstrou ter
propriedades anti-inflamatorias e anti-neoplasicas que sdo provavelmente mediadas pela
supressdo - de forma dose-dependente - da libertacdo de citocinas inflamatdrias de linhas de

células do cancro do colén, bem como da sinalizagdo do TLR4, proteina cinase B (Akt) e
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promocao da apoptose. A atividade reduzida dessas vias pro-tumorigénicas, e a inducéo da
apoptose, podem mesmo constituir um mecanismo que inibe (ou minimiza) a formagéo do
tumor observado nesses ratos. Assim, o0s resultados destes estudos sugerem que a
administracdo deste microrganismo pode ter utilidade na prevencdo da tumorigénese

colorretal em populagdes de risco (Koh et al., 2018).

De acordo com a literatura bibliografica descrita anteriormente, compreende-se que P.
distasonis, na generalidade, tem numerosas fungdes benéficas e protetoras para a mucosa
intestinal dos ratinhos, podendo ser crucial na homeostase do intestino infantil. No entanto,
nos resultados obtidos do presente estudo, verifica-se que_a exposicdo materna a AFB1

provocou uma diminuicdo acentuada da abundancia relativa de P. distasonis nos

ratinhos _descendentes, com diferencas bastante significativas, comparativamente aos

controlos. Isto significa que esta micotoxina provocou a reduc¢do de bactérias do microbioma
benéfico, podendo eventualmente provocar disbiose e comprometimento da funcdo de

barreira intestinal nos ratinhos.

A abundéancia relativa de Faecalibaculum rodentium, uma espécie bacteriana Gram-
positiva, variou de forma significativa entre as ninhadas controlo e tratadas e € considerado
um microrganismo interessante a nivel intestinal, uma vez que apresenta maior capacidade
de fermentacéo - especialmente na producéo de butirato - do que outros microrganismos, e
é descrito como o principal substituto de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. a medida
que o intestino se torna estritamente anaerébio com a idade, principalmente quando ocorre a
mudanca do metabolismo do lactato para o aumento da producéo de SCFAs e de hidratos de
carbono complexos (S. Lim et al., 2016). Este anaerdbio estrito j4 foi negativamente
correlacionado com os parametros da sindrome metabdlica do hospedeiro, possivelmente
sugerindo o papel importante dessa espécie na atenuagdo de disturbios metabdlicos
causados por dietas ricas em lipidos, e indicando o seu potencial papel como probiotico. Os
grupos de proteinas produzidos por este microrganismo ja foram encontrados em muitas vias
importantes, incluindo o metabolismo de butanoato e propanoato, ribossomas, enzimas

relacionadas a aminoacidos e proteinas de reparacéo e recombinagdo de DNA, 0 que sugere
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que esta espécie bacteriana pode ter um papel importante na regulacdo dessas vias
metabdlicas (Ke et al., 2019).

Zagato et al. (2020) demonstraram que esta espécie induziu uma reducdo do tamanho do
tumor no CCR, diminuicdo da proliferacdo das células tumorais e do sangramento retal, duas
semanas apos a administracdo em ratos C57BL/6, com 8 semanas de idade. Estes resultados
sugerem que F. rodentium, individualmente, ou em cooperacdo com outras bactérias, afeta
a proliferacéo das células tumorais e a acetilacdo de proteinas, provavelmente através da
libertagdo local de SCFAs (propionato, butirato e acetato) e da reducdo da ativacdo da
calcineurina. Estes SCFAs, através da modulacdo da atividade inibitéria da histona
deacetilase, promovem a acumulacdo e a diferenciacdo das células Treg, controlando a
progressdo tumoral (Zagato et al., 2020). Observou-se também uma reducdo do lactato nas
fezes dos ratos tratados com esta espécie; como este composto € conhecido por ser produzido
e usado por células tumorais, a reducdo do lactato apos a administracdo de F. rodentium,
pode ser devido a reducdo da proliferacdo das células tumorais provocadas por este, 0 que
faz com que esta espécie bacteriana seja considerada antineoplasica, com forte potencial

diagndstico e terapéutico (Zagato et al., 2020).

Os resultados deste trabalho referentes a esta espécie bacteriana revelam uma
abundancia relativa muito elevada nos ratinhos descendentes controlo, que €
significativamente reduzida com a exposi¢do materna a AFB1. Portanto, sugere-se que esta

micotoxina, ao provocar uma redugdo do F. rodentium, esta a diminuir a colonizacdo de

espécies bacterianas produtoras de butirato, e com fungdes protetoras importantes a nivel

intestinal, que sdo cruciais ao normal funcionamento do intestino, ainda em desenvolvimento,

destes ratinhos.

Para além da importancia dos indices de diversidade, também dentro de uma populagao
em estudo, a identificacdo de padrfes de abundancia microbiana fornece uma base a partir
da qual se pode construir uma maior compreensao dos processos ecoldgicos e evolutivos que
atuam nos sistemas microrganismo-hospedeiro, e pode fornecer candidatos potenciais para
uma investigagdo aprofundada no que diz respeito a ecologia e funcdo desse microrganismo.

Embora os microrganismos comuns e mais conhecidos que habitam a nossa microbiota
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intestinal possam ter um papel funcional ou adaptativo, muitos microrganismos raros sao
essenciais e desempenham fungdes relevantes no hospedeiro. Por este motivo, e porque neste
estudo em particular, € importante identificar espécies bacterianas que possam, de facto, ter
influéncia no microbioma, foi determinado o core microbiome ou microbioma central.
Normalmente, na literatura, este € descrito como “um grupo de microrganismos que sdo
particularmente notaveis ou importantes no microbioma por estarem de alguma forma
associados ao hospedeiro, quer seja pela sua distribuicdo espacial, estabilidade, influéncia

ecologica ou contribuicdo para a funcao e aptiddo do hospedeiro” (Risely, 2020).

Os resultados desta analise descrita anteriormente encontram-se na Figura 24 para o
género e na Tabela 12 para as espécies e géneros bacterianos, presentes exclusivamente nas

ninhadas controlo ou tratadas com a aflatoxina.

Figura 24: Core microbiome para o Género
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Tabela 12: Géneros e espécies resultantes da analise core microbiome

Géneros Espécies
Controlos Toxinogénicos Controlos Toxinogénicos
Stenotrophomonas | Oceanisphaera | Stenotrophomonas maltophilia | Vibrio toranzoniae

Sporobacter

Gordonia

Sporobacter termitidis

Vibrio gallaecicus

Sphingopyxis

Burkholderia

Unidentified eubacterium

Staphylococcus
lentus

Spartobacteria Bilophila Pseudomonas psychrotolerans | Psychrilyobacter
atlanticus

Rhizobium Azospirillum Pseudomonas protegens Porphyromonas
pasteri

Pseudonocardia

Pseudomonas plecoglossicida

Paraferrimonas
sedimenticola

Peptoniphilus

Prevotella fusca

Oceanisphaera
donghaensis

Peptococcus Marseilla massiliensis Gordonia defluvii
Nubsella Peptococcus niger Desulfovibrio piger
Massilia Massilia niastensis Clostridium populeti
Insolitispirillum Hydrogenoanaerobacterium Clostridium
saccharovorans vincentii
Gpl Eubacterium pyruvativorans Bilophila
wadsworthia
Gp6 Emergencia timonensis Bacteroides
thetaiotaomicron
Gp4
Breznakia pachnodae Bacteroides
finegoldii
Gpl6 Enterobacter tabaci Mordavella
massiliensis
Enterococcus Raoultibacter massiliensis
Enterobacter Desulfovibrio litoralis

Dethiosulfovibrio

Longibaculum muris

Coprobacillus

Clostridium celerecrescens

Clostridium XI

Clostridium ghonii

(Continua na pagina seguinte)
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Tabela 12 - Géneros e espécies resultantes da anélise core microbiome (continuagao)

Géneros — Controlos Espécies - Controlos
Catabacter Clostridium sartagoforme
Brevundimonas Clostridium sufflavum
Brassicibacter Catabacter hongkongensis
Aridibacter Intestinibacillus massiliensis
Anaerosphaera Brassicibacter mesophilus
Allobaculum Bacteroides xylanisolvens
Acinetobacter Bacillus cereus

Anaerostipes caccae
Anaerofilum pentosovorans
Fenollaria massiliensis
Allobaculum stercoricanis

Através da observacdo da figura e tabela anteriores verifica-se que existem 27 e 5
géneros que estdo presentes somente nas ninhadas controlo e nas ninhadas expostas a
aflatoxina, respetivamente; no que diz respeito as espécies, 34 encontram-se somente nos
controlos e 15 estdo presentes apenas no microbioma dos ratinhos cuja progenitora foi
exposta ao contaminante. Esta analise e comparacdo € importante, uma vez que permite
compreender quais espécies aparecem no microbioma efetivamente por causa da exposi¢do
materna a micotoxina, e dessa forma, perceber que funcbes e que consequéncias é que esses

microrganismos podem ter no intestino dos ratinhos descendentes.

Analisando, em primeiro lugar, as espécies presentes apenas nas ninhadas gue

sofreram exposicdo materna a AFB1, destacam-se duas principais espécies bacterianas que

sdo ubiquas na mucosa intestinal humana, Bilophila wadsworthia e Desulfovibrio piger,
pertencentes ao grupo das bactérias redutoras de sulfato (SRBs), isto &, bactérias
consideradas sulfidogenicas intestinais (Kasten et al., 1992; Loubinoux et al., 2002). Estas
bactérias, presentes geralmente em quantidades que variam de 10% a 10'Yg nas fezes

humanas, sdo de grande importancia funcional e numérica em muitos ecossistemas e podem
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crescer sob diferentes condi¢bes fisico-quimicas. Curiosamente, sdo 0s UNicos
microrganismos nos ecossistemas intestinais que dependem do sulfato inorgéanico para a
conservacdo de energia, de modo a realizar a reducdo dissimilatéria do sulfato
(Kushkevych et al., 2019). Este processo consiste em reacdes cataliticas sequenciais em que,
resumidamente, ocorre ativacdo do sulfato por uma ATP sulfurilase, posterior reducdo a
sulfito e, de seguida, reducdo em sulfureto de hidrogénio (H2S) pela sulfito redutase
dissimilatdria (Barton et al., 2014). Portanto, estes microrganismos utilizam o sulfato como
aceitador final de eletrdes para a respiracdo, com a producdo concomitante de H»S,
considerado o composto sulfatado mais suspeito na etiologia de distdrbios do célon e
inflamacdo. Embora os colondcitos sejam capazes de metabolizar o H.S, em determinadas
concentracgdes, este produto do metabolismo do sulfato tem diversos efeitos prejudiciais a
saude intestinal, nomeadamente: (i) inibicdo da oxidacdo do butirato, que € a principal fonte
de energia dos colondcitos intestinais de humanos e animais; (ii) inibicdo da motilidade
espontanea do c6lon humano e murino, bem como promocao da ulceragdo intestinal em ratos;
(iii) inibicdo da citocromo c oxidase, a oxidase terminal da cadeia de transporte de eletrGes
mitocondrial e, portanto, pode ocorrer inibicdo do consumo de oxigénio mitocondrial; (iv)
capacidade de atravessar as membranas bioldgicas, devido a sua lipossolubilidade; (v)
aumento da permeabilidade da barreira epitelial das células da mucosa; (vi) fagocitose, morte
de bactérias intestinais, hiperproliferacdo e anomalias metabodlicas das células epiteliais
(Kushkevych et al., 2019). Além disso, é citotoxico, mutagénico e cancerigeno, portanto,
Blachier et al. (2010) sugerem que “qualquer desequilibrio entre a concentracdo de sulfureto
livre na mucosa intestinal e a capacidade de metabolizacdo das células epiteliais resultara na
perda da capacidade oxidativa normal dessas células, e talvez no processo da sua renovacao
normal, com possiveis consequéncias no processo de inflamacdo da mucosa”, uma
caracteristica das doencas inflamatorias intestinais (Blachier et al., 2010; Kushkevych et al.,
2018).

Por ter sido inicialmente isolada de pacientes com apendicite e outras doencas
inflamatdrias intestinais, onde foi descrita por induzir genotoxicidade e mecanismos pro-

inflamatdrios, o habitat natural da B. wadsworthia foi considerado o trato gastrointestinal
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inferior. E uma espécie virulenta, associada a casos de abcessos, bacteremias e,
principalmente apendicites em criangas e adultos; para além disso, a sua associagdo com
outros microrganismos patogénicos anaerébios conhecidos, e a sua recuperacdo de outros
processos infeciosos, sdo sugestivos das propriedades patogénicas desta espécie (Summanen
et al., 1995; Schumacher et al., 1997). Ja demonstrou igualmente possuir capacidade de
aderéncia as células intestinais embrionarias humanas em cultura; no entanto, ainda se
conhece pouco a cerca dos seus mecanismos de fixacao a essas células, embora ja tenha sido
comprovada a presenca de proteinas de membrana externa reguladas por ferro, que podem
ter um potencial papel na viruléncia desta bactéria (Baron, 1997; Gerardo et al., 1998). A
presenca de genes envolvidos na fosforilagdo oxidativa (citocromo oxidases bd) nos genomas
da B. wadsworthia indica a sua competéncia para habitar locais onde a percentagem de
oxigénio é muito baixa, como a interface epitelial. Esta bactéria contém genes que codificam
para a monéxido de carbono desidrogenase (CODH), prevendo a sua capacidade de usar
mondxido de carbono (CO) como doador de eletrdes. A heme oxigenase é uma fonte
conhecida de CO intestinal e foi demonstrado que a sua atividade é regulada positivamente
durante a inflamacéo intestinal; isso sugere que a utilizacdo de CO por esta espécie seja
mais um mecanismo de patogenicidade. Por outro lado, também possui um conjunto de genes
que permite a respiracdo anaerdbia de nitrato, um substrato que é igualmente enriquecido

durante processos inflamatérios (Veiga et al., 2014).

B. wadsworthia é o Unico comensal intestinal caracterizado até ao momento com
capacidade de adquirir energia através da respiracdo de sulfito, em vez da respiracao direta
de sulfato. Isto porque realiza um tipo Unico de respiracdo anaerdbia em que a taurina,
um importante e abundante soluto organico em mamiferos, é usada como fonte de sulfito que
serve como aceitador final para a cadeia transportadora de eletrGes (S. Silva et al., 2008).
Apos uma degradacéo inicial da taurina através da taurina:piruvato aminotransferase, as duas
primeiras reacfes enzimaticas resultam na producéo de sulfito, e este é subsequentemente
convertido em H»S por uma sulfito redutase dissimilatoria diferente das outras SRBs
(Carbonero et al., 2012). Como a taurina esta presente em elevadas concentracdes nos tecidos
dos mamiferos (2-20 mM), esta via também pode ser importante para a patogénese desta
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espécie, dada a genotoxicidade e citotoxicidade do HS nas células epiteliais intestinais (Peck
etal., 2019).

Tem sido descrito igualmente que este microrganismo pode utilizar varios produtos
resultantes de processos fermentativos, como formato, lactato, piruvato e, principalmente,
hidrogénio, produzido por fermentagdes colonicas. Considerando que B. wadsworthia vive
no colon humano, um ambiente rico em hidrogénio, Silva et al. (2008) investigaram a
possibilidade de que esse composto também sirva como fonte de energia eficiente para essa
bactéria. Os resultados desse estudo sugerem que B. wadsworthia pode expressar até cinco
hidrogenases diferentes que séo expressas em todas as condicOes de crescimento, revelando
a importancia do hidrogénio no seu metabolismo e crescimento, podendo assim constituir

igualmente um fator de viruléncia (S. Silva et al., 2008).

Devkota et al. (2012) relataram que uma dieta rica em gordura saturada, derivada do
leite, induziu um crescimento de B. wadsworthia no intestino de ratos que carecem da IL-10,
uma citocina anti-inflamatoria. Isto acontece porgue a dieta com gorduras saturadas do leite
leva ao aumento da conjugacdo da taurina hepatica com os &cidos biliares, fornecendo mais
acido taurocolico rico em enxofre no intestino, o que acelera o crescimento da bactéria
(Devkota et al., 2012; Devkota & Chang, 2015). De facto, as vias génicas que sdo
significativamente moduladas pela presenca deste patobionte sdo aquelas envolvidas no
metabolismo dos acidos biliares, cada vez mais reconhecidos como importantes fatores de
sinalizagéo e regulagdo do metabolismo, sendo sintetizados a partir do colesterol. O impacto
da B. wadsworthia nesta via metabdlica pode ser um mecanismo pelo qual a bactéria
potencializa o comprometimento metabolico e disfungdes do hospedeiro, particularmente

inflamac&o e disfuncéo da barreira intestinal (Natividad et al., 2018).

Para além disso, Zhou Feng et al. (2017) demonstraram que B. wadsworthia pode
induzir respostas patoldgicas em ratos germ-free, por exemplo, 0 aumento da resposta
inflamatoria sistémica; as principais citocinas inflamatorias circulantes, como proteinas
séricas amiloides A (SAA) e a interleucina-6 (IL-6), aumentaram significativamente apos a
inoculagdo com esta espécie (Z. Feng et al., 2017). As proteinas SAA sdo proteinas de fase

aguda segregadas principalmente pelo figado em resposta a estimulos pré-inflamatorios, e 0s
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seus niveis aumentados no soro ja foram associados a vérias doencas inflamatdrias crénicas,
como obesidade, hiperglicemia, resisténcia a insulina e doengas cardiovasculares. A IL-6 é
uma citocina pré-inflamatoria e reguladora da resposta imune, produzida por uma variedade
de células imunes e macrofagos; a sua sinalizagédo € fundamental na desregulagéo do processo
inflamatorio intestinal, conduzindo diretamente a proliferacdo e diferenciacéo de linfdcitos,
induzindo respostas imunes as células afetadas e respostas humorais da mucosa dirigidas
contra a reinfecdo. O que acontece é que a elevada producdo de IL-6 (pelos macréfagos
intestinais e pelas células T CD4"), bem como do seu recetor sIL-6R provocada pela B.
wadsworthia, conduz ao aumento da expressao e a translocacéo nuclear do transdutor de sinal
e ativador da transcricdo 3 (STATS3), que induz proteinas anti-apoptoticas. De seguida, ocorre
um aumento da resisténcia das células T da lamina propria a apoptose e, consequentemente,
0 aumento das células T contribui para a perpetuacdo da inflamacdo cronica intestinal.
Assim, 0 aumento dos niveis séricos de IL-6 provocado pela bactéria, fornece a base para
uma maior proliferacdo inflamatéria cronica. O facto da B. wadsworthia poder promover
inflamacéo sistémica pode ser responsavel pela sua elevada prevaléncia nas fezes de ratos
com doengas cronicas, como o cancro do colon, colite, diabetes e obesidade (Mudter &
Neurath, 2007; Waldner & Neurath, 2014; Z. Feng et al., 2017; Y. Guo et al., 2020).

Por outro lado, esta bactéria foi também superiormente detetada na microbiota colonica
de pacientes com CCR, o que significa que tem capacidade de se ligar a células epiteliais
humanas do colon, que é geralmente considerado o primeiro passo para estabelecer a
infeccdo no hospedeiro; assim, confirma-se também o seu possivel papel na carcinogénese
colorretal (Z. Feng et al., 2017). Para além disso, como ja referido, a producdo de HzS,
conduzida por esta bactéria sulfidogénica, inibe a f-oxidacdo dos SCFAs pelos colondcitos,
privando-os de energia e comprometendo a funcdo de barreira (Dolan & Chang, 2017;
Dahmus et al., 2018).

Relativamente ao Desulfovibrio piger, constitui 67-91% do namero total de SRBs
intestinais, podendo ser mais patogénica que todas as outras (Kushkevych, 2014). Pensa-se
estar associado a varias condices clinicas, como DII, mas até agora existem poucos estudos

que o descrevam a partir de amostras fecais humanas (Chen et al., 2019).
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Amirkhanzadeh et al. (2020) sugeriram que esta espécie bacteriana contém LPS na sua
membrana celular externa que vao interagir com macréfagos e estimular a resposta imune
por libertacdo de citocinas pré-inflamatorias; séo descritos niveis aumentados de IL-1f e IL-
6, e niveis reduzidos de citocinas anti-inflamatorias, incluindo I1L-4 e IL-10, sendo que esta
ultima controla as respostas imunes patogénicas e inflamatorias no intestino e é critica para
a regulacdo epitelial do colon, bem como para a manutengdo da integridade da barreira
intestinal (Asseman et al., 1999; Amirkhanzadeh et al., 2020).

Os fatores-chave na viruléncia do D. piger sdo, sem divida, os LPS e a sua capacidade
de reducdo do sulfato, em que utiliza Hz, lactato e acido férmico como doadores de eletrGes
(Ran et al., 2019). Num estudo realizado por Rey et al. (2013), a analise de sequenciacéo do
RNA das células de célons proximais de ratos revelou que a colonizacdo por D. piger esta
associada a niveis significativamente mais baixos de mRNAs que codificam para as
varias subclasses de imunoglobulinas e proteinas das TJ (claudina-4) cuja alteracdo da
homeostase contribui para a desregulacdo da funcéo de barreira epitelial; além de niveis mais
elevados de metaloproteinases-7, que promovem a degradacdo da matriz extracelular (Rey et
al., 2013). Para além disso, Loubinoux et al. (2002) demonstraram que 0s nimeros de SRBs
e a taxa de sulfidogénese eram superiores em pacientes com colite ulcerativa em comparacao
com os controlos; comparando os pacientes com DIl a individuos saudaveis ou pacientes
com outros sintomas gastrointestinais, a prevaléncia do D. piger nas fezes, detetada por
PCR, foi significativamente maior nos pacientes com DII; isso pode acontecer, ou porque
D. piger possui caracteristicas fisioldgicas que causam o aparecimento de lesdes e/ou
participam na perpetuacao de processos inflamatérios crénicos ou porque a colonizacao por
esta espécie é favorecida por condicdes locais em pacientes com DIl (Loubinoux et al., 2002).
No entanto, sdo necessarios mais estudos para se compreender de que forma este
microrganismo esta implicado neste tipo de patologias.

Curiosamente, Groot et al. (2021), quando investigaram os efeitos mediados pela microbiota
em pacientes com diabetes tipo I, prop6s-se que D. piger se correlacionou positivamente com
0s niveis plasmaticos de 1-araquidonoil-GPC (A-GPC), um dos metabolitos-chave que

tambeém se associou com a producdo mais eficiente de péptido C, o péptido que € obtido
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quando a pro-insulina € degradada em insulina. Por outro lado, D. piger e este metabolito
correlacionam-se negativamente com as células T CD4"CXCR3"* e CD8" CXCR3". Portanto,
este microrganismo foi considerado nesse estudo como um forte candidato para diminuir a
imunidade, afetando as células mencionadas anteriormente, através da producédo de A-GPC,
por exemplo, pela absor¢do por dendritos protuberantes de células imunes no Iimen
intestinal (Groot et al., 2021).

Tendo em conta que estas duas espécies redutoras de sulfato descritas anteriormente
estdo presentes no microbioma dos ratinhos-filhno exclusivamente apds a exposi¢do das

progenitoras a AFBL, significa que esta micotoxina promoveu o desenvolvimento e

proliferacdo destes microrganismos patogénicos intestinais nos descendentes,

comprometendo o normal funcionamento do intestino e, muito provavelmente, podendo
contribuir para o aparecimento de varias repercussdes mais tarde na vida, devido a essa
exposicdo. O principal contributo destas espécies para a potencialidade inflamatoria
intestinal prende-se na inibicdo da oxidacdo do butirato, essencial para a saiude dos
colondcitos. O butirato é produzido durante a fermentacdo do colon e oxidado pelos
colondcitos através do enzima acil-CoA desidrogenase; como este enzima € inibido pelo H2S,
a oxidacdo do butirato é comprometida por este composto. Uma vez que 0s processos de
absorcédo de ides, sintese de mucina, sintese de lipidos de membrana e desintoxicacdo dos
colondcitos dependem da oxidacdo do butirato, é de esperar que, diminui¢es da oxidacdo
desse SFCA, com o aumento das SRBs provocado pela AFB1, comprometam a funcéo de
barreira epitelial. Nao se sabe ainda se as SRBs do c6lon possuem a capacidade de mudar de
estilos de vida sulfidogénicos para ndo sulfidogénicos no colon, mas a capacidade de se
adaptar a niveis variaveis de sulfato ja lhes confere uma vantagem competitiva (Carbonero
etal., 2012).

Bacteroides thetaiotaomicron é um organismo comensal encontrado em grande parte
em humanos, colonizador da microbiota infantil logo um dia apds o nascimento, e habita
essencialmente o colon humano, sendo conhecido por se adaptar as mudangas nos nutrientes
disponiveis e por contribuir fortemente para o0 metabolismo dos hidratos de carbono (Zocco

et al., 2007; Wegorzewska et al., 2019); utiliza um grande conjunto de enzimas e
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transportadores para degradar e utilizar uma variedade de glicanos complexos, incluindo os
que sdo sintetizados pelo hospedeiro e os polissacéridos da dieta, resistentes a degradacéao
mediada pelo hospedeiro, por exemplo sulfato de condroitina, mucina, hialuronato e heparina
que estdo presentes nos enterocitos (D’Elia & Salyers, 1996). A capacidade desta bactéria
utilizar glicanos da mucosa relativamente estaveis e cobigados no intestino neonatal deve
ajuda-la a resistir neste ecossistema para que possa, mais tarde, tornar-se um membro
dominante da comunidade microbiana adulta, & medida que os polissacaridos dietéticos séo
introduzidos (Bjursell et al., 2006).

Para além da utilizacdo de polissacaridos, este simbionte também tem capacidade de
segregar uma série de aminoacidos em elevadas concentraces, nomeadamente, histidina,
cisteina e glicina. Apesar de serem importantes ao nivel da nutri¢cdo, os aminoacidos também
ttm uma vasta gama de fungdes no metabolismo epitelial do intestino e na funcédo
imunolégica/neuroldgica intestinal. Aqueles produzidos por esta espécie sdo importantes
para a sintese de acidos nucleicos e de mucina nas células epiteliais intestinais. Desta forma,
pode realmente existir uma relacdo simbidtica entre este microrganismo e o epitélio
intestinal, onde este pode fornecer amino&cidos essenciais criticos para o metabolismo
epitelial intestinal (Catlett et al., 2020).

Segundo a literatura bibliografica atual, B. thetaiotaomicron atua como um poderoso
regulador benéfico do sistema imunoldgico intestinal; esta bactéria tem propriedades anti-
inflamatorias, pode aumentar a fungéo de barreira da mucosa e limitar igualmente a invasdo
de outros microrganismos (Sitkin & Pokrotnieks, 2019). Wrzosek et al. (2013) demonstraram
que esta espécie exerce um efeito positivo sobre a espessura e composi¢do da camada de
muco uma vez que: (i) aumenta a diferenciagdo e o numero das células caliciformes,
presentes no epitélio intestinal; (ii) aumenta a expressao do gene da mucina no colon de ratos
gnotobidticos; (iii) a sua presenca afetou a composi¢do da mucina, com diminuicdes relativas
em oligossacaridos sulfatados e neutros em favor de oligossacaridos sialilados, o que pode
significar que esta bactéria necessita de elevados niveis de expressdo de mucinas sialiladas
para se fixar e colonizar o TGI. Desta forma, parece provocar modificacGes na linhagem

secretora nos ratos, favorecendo a producdo de muco e podendo ser determinante para
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manter a homeostase epitelial do célon (Wrzosek et al., 2013). Para além disso, Modasia et

al. (2020) verificaram que B. thetaiotaomicron esta diretamente envolvido na formacéo das
redes de células enteroendocrinas em todo o TGI, e que, ap6s a colonizacao de ratinhos
com as estirpes desta espécie bacteriana, os niveis de acetato, succinato e propionato
aumentaram no ceco e colon distal. E conhecido que o propionato estimula a gliconeogénese
intestinal e contribui para proteger a integridade da barreira hematoencefélica, enquanto o
succinato € um intermediario fundamental em varias vias metabdlicas, desempenhando um
papel importante na eliminacdo de ROS (Modasia et al., 2020). Pode igualmente constituir
um papel importante na motilidade coldnica, o que revela que este € um microrganismo

essencial para manter a funcéo intestinal saudavel (Aktar et al., 2020).

Ainda relativamente ao seu poder benéfico sobre o intestino, segundo Zocco et al. (2007), B.
thetaiotaomicron demonstrou ter um mecanismo anti-inflamatério Unico: é capaz de
reverter 0s danos epiteliais provocados por citocinas pro-inflamatérias, como TNF-o e IFN-
v, modificando a TEER e a permeabilidade. Este efeito parece estar relacionado a ativacao
da via Fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) por esta bactéria, um efetor a jusante dos recetores
Toll-like, que participa na regulacdo das respostas da mucosa a microbiota e cuja ativacdo é
crucial para a proliferagdo e diferenciacdo das células epiteliais intestinais. Com base nestas

evidéncias, as estirpes desta espécie bacteriana podem exercer dupla funcdo: a estimulacio

do mecanismo de defesa da mucosa e a manutencdo da homeostase da resposta imune (Zocco

et al., 2007). Os mesmos autores sugeriram ainda que este comensal estimula a matrilisina,
um importante enzima envolvido na ativacdo de prodefensinas, produzida nas células de
Paneth intestinais. A regulacdo positiva desses genes contribui para o fortalecimento da
barreira da mucosa intestinal contra microrganismos patogénicos e evita danos a mucosa

pela ativagcdo de componentes do complemento nas secrecdes intestinais (Zocco et al., 2007).

Tal como outros comensais (por exemplo, Escherichia coli e Enterococcus spp.),
também B. thetaiotaomicron desempenha um papel duplo no organismo hospedeiro -
benéfico (protetor) e prejudicial. Sabe-se que esta espécie bacteriana ndo tem apenas elevada
atividade metabdlica e diversas funcdes na influéncia da atividade intestinal e imunoldgica,

mas também efeitos colitogénicos. Isso aparenta ser uma caracteristica de algumas estirpes
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especificas desta espécie com elevada atividade sulfatase que sdo capazes de libertar
vesiculas da membrana externa (OMVs), consideradas veiculos de patogenicidade, uma vez
que transportam fatores de viruléncia e os transferem a células alvo localizadas,
frequentemente, em regides distantes do intestino. O seu conteddo inclui igualmente varias
enzimas, componentes da parede celular, &cidos nucleicos, proteinas antimicrobianas etc.,
podendo atravessar a camada de muco intestinal e interagir diretamente com as células
imunes abaixo do epitélio (Sitkin & Pokrotnieks, 2019). No entanto, embora possam ser
condutoras da potencial patogenicidade bacteriana, as OMVs sdo reconhecidas como um
modo de comunicacdo, entre as bactérias e os tecidos do hospedeiro, podendo exercer
igualmente funcbes benéficas, uma vez que contribuem para a degradacédo de polissacaridos,
proteinas e lipidos na bactéria recetora, auxiliando o seu crescimento (Durant et al., 2020;
Hiippala, 2020; Zafar & Saier, 2021).

Durant et al. (2020) sugeriram que, as OMVs libertadas por este comensal intestinal,
sdo cruciais no direcionamento de uma resposta imunolégica equilibrada aos constituintes da
microbiota em individuos saudaveis, mas que € alterada em pacientes com DIlIs,
nomeadamente doenga de Crohn e colite ulcerativa. Demonstraram que, embora a IL-10 seja
a principal citocina produzida localmente pelas células dendriticas do célon, em resposta as
OMVs do B. thetaiotaomicron em individuos saudaveis, na verdade, ocorreu uma perda de
resposta regulatoria dessa citocina fundamental a homeostase intestinal, em pacientes com
aquelas patologias. Associado a isso, observaram igualmente niumeros reduzidos de células
dendriticas CD103" no cdlon desses pacientes, em comparagdo com os individuos saudaveis.
Assim, de forma resumida, os autores demonstraram que as OMVs produzidas por este
microrganismo podem contribuir para o meio inflamatorio do intestino, uma vez que uma
resposta comprometida das células dendriticas da mucosa face a estas vesiculas pode
conduzir ao descontrolo de algumas respostas sistémicas e, consequentemente, ao

aparecimento (ou agravamento) de patologias intestinais (Durant et al., 2020).

Este comensal apresenta igualmente atividade sialidase, conduzindo a libertacdo de
acido sialico (o acucar terminal das moléculas glicosiladas da mucosa do epitélio intestinal)

para obter acesso aos glicanos subjacentes que podem ser usados como fonte de carbono. O
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acido sidlico que este microrganismo liberta do muco pode ser catabolizado por bactérias
patogénicas, como Clostridium difficile e Salmonella enterica Typhimurium, o que lhes

confere vantagem para proliferar (Curtis et al., 2015).

Para além disso, dentro do intestino, B. thetaiotaomicron degrada polissacaridos
complexos em monossacaridos que podem ser facilmente usados por espécies bacterianas
ndo glicofagicas, como Escherichia coli e Citrobacter rodentium. O microrganismo
patogénico entérico E. coli enterohemorragica (EHEC) causa diarreia grave, colite
hemorragica e a sindrome hemolitico-urémica, aderindo intimamente aos enterdcitos do
epitélio intestinal. Curtis et al. (2015) provaram que este patobionte é residente nos locais de
fixacdo da EHEC. B. thetaiotaomicron aumenta a expressdo do gene de viruléncia da
EHEC através do fator de transcricdo, Cra, que deteta flutuacdes nas concentracbes de
acucar. Além disso, identificaram-se metabolitos — lactato, glicerato e, sobretudo, succinato
- que se encontram aumentados em locais de infeccdo especificos deste organismo,
principalmente envolvidos no stress oxidativo, sintese de nucleétidos e gliconeogénese. Os
resultados desse estudo, em conjunto, indicam que a acdo direta desta espécie poderia
funcionar como um sinal especifico que prepara a EHEC para uma interacdo mais eficiente
com as células hospedeiras, aumentando assim o seu potencial de viruléncia. Ou seja, 0s
resultados desse estudo sugerem que, um membro normalmente benéfico da microbiota, tem
a capacidade de aumentar a viruléncia e a progressdo da doenca mediada por um
microrganismo entérico, alterando o ambiente metabdlico em direcdo a um ambiente
gluconeogénico e segregando grandes quantidades do metabolito succinato dentro do
intestino que, curiosamente, é interpretado pela EHEC como uma pista nutricional para ativar
a expressao do gene de viruléncia. Ou seja, a partir dessas evidéncias compreende-se que a
composicdo da microbiota tem impacto na suscetibilidade e progressdo de doencas

provocadas por outros microrganismos patogenicos (Curtis et al., 2015).

A propésito, os mesmos autores confirmaram que este microrganismo afeta C. rodentium de
maneira semelhante, aumentando a fisiopatologia associada a infeccdo por essa bactéria,
aumentando o edema do epitélio colonico e a infiltragdo imunologica, exacerbando a

destruicdo da cripta e comprometendo a reparacao do epitelial intestinal (Curtis et al., 2015).
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Este microrganismo intestinal estd presente, nos resultados obtidos deste trabalho,
apenas nas ninhadas expostas & AFB1, o que significa que esta micotoxina potenciou o

crescimento de um patobionte que ndo foi detetdvel na microbiota normal dos ratinhos
descendentes controlo, e que pode desempenhar tanto funcgdes benéficas quanto
prejudiciais. Possivelmente esta bactéria, embora tenha sido estimulada a proliferar pela
micotoxina, pode conjeturar-se que ndo produza, na maioria das vezes, efeitos prejudiciais
no intestino dos ratinhos, mas somente quando estes estiverem predispostos a isso, por
exemplo, por alguma condicao que possa criar suscetibilidade imunoldgica ou numa situacéo
de desequilibrio da microbiota intestinal saudavel. Nesse caso, a micotoxina estard a
estimular o crescimento de um microrganismo que pode, na realidade, causar inimeros
problemas a nivel intestinal, destacando-se a sua atividade sulfatase e sialidase, bem como a
capacidade de estimular o crescimento de bactérias entéricas e de piorar o progndstico de

infecdes provocadas por estas.

Passando a analisar as espécies bacterianas identificadas somente no_microbioma

intestinal das ninhadas_controlo, aquelas que pareceram relevantes do ponto de vista

bibliografico incluem Bacillus cereus, Bacteroides xylanisolvens, Anaerostipes caccae,
Stenotrophomonas maltophilia e Peptococcus niger.

Bacillus cereus é um anaerébio facultativo Gram-positivo, que, devido a sua
distribuicdo omnipresente em produtos alimenticios — como esparguete, arroz, laticinios e
produtos de leite em po, carne, frango, vegetais e frutas - € ingerido em pequenas quantidades
e torna-se parte da microbiota intestinal humana transitoria (Kotiranta et al., 2000;
Bottone, 2010). Nesse sentido, esta espécie € descrita como “uma causa importante de
intoxicacdo alimentar em humanos, um risco para a seguranca alimentar e um agente
etiologico para uma variedade de doencas intestinais e extraintestinais”. As manifestacdes
clinicas decorrentes de uma infecdo por aquele microrganismo incluem gastroenterite,
vomito, endoftalmite, infecGes do trato respiratorio e infegbes semelhantes & gangrena
(Andersson et al., 2007; Tuipulotu et al., 2020). Este microrganismo oportunista esta
associado principalmente a dois tipos de doencas gastrointestinais, a sindrome diarreica

(infecdo) e a doenca emética (intoxicacdo). A primeira é causada por enterotoxinas - a
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hemolisina BL (HBL), enterotoxina ndo hemolitica (NHE) e a citotoxina K (CytK) -
produzidas apos a ingestdo de bactérias vidveis ou esporos (JeRberger et al., 2014), enquanto
que a segunda € devido a cereulida, um dodecadepsipeptideo produzido por B. cereus em
varios alimentos, antes da ingestdo. Esta € uma potente toxina mitocondrial, altamente
lipofilica, resistente a &cidos e a elevadas temperaturas, e rapidamente absorvida, passando
pelas barreiras intestinais para a corrente sanguinea e, desta, para todo o corpo (Paananen et
al., 2002). Foi proposto em estudos anteriores que as suas principais vias de citotoxicidade
sejam (i) a alteracdo dos gradientes celulares de K™; (ii) a alteracdo da fung¢do mitocondrial;
(iii) a inibicdo da proliferacdo celular e sintese de RNA e (iv) a sua motilidade em células
humanas e animais (Andersson et al., 2007). A cereulida forma um complexo estavel com os
i0es K*, que destrdi o gradiente de potencial eletroquimico na membrana lipidica e faz com
que as mitocondrias aumentem de volume; esta provado que a cereulida causa despolarizacéo
mitocondrial e diminui a respiragdo mitocondrial maxima. Assim, a exposicdo a esta toxina
agrava a acumulacdo de ROS, ativa a via de stress mitocondrial e causa a libertagéo de

citocromo ¢ no citoplasma, contribuindo para processos apoptoticos (D. Li et al., 2021).

Existem inGmeros fatores de viruléncia produzidos pelo B. cereus, para além da
cereulida, que incluem toxinas formadoras de poros, hemolisinas, enterotoxinas, proteases e
fosfolipases, que danificam as células epiteliais proximas pela formacao de poros, resultando
em danos as microvilosidades e lise osmotica das células epiteliais do hospedeiro (Duport et
al., 2016; Tuipulotu et al., 2020).

Tao importante quanto o movimento ativo em direcdo ao epitélio intestinal é a
capacidade do B. cereus de permanecer la. As estirpes desta espécie sdo capazes de aderir e
degradar a mucina géastrica e usad-la como substrato de crescimento (Jessberger et al.,
2020). Os seus esporos sdo considerados responsaveis pela germinagdo ou persisténcia no
intestino delgado e modulagéo das condicdes intestinais; desta forma, pode sobreviver mais
tempo do que outras espécies do mesmo género uma vez que os seus esporos lhe permitem
aderir de forma eficiente as células epiteliais humanas devido a sua hidrofobicidade (K. Lee
et al., 2019). Foram também encontradas evidéncias de que a enterotoxina FM, produzida

por esta espécie, pode estar envolvida na formacao de biofilmes, motilidade, bem como na
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adesdo as células epiteliais, aumentando significativamente a sua fixacéo a essas células, e,

consequentemente, a sua viruléncia (Jessberger et al., 2020; Dietrich et al., 2021).

Bacillus spp. também expressam varios genes que Ihes permitem produzir aminas biogénicas,
cujas mais estudadas s&o a histamina e a tiramina, devido as suas potenciais a¢des fisiologicas
e efeitos toxicologicos. Essas aminas sdo particularmente toxicas para a linha celular
intestinal HT-29, quando em concentracdo elevada, podendo causar riscos toxicoldgicos
consideraveis, como dificuldade respiratoria, palpitacbes cardiacas e varios disturbios
alérgicos (K. Lee et al., 2019).

Embora ndo seja tipicamente encontrado em estudos do microbioma do leite materno,
0s esporos do B. cereus representam um problema significativo nas amostras do leite da méae.
E frequente, na terapia intensiva neonatal, que os bebés prematuros sejam alimentados com
leite humano de um dador, como suplementacdo ao leite materno. Usando métodos
dependentes de cultura, B. cereus foi identificado em 9,2% de 152 amostras de leite cru
desses dadores. O leite materno misturado com outro tipo de leite do dador, tem sido
associado a infecBes graves ou fatais pelo B. cereus em bebés prematuros, embora outras
descricdes deste tipo de casos tenham sugerido que a fonte mais provavel para a infegdo tenha

sido o proprio ambiente hospitalar (Egan et al., 2021).

No entanto, os membros do género Bacillus ndo representam apenas um risco a satde
humana intestinal. Atualmente, sdo consideradas das espécies mais promissoras como
probioticos para utilizacdo em racBes animais gracas a sua extraordinaria vida util e
resisténcia as condi¢Ges ambientais — devido ao facto de serem bactérias esporuladas - em
comparagao com 0s probiodticos convencionais (Kasmani et al., 2012); igualmente devido a
sua capacidade de: (i) produzirem péptidos antimicrobianos e pequenas moléculas efetoras
extracelulares; (ii) interagirem com o hospedeiro com a ajuda de recursos de adesdo e
fixacdo; (iii) atenuarem a disbiose e a inflamacéo intestinal, em varios modelos animais in
vitro e in vivo, equilibrando a flora intestinal em direcdo a populacdo microbiana benéfica,
auxiliando assim a recuperar a mucosa intestinal de lesdes causadas por algumas patologias
(Elshaghabee et al., 2017). Conhecidas por produzirem metabolitos secundarios favoraveis,

e por promoverem imunidade contra varios microrganismos patogénicos, as espécies de
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Bacillus sdo consideradas fontes atraentes de varias enzimas hidroliticas extracelulares que

podem auxiliar na digestéo dos nutrientes presentes nos alimentos (Bernardeau et al., 2017).

As estirpes de Bacillus spp. também ja demonstraram possuir propriedades de ligacao
a micotoxinas. Kasmani et al. (2012) isolaram centenas de estirpes probiéticas deste género,
do trato digestivo de aves domésticas, provando terem capacidade de ligacao as aflatoxinas,
e particularmente, a AFB1 (Kasmani et al., 2012). Além disso, Weekley et al. (1989)
incubaram 8 espécies de bactérias com 10 pg/mL de AFB1, de forma a compreender os
efeitos dessa micotoxina nas culturas microbianas em vérias condigdes experimentais. Os
investigadores observaram que em todas as espécies de bactérias estudadas, a AFB1 diminuiu
substancialmente os tamanhos das culturas em 4 dias, mas 0 mesmo ndo aconteceu em 8 dias.
Na cultura de B. cereus, o tamanho da colonia foi aumentado por esta micotoxina apds 8 dias
da inoculacdo. Esses resultados sugerem que a AFB1 impediu o crescimento inicial dessas
espécies in vitro, embora o crescimento posterior, passado 8 dias, tenha sido intensificado. O
mecanismo causal para esse fendmeno ndo € conhecido, embora se possa conjeturar que a
densidade inicial reduzida de todas as espécies na presenca da aflatoxina reflita um ajuste da
bactéria a essas condicdes toxicas, por isso, provavelmente, apds adaptacao a esse ambiente,
essas bactérias degradam a aflatoxina, resultando depois numa densidade das coldnias
bacterianas normais e aumentadas. No entanto, sdo necessarios mais estudos para estabelecer
a relacdo do crescimento desta espécie bacteriana com os efeitos das micotoxinas, ao longo

do tempo, nas suas coldnias (Weekley et al., 1989).

Por outro lado, quando Abdel-Shafi et al. (2018) conduziram um estudo - cujo objetivo foi
encontrar novos microrganismos capazes de degradar aflatoxinas e igualmente inibir as
espécies fangicas que as produzem - os resultados indicaram que B. cereus MG751322 teve
uma elevada capacidade de degradar aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), onde a percentagem e
temperatura de degradacéo foram de 98% (apds 24h de incubagdo) e 37 °C, respetivamente.
Este estudo mostrou mais de 90% de degradacéao de aflatoxinas por este microrganismo,
que foi considerado uma potencial espécie bacteriana para ser utilizada em biorremediacéo e

desintoxicagdo destas micotoxinas a nivel alimentar (Abdel-Shafi et al., 2018).
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Esta espécie bacteriana também é conhecida por produzir AHL lactonases - uma
familia de metaloenzimas bacterianas - que podem hidrolisar a ligagcdo éster do anel de
lactona, sugerido como o principal componente estrutural causador da toxicidade da AFBL.
Pensa-se que, com a quebra desse anel de lactona da aflatoxina, se produza um composto ndo
fluorescente com atividade biol6gica, mutagenicidade e toxicidade significativamente
reduzidas, resultando na formacéo de produtos menos toxicos. Assim, a atividade desse tipo
de enzimas microbianos produzidos pelo B. cereus podem ser candidatos promissores para
processos de degradacao e descontaminacdo de micotoxinas. Por exemplo, Pereyra et al.
(2019) provaram a degradacdo da AFB1, tanto intra como extracelular, por 11 estirpes de
Bacillus sp. produtoras de AHL. Caso estas estirpes demonstrem ser seguras quando
aplicadas a animais, podem futuramente ser utilizadas para a desintoxicacgao desta micotoxina

em racOes contaminadas (Gonzalez Pereyra et al., 2019, 2020).

Tal como B. cereus, também Stenotrophomonas maltophilia tem interesse na
desintoxicacdo biologica da AFB1, principalmente porque o faz de forma constitutiva, por
um mecanismo enzimatico, e ndo por ligacao celular, como a maioria dos membros dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, por exemplo. Guan et al. (2008) realizaram uma
pesquisa, que teve como objetivo procurar novas bactérias que degradassem a AFBL1, e
descobriram que o isolado 35-3 da S. maltophilia, obtido de fezes de anta, reduziu a AFB1
em 82,5% ap0s incubacdo em meio aerdbico liquido a 37 °C por 72h. O aumento continuo
na desintoxicacdo pela S. maltophilia com o tempo indicou que o habitual mecanismo de
ligacdo utilizado por outras bactérias pode ndo desempenhar um papel importante na reducéao
da AFB1 neste caso, e provou-se que a degradacdo foi feita de forma enzimatica e sem ser
necessaria qualquer exposicdo prévia ao contaminante alimentar; essa capacidade foi

alcancada durante o seu crescimento normal, sugerindo que foi uma atividade constitutiva da

bactéria (Guan et al., 2008). Ou seja, isto quer dizer que ndo é necessario que a amostra a

analisar esteja exposta previamente a AFB1 para que este microrganismo consiga atuar e

consiga degradé-la; portanto, nos resultados obtidos da presente dissertagdo, mesmo estando
presente sO nas ninhadas controlo, e mesmo que a exposicdo a AFB1 ndo tenha

proporcionado o seu crescimento, € interessante perceber que, no microbioma como um todo,
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esta espécie bacteriana pode auxiliar na degradacdo da micotoxina, quer tenha sido

exposta previamente a ela ou ndo. Embora sejam necessarios mais estudos que comprovem
esta capacidade de degradacdo noutros modelos animais, pode supor-se, através destas
evidéncias, que S. maltophilia pode contribuir para a minimizagdo do eventual aparecimento

dos efeitos provocados pela AFB1 no microbioma intestinal.

Existem também referéncias que este microrganismo é um emergente microrganismo
patogénico humano oportunista global e nosocomial, resistente a multiplos antibioticos;
pode habitar em quase qualquer ambiente aquatico ou himido, mas ndo é geralmente
considerado altamente virulento. No entanto, na Ultima década S. maltophilia tem sido
frequentemente estudada por estar associada a taxas significativas de fatalidade em certas
populacdes de pacientes, particularmente em individuos gravemente debilitados,
hospitalizados ou imunocomprometidos (Brooke, 2012; An & Berg, 2018; E. J. Kim et al.,
2019). Este organismo pode levar a doencas invasivas a nivel pulmonar e urinrio, infecoes
gastrointestinais, oculares e dos tecidos moles, bem como otite. A sintese de enzimas
extracelulares (proteases, lipases e lecitinase), biofilmes, formacdo de capsula, motilidade
bacteriana e quorum sensing parecem ser decisivos na sua patogenicidade (Adegoke et al.,
2017; Klimkaite et al., 2020). Para além disso, esta é uma bactéria parasitaria extracelular,
gue geralmente regula a funcdo imunoldgica do hospedeiro, através de proteinas da

membrana externa, flagelina ou fibrina.

Até a0 momento, existem poucos estudos que revelem o papel de S. maltophilia no
sistema imunoldgico do hospedeiro, no entanto, Wang et al. (2021) verificaram que havia
um mecanismo especial de resposta entre as estirpes dessa espécie bacteriana e as células T,
que poderia afetar todo o processo de interacdo imunolédgica. Embora esta espécie bacteriana
possa ativar células T para segregar uma grande quantidade de citocinas e expressar
marcadores de ativacdo, conduz posteriormente, a um estado de exaustdo. Ou seja, descobriu-
se que esta bactéria é diferente de outros parasitas extracelulares e ndo promove a regulacéo
positiva da funcdo imunoldgica do paciente, mas pode conduzir a apoptose macica dos
linfocitos T. Os resultados do estudo mostraram que celulas T estimuladas pela S.

maltophilia segregaram uma grande quantidade de citocinas pré-inflamatorias IL-2, IFN-y e
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TNF-a. Estas promovem outros linfécitos para iniciar processos de necrose e de morte
programada, nomeadamente a apoptose, e encontram-se muitas vezes aumentadas em
pacientes com Dlls (M. Wang et al., 2021). Particularmente, o aumento do IFN-y induz a
morte das células de Paneth intestinais e diminui a expressdo das proteinas das TJ (Watson
et al., 2005; Smyth et al., 2011; Eriguchi et al., 2018). O aumento na sua sinalizacdo pode
exercer efeitos prejudiciais no epitélio, modificando a funcdo de barreira intestinal,
aumentando a permeabilidade e, facilitando assim, a invasdo por bactérias patogénicas no
epitélio intestinal (Ruder et al., 2019). Nesse estudo, também a expresséo das células T CD4*
e T CD8" na superficie celular diminuiu, acompanhada pela ativacdo da via proteina
1/ligando 1 da morte celular programada (PD1/PD-L1), que acabou por conduzir a apoptose
macica das células T. Desta forma, comprova-se o efeito inibitorio e imunossupressor da

S. maltophilia na imunidade celular (M. Wang et al., 2021).

Bacteroides xylanisolvens é um membro do género Bacteroides que possui 0 maior
repertorio de genes glicoliticos para a degradacdo do xilano, tendo capacidade de o
metabolizar em acetato, propionato e succinato (Chassard et al., 2008; M. Zhang et al., 2014).
Os xilanos néo séo degradados pelas enzimas digestivas humanas no trato digestivo superior
e, portanto, atingem o c6lon, onde sdo submetidos a degradacéo extensiva por estes membros
da microbiota simbidtica (Philippe Ulsemer et al., 2012; Despres et al., 2016). Para além de
ser uma bactéria com elevada atividade xilanolitica, também é considerada uma bactéria
pectinolitica intestinal, ou seja, com capacidade de degradacdo das pectinas - fibras
alimentares altamente consumidas - que contribui para a sua aptiddo competitiva no

ecossistema intestinal humano (Despres, 2016).

Segundo Ulsemer et al. (2012) esta é a primeira espécie probiética natural do género
Bacteroides; os autores demonstraram que a estirpe DSM 23964 dessa especie € “resistente
a acdo de enzimas do suco gastrico e intestinal, pouco provavel de transferir ou adquirir
resisténcia a antibioticos e livre de qualquer atividade de viruléncia” descrita para aquele
género; foi provada a auséncia de quaisquer propriedades patogénicas in vivo de células
viaveis de B. xylanisolvens DSM 23964 atraves de um modelo murino (Philippe Ulsemer,

2012). Considerado um organismo ndo oportunista, a sua ndo patogenicidade ja foi
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avaliada através da verificacdo da existéncia de enzimas extracelulares, fatores de viruléncia
e resisténcia a antibioticos in vitro, pardmetros hematolégicos, marcadores inflamatorios
séricos e valores de enzimas hepaticas em animais e humanos (Philippe Ulsemer et al., 2012;
Tan et al., 2019). Para além disso, também ja se demonstrou que esta estirpe ndo possui
atividades de exoenzimas que se sabe que estdo envolvidas no desenvolvimento do processo
de infeccdo como colagenase, neuraminidase, DNase, hialuronidase, condroitina sulfatase,
ou atividade hemolitica. Assim, presumiu-se que é seguro utilizar esta estirpe probiotica
inativada no desenvolvimento de novos alimentos funcionais e que se pode evitar
preocupacles sobre possiveis efeitos colaterais indesejados, que podem surgir apos a
ingestdo cronica de qualquer estirpe probidtica viva (Philippe Ulsemer, 2012). Utilizando a
linha celular Caco-2, foi observado que a estirpe DSM 23964 de B. xylanisolvens néo se liga
de forma estavel aos enterdcitos humanos, o que constitui mais uma prova da sua nao

patogenicidade no intestino humano (Philippe Ulsemer et al., 2012).

Ulsemer et al. (2016) demonstraram ainda que a suplementacdo oral regular com B.
xylanisolvens pasteurizado aumentou a geracao de anticorpos IgM especificos para 0 TFa em
humanos adultos. Estes anticorpos naturais sdo dirigidos contra o antigénio TFa, que é um
antigénio especifico da superficie de células tumorais da maioria dos tipos de carcinoma;
significa isto que, muito provavelmente, esta espécie tem influéncia na reducéo do risco de
aparecimento do cancro. Assim, é possivel que, através da estirpe DSM 23964, se consiga
desenvolver um novo farmaco que fortaleca o sistema imunolégico e reduza o risco de

desenvolvimento de cancro em humanos adultos saudaveis (P. Ulsemer et al., 2016).

Como nos resultados da analise do core microbiome, esta espécie bacteriana surge
apenas nas ninhadas controlo, significa que B. xylanisolvens faz parte da microbiota normal
saudavel destas ninhadas, ndo apresentando qualquer potencialidade inflamatoria no intestino
fetal e demonstra ter ainda funcdes que sdo benéficas para a saude humana, incluindo (i)
atividades metabdlicas unicas; (ii) prevencdo da colonizagdo do intestino por organismos
patogénicos; (iii) producdo de SCFAs que podem ter propriedades anti-inflamatdrias,
propriedades anticancerigenas e efeitos imunomoduladores, envolvidos no desenvolvimento

do sistema imunoldgico do hospedeiro.
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Colonizador do Iumen intestinal e um dos maiores produtores de butirato intestinal,
Anaerostipes caccae é detetado no inicio da vida e € um dos membros prevalentes da
microbiota intestinal em humanos adultos (Schwiertz et al., 2002; Abbeele et al., 2013; L.
Chia et al., 2018; Ose et al., 2018). Ja foi demonstrada a sua importancia no contexto das
interac6es microbiota-hospedeiro, devido a presenca de pilli tipo IV - os principais filamentos
de interacdo das bactérias, com uma ampla gama de funcionalidades - e o seu efeito benéfico
na reducdo de alergias alimentares mais tarde na vida. A esse respeito, existem evidéncias de
que, alteracBes no microbioma intestinal no inicio da vida, estimulam a imunidade da mucosa
intestinal do hospedeiro e podem desempenhar um papel critico no aparecimento de alergias.
Essas mudancas podem influenciar etapas-chave no desenvolvimento do microbioma
intestinal do bebé, e ter efeitos de longo prazo na imunidade do hospedeiro que se

manifestam, posteriormente, no surgimento de varias patologias.

Feehley et al. (2019) demonstraram que a protecdo contra as alergias alimentares em ratos
germ-free, que receberam um transplante de microbiota fecal infantil, estava associada ao A.
caccae, que melhorou a resposta alérgica a p-lactoglobulina; esta espécie reduziu a
expressdo de linfécitos Th2, de anticorpos (IgE e IgG1), da expressao da acil-coenzima A
tioesterase 12 (Acotl2), bem como diminuiu respostas de citocinas 1L-13 e IL-4, que
promoveram tolerancia oral a alergia ao leite de vaca. Ou seja, este microrganismo foi

descrito como tendo importancia no reforco das funcdes de barreira epitelial e na

minimizacao do aparecimento de alergias alimentares no inicio de vida (Feehley et al., 2019;
K. H. Lee et al., 2020; Turroni et al., 2020; Rachid et al., 2021).

Todas as espécies descritas anteriormente (Bacillus cereus, Bacteroides xylanisolvens,
Anaerostipes caccae e Stenotrophomonas maltophilia) foram detetadas somente nas
ninhadas controlo, o que parece indicar que estes microrganismos nao colonizaram o
intestino dos descendentes quando, posteriormente, as fémeas progenitoras foram expostas
ao contaminante alimentar, ou seja, nas ninhadas tratadas. Isto pode acontecer porque
algumas espécies bacterianas conseguem metabolizar os nutrientes disponiveis no intestino
de uma forma mais eficiente, o que Ihes confere uma vantagem competitiva, impedindo a

proliferacdo de outras ou diminuindo consideravelmente o seu ritmo de replicagéo. Por outro
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lado, frequentemente, estdo presentes em quantidades tdo reduzidas, que a sua abundancia

relativa ndo é detetavel.

E importante referir também que num ambiente intestinal altamente competitivo, a
microbiota tem varias estratégias de sobrevivéncia que levam a coexisténcia com outros
microrganismos e células hospedeiras, nomeadamente por forcas ecoldgicas e relacdes de

alimentacdo cruzada que mantém as comunidades bacterianas unidas no intestino, e que

podem ter um impacto no hospedeiro de forma benéfica ou prejudicial (Carbonero et al.,
2012; Gurry, 2017). A. caccae encontra-se associado a varias destas interacfes com outros
microrganismos que ja foram descritos anteriormente (Akkermansia muciniphila,
Bacteroides thetaiotaomicron e Desulfovibrio piger) e cujo papel pode ser interessante ao

nivel do intestino fetal.

Por exemplo, sabe-se que o desenvolvimento da microbiota intestinal infantil é
fortemente influenciado pela nutricdo. Os HMOs sdo hidratos de carbono néo digeriveis com
funcBes pré-bioticas que, no leite materno, promovem seletivamente o crescimento e a
atividade de microrganismos especificos no intestino do bebé. Chia et al. (2020) investigaram
a interacgdo trofica entre Bacteroides thetaiotaomicron e Anaerostipes caccae, ambos
colonizadores do intestino no inicio de vida, e este Gltimo, produtor de butirato na presenca
de hidratos de carbono (L. Chia et al., 2020). Os resultados demonstraram que A. caccae

utilizou monossacéaridos derivados do B. thetaiotaomicron, também acetato e D-lactato, para

0 seu proprio crescimento e producdo concomitante de butirato. Ou seja, A. caccae, nao
sendo capaz de metabolizar a lactose ou os HMOs, é dependente dos intermediarios
produzidos por B. thetaiotaomicron para o0 seu crescimento, podendo utilizar
monossacaridos livres, ou seja, glicose e galactose, libertados por esse microrganismo, do
catabolismo dos hidratos de carbono. Este estudo fornece uma prova de que esta espécie
bacteriana pode conduzir a rede metabdlica butirogénica no intestino do bebé, potenciando a
colonizagdo do A. caccae, que produz butirato, essencial para a homeostase do intestino
infantil (L. Chia et al., 2020).

Neste caso, € interessante perceber que, considerando o microbioma intestinal, pode

existir interagdo entre estas duas espécies bacterianas que, curiosamente, nos resultados deste
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trabalho, colonizaram apenas nas ninhadas expostas a AFB1, como B. thetaiotaomicron, e
exclusivamente nas ninhadas controlo, como A. caccae. Isto evidencia a complexidade das
interacdes que ocorrem no microbioma intestinal e de como as bactérias podem, de facto, ter
um papel duplo nas func¢des que desempenham (patogenico e benéfico). Mesmo bactérias
com potencialidade patogénica no intestino, que é o caso do B. thetaiotaomicron, podem
interagir com as bactérias benéficas para o seu préprio proveito/beneficio e ainda potenciar
0 crescimento desses microrganismos fornecendo-lhes substratos importantes, sendo tal

interacdo fundamental para a homeostase intestinal - a chamada simbiose mutualistica.

Um estudo de Belzer et al. (2017) demonstrou um outro principio da interagdo
microbiana na camada de muco intestinal. A degradacdo e fermentacdo do muco por A.
muciniphila sdo conhecidas por resultar na libertacdo de oligossacaridos e subsequente
producdo de acetato, que se torna diretamente disponivel para 0s microrganismos nas
proximidades da mucosa intestinal. Nesse estudo, as culturas da A. muciniphila com A.
caccae - que, embora produza butirato intestinal, ndo degrada o muco - resultaram num
crescimento sintrofico e na producdo de butirato, predominantemente pela via do acetil-CoA.
Ou seja, esses autores provaram que as cadeias de oligossacaridos indigeriveis dentro do
muco se tornaram disponiveis para uma ampla gama de microrganismos intestinais, apés a
degradacéo e libertacdo de agUcares por A. muciniphila. Isso leva a sintese microbiana de
vitamina B12, 1,2-propanodiol, propionato e butirato, que sdo benéficos ao ecossistema
microbiano e as células epiteliais hospedeiras. Estes resultados sugerem que, de facto, ha
uma simbiose mutualistica devido & existéncia de cadeias tréficas no muco entre a A.
muciniphila, A. caccae e outras espécies bacterianas (Belzer et al., 2017). Por outro lado,
Chia et al. (2018) demonstraram igualmente que a presenca do A. caccae induziu alteragdes
na resposta transcricional de A. muciniphila, com aumento da expressdo de genes de
degradacdo da mucina e reducdo da expressdo de genes ribossomais; isso indicou que A.
muciniphila mudou a sua regulagédo transcricional em resposta ao A. caccae. Portanto,
observou-se uma dependéncia ecoldgica entre uma espécie que degrada mucina e uma
espécie produtora de butirato (L. W. Chia et al., 2018).

127



Neste caso, as duas espécies descritas anteriormente, tinham uma abundéancia relativa
mais elevada nas ninhadas controlo, o que prova que pode ocorrer uma eventual relagéo de
mutualismo entre duas espécies presentes naturalmente no microbioma intestinal, e cuja

interacdo pode ser benéfica ao feto.

Embora também possa desempenhar um papel benéfico no intestino saudavel (Blachier
et al., 2010), a formacéo de sulfureto de hidrogénio pelas SRBs, como dito anteriormente,
tem sido associada a condicbes de DIl. O lactato é um co-substrato potencialmente
importante para muitas SRBs. Duncan et al. (2004) descreveram duas espécies bacterianas,
Eubacterium hallii e Anaerostipes caccae, que podem usar estereoisomeros D- e L-lactato,

sugerindo isso que, dentro da complexa comunidade microbiana intestinal, as SRBs podem

estar em competicdo direta pelo lactato com essas bactérias produtoras de butirato, que

utilizam lactato como substrato (Duncan et al., 2004). Curiosamente, Marquet et al. (2009)
realizaram um estudo onde mostram que, efetivamente, D. piger DSM749 compete com
outras bactérias por lactato e hidrogénio. Este Gltimo é produzido por varias espécies
incluindo A. caccae, e este hidrogénio adicional pode contribuir para o forte crescimento
e formacdo continua de sulfureto pelas SRBs. Uma possivel consequéncia adicional da
competicdo por lactato, entre as SRBs e bactérias que o utilizam, é uma tendéncia a diminuir
a producéo de butirato a partir do lactato; o butirato é importante para a sadde intestinal,
pois é o principal combustivel para os colondcitos e atenua as respostas inflamatérias. Por
outro lado, a formacéo de sulfureto pelo D. piger ndo foi afetada pelo A. caccae nessas co-
culturas, o que significa que o lactato pode estimular a formacéo de sulfureto pelas SRBs
presentes no colon, com possiveis consequéncias para condi¢cdes como a colite, uma vez que
o sulfureto também é conhecido por comprometer (e mesmo inibir) a oxidacéo do butirato.
Assim, esse estudo demonstrou que existe competicao entre as varias bactérias presentes no
microbioma, e que isso pode resultar num desequilibrio microbiano (disbiose)
acompanhado por uma reducédo nas populacdes de outras bactérias que utilizam lactato e que

produzem butirato (Marquet et al., 2009).

E curioso observar que, na literatura bibliografica anterior (Duncan et al., 2004;

Marquet et al., 2009; Blachier et al., 2010) sdo mencionadas duas espécies bacterianas (e
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uma possivel competicdo microbiana por lactato entre elas), que nos resultados obtidos deste
trabalho, colonizaram somente nas ninhadas controlo (A. caccae) ou exclusivamente nas
ninhadas dos descendentes cuja fémea foi exposta 8 AFB1 (D. piger). E demonstrado que,
mesmo que A. caccae seja uma bactéria benéfica em muitos aspetos, se produzir hidrogénio
de forma excessiva, esse hidrogénio adicional pode contribuir para o forte crescimento e

formagdo continua de H>S pelo D. piger, ou seja, acaba por contribuir para a

potencialidade inflamatoria desta Ultima bactéria, resultando isso muitas vezes em colite e

outros disturbios intestinais; além disso, pode ocorrer menor producéo de butirato a partir do

lactato, o que, naturalmente perturbara a homeostase intestinal.

Outro microrganismo que é provavel que possa contribuir para 0 metabolismo das
SRBs no colon é o Peptococcus niger; um membro Gram-positivo constituinte das
membranas mucosas intestinais humanas normais que, nos resultados obtidos, colonizou
exclusivamente nas ninhadas controlo (Van Eldere et al., 1991). Esta espécie bacteriana
expressa um conjunto de enzimas semelhantes as glicosulfatases, que catalisam a libertacéo
de sulfato das sulfomucinas, embora ainda pouco se saiba relativamente a sua prevaléncia,

abundéncia e atividade (Carbonero et al., 2012).

Segundo Van Eldere et al. (1988), a funcdo metabodlica da atividade das sulfatases intestinais
do P. niger H4 é fornecer sulfito que funciona como um aceitador de eletrdes. O grupo acido
sulfonico da taurina, bem como do sulfito, é rapida e completamente reduzido a H.S pelo P.
niger H4. Ou seja, resumidamente, essas sulfatases podem servir para fornecer as SRBs uma
fonte alternativa de sulfito, na auséncia de outras fontes, para a metabolizacdo posterior em
H>S (Van Eldere et al., 1988, 1991). Por outro lado, as rea¢fes de oxidagdo-reducéo, entre
outras reaces, que sao catalisadas por esta espécie bacteriana, podem transformar esteroides
excretados pela bilis, em substancias biologicamente mais ou menos ativas, e também podem
estar associadas a formacé&o de substancias mutagénicas ou carcinogénicas (Van Eldere et al.,
1987). O aumento da atividade da mucina sulfatase, uma enzima pertencente ao grupo das
glicosulfatases, foi observada em pacientes com colite ulcerativa em que, na maioria dos
pacientes, as flutuacdes na atividade desse enzima fecal foram associadas ao agravamento do

prognostico da patologia, sugerindo que o aumento da sua atividade contribuiu para a
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perpetuacdo da doenga. Assim, os individuos geneticamente predispostos a uma elevada
abundéancia relativa de SRBs - que entdo tém um aumento da atividade da sulfatase - podem
estar sob maior risco de contrair colite ulcerativa devido a maior disponibilidade de sulfato
enddgeno para a producéo de sulfureto de hidrogénio pelas SRBs (Carbonero et al., 2012).

Neste sentido, P. niger pode contribuir para o metabolismo das SRBs, incluindo D. piger

e B. wadsworthia que constam nos resultados, e, portanto, contribuir para a sua potencial

patogenicidade pela formacdo daquele composto toxico.

Relativamente a todas as outras espécies bacterianas que constam na Tabela 12, é
provavel que também possam desempenhar fungdes na microbiota fetal, no entanto, ndo ha
forma de o comprovar cientificamente, uma vez que ndo ha literatura bibliogréafica suficiente
que permita descrever o seu papel a nivel intestinal. Muitas vezes sdo espécies recentes, que
aparecem de forma insuficiente nas amostras clinicas testadas nos varios artigos e ainda séo
relativamente pouco estudadas; acontece frequentemente algumas espécies ndo serem
cultivaveis, ou seja, ndo serem detetaveis por cultura bacterioldgica convencional, mas
apenas se forem realizados métodos metagendmicos. Noutras, ha evidéncias do seu papel

noutros 6rgaos e tecidos, mas ndo especificamente no intestino.

4.4. Sequenciagao massiva de elevado rendimento independente de PCR

Foram selecionadas algumas amostras para sequenciacdo de terceira geragédo
(independente de PCR), utilizando o sistema da Millipore, cujos resultados se encontram de

seguida nas Figuras 25 e 26 para 0 género e espécie, respetivamente.
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Pela observacgdo da Figura 25, observa-se que 0s géneros predominantes correspondem
aos Bacteroides, Lachnoclostridium, Muribaculum, Lactobacillus, Kineothrix e

Anaerotignum.

Ao nivel da espécie (Fig. 26) podem identificar-se algumas espécies bacterianas
adicionais que ndo foram identificadas através da plataforma de sequenciagdo Illumina
Miseq, mas somente pelo MiniON™, nomeadamente Anaerotignum lactatifermentans,
Anaerotignum aminivorans, Clostridium sphenoides, Clostridium celerecrescens,
Clostridium clostridioforme, Clostridium bolteae, Clostridium algidixylanolyticum,
Clostridium amygdalinum, Faecalicatena orotica, Faecalicatena fissicatena, Faecalicatena
contorta, Desulfotomaculum guttoideum, Blautia producta, Blautia marasmi, Blautia
hominis, Roseburia hominis, Lactobacillus animalis, Lactobacillus apodemi e Kineothrix
alysoides, que sdo abundantes de forma muito idéntica, tanto nas ninhadas controlo como nas
ninhadas expostas a AFB1; Lactobacillus murinus, Lactobacillus johnsonii e Bacteroides

uniformis que sdo maioritarias nas amostras toxinogénicas, comparativamente aos controlos.

Kineothrix alysoides é uma espécie bacteriana produtora de butirato, relativamente
recente, e ainda existem poucos estudos a cerca da sua possivel influéncia no microbioma
intestinal ou sobre a sua importancia noutras fungdes fisiolégicas humanas. No entanto,
Liddicoat et al. (2020) realizaram um estudo em que 0s microbiomas intestinais de ratos
foram suplementados com esta bactéria derivada do solo e os resultados sugeriram que, 0
aumento da abundéancia relativa deste microrganismo raro, se correlacionou com a reducéo
do comportamento semelhante a ansiedade, nos ratos mais ansiosos. Ou seja, teve um papel
semelhante a um farmaco ansiolitico. Assim, pode supor-se que, muito provavelmente, o
solo pode representar uma fonte adicional de bactérias produtoras de butirato, com
capacidade de reabastecer o microbioma intestinal dos mamiferos, e com vantagens a saude
intestinal e mental (Liddicoat et al., 2020). O butirato, apds a absor¢do pelos colondcitos, é
usado localmente como combustivel para as células epiteliais da mucosa do célon e é
considerado essencial para a saude intestinal, estando ligado a homeostase imunologica,
protecdo contra doencas metabolicas, melhoria da qualidade de vida e reducdo da depresséo;

tem igualmente capacidade anti-inflamatdria e de reparacdo dos principais tecidos do sistema
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nervoso central (Sanna et al., 2019; Liddicoat et al., 2020). Embora esta espécie seja derivada
do solo, Haas e Blanchard (2017) sugerem que K. alysoides pode ser um residente normal
no intestino ou rimen de mamiferos, dada a sua faixa de temperatura ideal, que corresponde
a temperatura interna de humanos e animais de grande porte. Igualmente depois do estdmago
(pH <3), os valores médios de pH variam ao longo do trato intestinal humano do duodeno ao
reto, e nas fezes, mas encontram-se dentro da faixa de pH 5,5 a 8,0 que também ¢é adequado
para K. alysoides (Haas & Blanchard, 2017). Curiosamente, detetou-se esta espécie
bacteriana em ratos com uma presenga crescente em varias amostras fecais, em todos 0s
tratamentos. Assim, com base nesses resultados pode conjeturar-se que a microbiota
intestinal possa ter afinidade por esses organismos nominalmente associados ao solo
(Liddicoat et al., 2020).

Clostridium bolteae € um membro normal da microbiota intestinal de humanos, sendo
regularmente detetado em amostras fecais da maioria das criancgas e de outros hospedeiros

afetados por sintomas gastrointestinais e, principalmente, autismo (Cai et al., 2020).

Existem evidéncias de que C. bolteae esta presente nas fezes da maioria das criangas, e numa
concentracéo significativamente maior em criangas com autismo, do que naquelas que néo
apresentam a patologia (Pequegnat & Monteiro, 2019). Os estudos apontam para a
possibilidade de que esta espécie comprometa o funcionamento intestinal através da
producdo de metabolitos neurotdxicos na chamada conexao intestino-cérebro. Esta bactéria
intestinal excreta SCFAS, que tém capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, e,
portanto, acredita-se que atuem como neurotoxinas instigando sintomas semelhantes aos do
autismo, especialmente durante os estagios iniciais do desenvolvimento cerebral; sabe-se que
produz também uma capsula de polissacaridos imunogénicos especificos que se pensa puder
ser util para a criacdo de ferramentas diagndsticas nao evasivas, com o0 objetivo de avaliar a
frequéncia e o papel deste microrganismo em individuos autistas, e para a criagdo de uma
vacina, de forma a reduzir os niveis de coloniza¢do no TGI, impedindo assim a concentracao
de neurotoxinas (Song et al., 2003; S. M. Finegold et al., 2005; Pequegnat & Monteiro, 2019).

Para além da associacdo ao autismo, C. bolteae pode causar infecBes intra-

abdominais quando a barreira intestinal natural é alterada. Por exemplo, uma
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sobreabundancia deste microrganismo é frequentemente associada a episodios diarreicos

cronicos, a alteracdo da motilidade e da taxa de contragdo do TGI (Dehoux et al., 2016).

O significativo impacto economico e cientifico dos membros do género Lactobacillus,
geralmente considerados ndo patogénicos, inclui muitas estirpes frequentemente usadas
como probidticos e outras comercializadas como cosmeéticos, aplica¢Bes industriais e
agricolas, suplementos farmacéuticos ou mesmo dispositivos médicos (Campedelli et al.,
2019). As funcdes das espécies deste género bacteriano incluem a homeostase imunologica,
producdo de nutrientes e vitaminas essenciais, e até mesmo como uma barreira fisica contra
a infeccdo, uma vez que protegem o hospedeiro da colonizacdo de organismos
potencialmente patogénicos, produzindo &cidos lacticos que acidificam o ambiente (H. Kim
et al., 2020); por este motivo, tém sido muito estudadas em investigacOes relativas a
patologias como diarreia, intolerdncia a lactose, alergias, infe¢des, reducdo do colesterol,
eczema e funcdo imunoldgica. Algumas das espécies de Lactobacillus tém atividades
redutoras de aflatoxinas. Liew et al. (2019) revelaram que 2 x 10° UFC/mL de
Lactobacillus spp. tém capacidade de reduzir o nivel de AFB1 de 0,1 a 13%. Os autores
sugerem que os componentes da superficie das bactérias probidticas estdo envolvidos na
adesdo fisica direta a esta micotoxina, e por isso, a intervencdo probidtica com estes
microrganismos, € potencializada para minimizar a toxicidade induzida pela micotoxina
(Liew et al., 2019). Os beneficios fisiol6gicos associados a este género no intestino incluem
(i) o fortalecimento dos complexos de juncéo epitelial; (ii) 0 aumento do estado antioxidante;
(iii) a diminuigdo de citocinas pro-inflamatorias; (iv) o aumento da libertacéo de citocinas
anti-inflamatorias e (v) a modulacao das células T reguladoras e macréfagos (Singh et al.,
2018).

Particularmente, as estirpes da espécie bacteriana Lactobacillus johnsonii contém
proteinas de superficie especializadas, envolvidas na ligagdo da mucina, nomeadamente 0s
acidos lipoteicoicos e exopolissacaridos de natureza ndo proteica, que permitem que essas
bactérias se fixem na superficie da mucosa intestinal, sendo os potenciais responsaveis pela

sua persisténcia nesse ambiente (Rodriguez-Diaz & Monedero, 2013).
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Xin et al. (2020) demonstraram que L. johnsonii BS15 alterou os subconjuntos de
células T, aumentando significativamente a percentagem de células T CD3"CD4" (linfécitos
T helper) e a razdo CD3" CD4*/CD3" CD8* e diminuindo a percentagem de células T CD3*
CD8* (linfécitos T citotoxicos) num modelo animal suino. As mudancas nos niveis de células
T séo alguns dos indicadores mais importantes do nivel de imunidade geral, bem como a
slgA fecal, cujos niveis também foram melhorados por L. johnsonii. Além disso, exerceu
efeitos benéficos sobre a microbiota fecal, nomeadamente, aumentou de forma acentuada
as populacdes bacterianas pertencentes aos geéneros Clostridium, Peptococcus e
Lactobacillus e reduziu as populagdes de Escherichia coli. Promoveu igualmente um
aumento de peso médio diario nos animais, controlando a diarreia. Esses resultados sugerem
que a suplementacdo com este microrganismo pode ser importante na inibicdo de bactérias
nocivas e no equilibrio da microbiota intestinal e indicam que o mesmo pode ser aplicado
como um probidtico que promove o crescimento e controla a diarreia nos animais em estudo
(Xin et al., 2020).

Liu et al. (2015) provaram que L. johnsonii JCM 2012T tem capacidade de
manutencao da fungédo da barreira intestinal, em parte, inibindo diretamente a fixagio
da E. coli enterotoxinogénica (ETEC), uma causa importante de diarreia grave em leitdes e
vitelos jovens. A ETEC fixa-se as células do epitélio do intestino delgado (IECs), conduz a
producdo de enterotoxinas que facilitam a colonizacdo de outros microrganismos
patogénicos, bem como a interrupcdo da estrutura das TJ da mucosa e isso conduz,
consequentemente, ao aumento da permeabilidade do intestino. Neste estudo, L. johnsonii
aumentou a expressdo da heat shock protein 27 em células epiteliais do intestino delgado
suino (IPEC-J2), 0 que sugere que a mucosa possa estabelecer uma estratégia para preparar
e reagir a varios estimulos imediatamente apds o seu contacto com as IECs, e, portanto, reagir
de forma diferente a ligagdo da E. coli. Em conjunto com todas as evidéncias descritas na
fonte bibliografica, o estudo comprovou que L. johnsonii teve capacidade de interagir
diretamente com ETEC e reduzir o seu efeito prejudicial nas células IPEC-J2, destacando o
seu potencial papel como probidtico; 0 mecanismo por tras desse efeito protetor ainda néo

estd completamente definido, mas pensa-se ser dependente da capacidade de modular a
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expressdo das heat shock protein, das proteinas das TJ, ou ainda de restringir a adesdo de
microrganismos patogénicos (H. Y. Liu et al., 2015).

Ainda sobre o efeito protetor deste microrganismo na invasdao por outros, He et al.
(2019) demonstraram que, a administracdo oral de L. johnsonii L531 a leitées, diminuiu
significativamente os niveis de colonizacdo da Salmonella enterica serovar Infantis
CAU1508 no colon e no jejuno, acelerou a eliminacéo nas fezes ap0s a infeccédo e reduziu a
sua translocacgdo para 0 baco. O butirato e propionato produzidos por L. johnsonii regulam
negativamente a expressao de genes de viruléncia bacteriana, como hilA e invF, que sdo
ativadores transcricionais importantes na Salmonella. Por isso, nesse estudo, foi comprovado
que o pré-tratamento dos leitdes com esta estirpe probidtica pode ter um impacto positivo na
manutencdo da homeostase metabdlica intestinal destes animais, sobretudo no periodo de
desmame, com o controlo da infe¢éo pela Salmonella, em grande parte pela manutencéo dos
niveis de SCFAs, no ceco e colon (He et al., 2019). Para além disso, também demonstrou ter
atividade antimicrobiana contra Campylobacter jejuni, tendo capacidade de reduzir a
apoptose colonica induzida por esse microrganismo e a secrecdo intestinal, extraintestinal e
sistémica de mediadores pro-inflamatérios (como IL-6, MCP-1, TNF e Oxido nitrico)
libertados pelo C. jejuni no intestino de ratos (Bereswill et al., 2017).

Por outro lado, quando Lim et al. (2017) isolaram L. johnsonii CJLJ103, da microbiota
fecal humana, demonstraram que esta estirpe atenua a colite (induzida por TNBS) e o
comprometimento da memaria em ratos com apenas 6 semanas de idade, através: (i) de um
aumento da expressdo de proteinas das TJ (zénula occludens-1, ocludina e claudina-1); (ii)
do aumento da IL-10 e diminuicdo da IL-6; (iii) da capacidade de reduzir significativamente
0 crescimento da E. coli, bem como a sua producdo de LPS para o sangue, melhorando o
ambiente do trato gastrointestinal e contribuindo para a regulacdo negativa das respostas
inflamatorias sistémicas; (iv) da inibicdo da ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-xB) no
hipocampo e da inducdo da expressdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
(Spehlmann & Eckmann, 2009; S. M. Lim et al., 2017). Deste modo, os resultados do estudo

sugeriram que essa estirpe melhora de forma significativa os parametros inflamatérios
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envolvidos na colite e que ainda pode mitigar o comprometimento da memaoria nos modelos

animais em estudo.

Relativamente a conhecida capacidade das estirpes especificas dos Lactobacillus spp. se
ligarem a contaminantes alimentares, L. johnsonii CSCC 5142 demonstrou ter capacidade
de ligacdo a AFB1 de 30,1% numa solucdo contaminada com 5 pg/mL da micotoxina
(Peltonen et al., 2001).

Deste modo, segundo as evidéncias da literatura bibliografica, esta é certamente uma
potencial espécie probidtica benéfica, uUtil para combater e/ou prevenir infecGes
enteropatogénicas com sucesso, controlando o ambiente intestinal e promovendo a sua
homeostase; no entanto, sdo necessarios mais estudos para compreender melhor os

mecanismos subjacentes.

Um componente chave de um microbioma intestinal completo e diverso, Lactobacillus
murinus representa uma bactéria intestinal comensal naturalmente encontrada no intestino
de mamiferos saudaveis; como é uma espécie que raramente € isolada de ambientes fora do
intestino, é considerada autdctone, podendo associar-se intimamente com o epitélio da
mucosa e, assim, translocar-se através dela (Ma et al., 1990; Lebovitz & Theus, 2019).
Coloniza o TGI de roedores nos primeiros dias ap6s 0 nascimento e permanece em elevados
niveis populacionais ao longo da vida do roedor, no entanto, em comparagdo com outros
Lactobacillus spp., € uma espécie relativamente pouco estudada que s6 recentemente foi
considerado como um potencial probidtico, incluindo aplicacGes relacionadas a enterocolite
necrosante (ECN) neonatal, producdo de antimicrobianos, antagonismo de microrganismos
patogénicos na funcdo de barreira intestinal, alergia alimentar, diabetes tipo I, hipertensdo
associada a idade, inflamacéo e translocacao bacteriana (Ma et al., 1990; Lebovitz & Theus,
2019).

Por exemplo, Isani et al. (2018) sugeriram que ndo so L. murinus HF12 tem capacidade
de colonizar o intestino de ratos recém-nascidos de forma eficiente, como a sua inoculagéo
precoce nestes animais constituiu efeitos protetores significativos contra a ECN neonatal.

Esta patologia caracteriza-se por uma inflamacéo intestinal grave nos bebés, sendo, ainda
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hoje, uma das principais causas de morbidade e mortalidade neonatal. Esta espécie bacteriana
reduziu marcadores moleculares associados a ECN, nomeadamente: (i) atenuou o
recrutamento da mieloperoxidase no intestino, uma proteina lisossomal exclusiva dos
neutrofilos e monacitos, cujo recrutamento para o intestino é caracteristico da doenca, uma
vez que, ao ser libertada do fagossoma daquelas células, conduz a formacdo de ROS e
citocinas inflamatdrias; (ii) anulou completamente a ativacdo da caspase-1 intestinal, um
enzima intracelular especifico conhecido por induzir a libertagdo da IL-1p, na sua forma
bioativa, no intestino; (iii) minimizou os niveis dos MRNAs que codificam para a ciclo-
oxigenase-2, um enzima considerado um dos principais marcadores da inflamacéo intestinal,
frequentemente induzida no epitélio intestinal de pacientes com Dlls; (iv) reduziu
significativamente a translocacdo do Cronobacter muytjensii - um microrganismo
oportunista associado a NEC clinica e meningite neonatal - do Iimen intestinal para o bago
(Isani et al., 2018). Desta forma, os autores sugerem que a introducéo artificial de bactérias
benéficas é clinicamente relevante e € um passo crucial no desenvolvimento de protecdo

contra esta patologia.

L. murinus pode, por outro lado, ser uma espécie probidtica que possui atividades anti-
alérgicas e imunomoduladoras. Huang et al. (2016) administraram oralmente 10° UFC
deste microrganismo num modelo murino macho BALB/c (com 4 a 5 semanas de idade),
com alergia alimentar, e demonstraram que, em primeiro lugar, houve um aumento
significativo da densidade de Lactobacillus spp. e uma redugdo de microrganismos nédo
especificos nos ratos alérgicos, ou seja, esta espécie teve capacidade de melhorar o perfil da
microbiota intestinal destes animais; em segundo lugar, ocorreu uma atenuacao significativa
das respostas alérgicas pela diminuicdo da infiltracdo e desgranulacdo de mastdcitos, e

igualmente por uma reducéo na producdo de IgE (C. H. Huang et al., 2016).

Relativamente aos mecanismos imunoldgicos que L. murinus utiliza como efeito antialérgico
foi destacada a sua capacidade de promover um imunoequilibrio na resposta Th1/Th2
associadas a alergia alimentar. A administracdo deste microrganismo aumentou a producéo
de IFN-y (uma citocina Thl que regula negativamente a producédo de IgE) e diminuiu a

producdo de IL-4 (uma citocina Th2 que regula positivamente a producdo de IgE). Para além
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disso, também aumentou os niveis de IL-12, expressa por células apresentadoras de
antigénio, e que regula positivamente a diferenciacéo de células Thl. Assim, uma vez que as
respostas alérgicas induzidas por proteinas alimentares sdo ditadas principalmente por estas
citocinas derivadas de células T auxiliares, significa que a mudanca do equilibrio
imunolégico na direcdo Th2 para Thl, provocada por L. murinus, pode ser uma estratégia
para reduzir os efeitos associados a alergia alimentar (C. H. Huang et al., 2016).

Curiosamente, também Pan et al. (2018) demonstraram que L. murinus CR147 teve a
capacidade de prolongar a vida util num modelo animal murino, uma vez que: (i) regulou
negativamente a interleucina-8 (IL-8) produzida por células do adenocarcinoma colorretal
humano estimuladas pelo TNF-a; (ii) melhorou a funcdo de barreira intestinal; (iii) reduziu
marcadores inflamatdrios sistémicos e (iv) contribuiu para a imuno homeostasia intestinal do
hospedeiro pela supressdo de células T auxiliares pro-inflamatérias na mucosa intestinal (Pan
et al., 2018). Este microrganismo pode colonizar o TGI superior de forma semelhante a um
biofilme, possivelmente atuando como uma barreira de defesa contra a colonizacao por outras
bactérias; estes biofilmes sdo muito Uteis para a manutencdo do ciclo de vida da populacéo

bacteriana, bem como da sua resisténcia, por exemplo, aos antibiéticos (Almirén et al., 2013).

Para além disto, L. murinus isolado de um modelo animal de borrego, revelou ter
capacidade antifungica a pH 4, uma vez que inibiu o crescimento das espécies Aspergillus
niger e Aspergillus flavus em 25,3 e 32,6 %, respetivamente, quando cultivados em meio
Sabouraud (Drobn4 et al., 2017).

E importante mencionar que sé foram descritas anteriormente as espécies bacterianas
que pareceram relevantes a nivel bibliografico, cuja abundancia relativa era notoria e cuja
literatura indicava uma influéncia interessante a nivel intestinal, de forma a ir de encontro ao
objetivo do presente trabalho. Assim, com base na literatura bibliogréfica e na abundancia
relativa dos microrganismos, que foram identificadas apenas com a plataforma de
sequenciacao de terceira geracdo, podem observar-se duas especies (Kineothrix alysoides e
Clostridium bolteae) que, provavelmente, ndo sdo influenciadas pela AFB1, pois a sua
abundancia nos ratinhos descendentes ndo é afetada pela exposicdo materna a esse

contaminante alimentar; e outros dois probioticos, Lactobacillus murinus e Lactobacillus
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johnsonii, cujo aumento da abundancia com a exposicdo a AFB1 ndo parece ser preocupante
na saude intestinal dos ratinhos, uma vez que demonstram ser microrganismos que conferem

beneficios a varios niveis e, portanto, cujo aumento pode ser até vantajoso.

Claramente que se observam algumas diferencas entre os resultados obtidos através
das duas plataformas de sequenciagdo utilizadas, MinlON™ e Illumina Miseq,
particularmente por se verificar um nimero significativo de espécies bacterianas adicionais
que foram identificadas pela plataforma de terceira geracdo e nao pela de segunda. Estas
diferencas devem-se provavelmente as caracteristicas e limitac@es entre os dois métodos de

sequenciacao utilizados, que constam na Tabela 13.

Uma caracteristica particular do MinlON™ ¢ o facto de o processo de sequenciacdo
ndo utilizar um sinal secundario (como luz ou pH) nem necessitar de amplificacdo do DNA
antes da sequenciagdo, como acontece com o lllumina Miseq. Para além disso, a
sequenciacdo de 3? geracdo utiliza nanoporos para sequenciar uma Unica molécula de DNA
por poro, o que confere vantagens potenciais significativas comparativamente a sequenciagdo
de 22 geracdo, que dependem de grupos de moléculas de DNA amplificadas (Laver et al.,
2015). De acordo com a literatura, as células de fluxo utilizadas pelo MinlON™ fornecem
uma precisdo de ~ 95% com uma saida de ~ 20 GB; porém, a qualidade das leituras geradas
ainda é inferior as da lllumina, que possuem uma precisdo de 99,9%. Outra caracteristica
relevante das plataformas ONT é que a analise de dados pode ser realizada desde o inicio da
execucdo da sequenciacdo, uma vez que as leituras sdo realizadas em tempo real, o que pode
reduzir consideravelmente o tempo de analise em comparacdo com as plataformas Illumina
Miseq. Além disso, os custos associados as analises realizadas pelo MinlON™ s&o muito
menores em comparacdo com outras plataformas de sequenciacgdo atualmente aplicadas para

estudos metagenomicos 16S rRNA (Santos et al., 2020).

Por outro lado, com o MinlON™ existe a possibilidade de se obterem leituras mais longas
permitindo cobrir a sequéncia completa do gene 16S rRNA (regides V1-V9), enquanto que,
com a plataforma Illumina, a estratégia convencional para sequenciar o 16S rRNA usa
frequentemente as regides hipervariaveis V1-V2 e/ou V3-V4, e a taxonomia € atribuida com

base apenas nessas curtas regides variaveis do gene 16S rRNA, de aproximadamente 300 pb.
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A andlise dessas regibes curtas fornece uma resolucao taxonémica limitada (e que vai variar
com a escolha de diferentes por¢cdes do gene 16S rRNA) na maioria dos casos, ndo
conseguindo discriminar eficazmente sequéncias de forma confiavel que védo além do nivel
do género. Assim, é provavel que a plataforma de sequenciacdo de terceira geracdo tenha
maior potencial para fazer a discriminagéo entre taxas, fornecer um sinal filogenético mais
profundo e um posicionamento taxonémico mais preciso de sequéncias 16S rRNA (Santos
et al., 2020). Santos et al. (2020) sugerem que, em comparacdo com o Illlumina Miseq,
existem menos ferramentas e protocolos de bioinformatica projetados especificamente para
a andlise de sequéncias Nanopore 16S; para além disso, destaca que algumas particularidades
- como filtros de qualidade e cobertura das sequéncias - ja estdo configuradas de forma
padrdo, por isso, 0 usuario nao pode alterar mais do que os parametros iniciais da qualidade
das leituras (Santos et al., 2020).

Tabela 13: Comparacdo das plataformas de sequenciacdo para analise metagenémica 16S (adaptado de Santos et al.,
2020)

Plataforma de Comp. da | Precisdo (%) | Sequenciacdo | Tempo | Vantagens
sequenciacgao leitura (h)
(pb)

Elevado
Illumina Miseq 75-300 99,9 Sequenciagéo 21 -56 | rendimento
por sintese e elevada
qualidade
das leituras
Elevado
rendimento,
Sequenciagédo comprimen-
95 em tempo real 1-48 | tosde leitura
longos e
portabilida-
de

MinlON™ > 200

u
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5. Conclusao

O intestino é, sem duvida, o elo principal entre as micotoxinas ingeridas e os efeitos
prejudiciais nos humanos e animais. Claramente, os efeitos negativos das micotoxinas -
descritas como “produtos naturais produzidos por fungos que evocam uma resposta toxica
quando introduzidos em baixa concentragdo nos animais™ (Jin et al., 2021) - no intestino e
no sistema imunoldgico evidenciam que elas podem desempenhar um papel critico na
iniciacdo, progressao e duragéo das infe¢des intestinais. Esses efeitos incluem, entre outros,
a diminuicdo da viabilidade celular, reduc6es nas concentracdes de SCFAs e eliminagéo de
bactérias benéficas, expressdo aumentada de genes e citocinas envolvidos na progressao da
inflamacdo e diminuicdo da proliferacdo celular, o que reduz, consequentemente, a

capacidade do intestino de reparacdo de si mesmo (Broom, 2015).

O estudo do microbioma intestinal tem vindo a transformar o panorama cientifico, conforme
se verifica pelo aumento exponencial de publicacbes relacionadas a esse tema, de muitas
areas multidisciplinares diferentes (Fricker et al., 2019). Portanto, para investigar a relacdo
entre 0 hospedeiro e a microbiota, varios métodos tém sido empregues para a detecdo da
composicdo da comunidade microbiana, a partir de amostras naturais e clinicas (Shin et al.,
2016).

Em particular, neste trabalho, a composi¢cdo da microbiota intestinal foi compreendida
utilizando uma abordagem metagenémica filogenética e métodos de sequenciacdo massiva
de amplicons do gene 16S rRNA através das plataformas MiniON Oxford Nanopore e
Illumina Miseq. Para analisar os resultados obtidos foi determinada, em primeiro lugar, a
abundancia relativa (%) das espécies bacterianas e, posteriormente, foi calculado o indice de
diversidade de Shannon, para inferir da hetero ou homogeneidade microbiana das ninhadas;
foi feito o tratamento estatistico ANOVA para compreender se existiam diferencas
estatisticamente significativas ao nivel do género e da espécie, e, por fim, foi determinado o
core microbiome, de maneira a detetar microrganismos que se destacam e que Sao

particularmente importantes no microbioma do hospedeiro, associados apenas as ninhadas
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controlo, ou presentes exclusivamente nos ratinhos cuja mée sofreu exposicdo ao

contaminante alimentar.

Como se sabe, a gravidez € caracterizada por muitas alteragcdes na resposta imune a fim
de tolerar o feto semialogénico, e a presenca da microbiota €, sem davida, primordial em
algumas dessas adaptacdes da resposta imune materna a gravidez (Faas et al., 2020). Os
recém-nascidos podem ser expostos a aflatoxinas no Utero, uma vez que as toxinas passam
da mde para o feto através da placenta, e essa exposicdo pode continuar durante a
amamentacdo, até a introducdo de alimentos sélidos. As consequéncias dessa exposi¢do para
as maes, fetos e criancas sao inimeras, uma vez que existem varios mecanismos potenciais
que ligam a exposicdo a aflatoxina a resultados adversos na gravidez, incluindo a
regulacao positiva de citocinas pré-inflamatorias e/ou regulacdo negativa de citocinas anti-
inflamatorias; inducdo de enteropatia caracterizada por inflamacdo intestinal e
comprometimento da fungdo de barreira, levando a ativacdo imune sistémica; potenciais
efeitos tdxicos nos Orgdos maternos, causando ativacdo imunoldgica sistémica e
comprometimento do desenvolvimento placentario e fetal; e, consequentemente, também
efeitos toxicos nos orgéos fetais, causando anomalias no seu desenvolvimento (Smith et al.,
2017).

Sintetizando, neste trabalho, a dindmica microbiana provocada pela AFB1 gerou:

(i) acolonizacéo de grupos de espécies bacterianas (como Barnesiella intestinihominis,
Muribaculum intestinale, Clostridium lactatifermentans, Lactobacillus murinus e
Lactobacillus johnsonii), cuja abundancia relativa foi aumentada pela AFB1, mas
que, provavelmente, ndo provocam efeitos negativos no microbioma, uma vez
gue constituem mecanismos protetores da barreira intestinal, podem ser utilizados
como probidticos e promovem a redugdo da coloniza¢do por outras bactérias
patogénicas;

(i) o aumento significativo de espécies bacterianas com potencialidade
inflamatoria intestinal, constituindo efeitos prejudiciais ao nivel do intestino fetal,
como Dorea longicatena, uma bactéria intestinal humana ndo benéfica, que

promove o0 aumento da permeabilidade intestinal, associada a doenca de Crohn e ao
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sindrome do intestino irritavel e Staphylococcus lentus, que apesar de ser
considerado flora alimentar benéfica e um colonizador crucial até a terceira semana
de vida, também é uma causa de infe¢cbes humanas e animais, devido aos diversos
fatores de viruléncia que possui e a grande probabilidade de causar intoxicacfes
alimentares em individuos imunocomprometidos;

(iii) um grupo de bactérias benéficas intestinais, cuja colonizagcdo nos ratinhos

descendentes foi significativamente reduzida pela exposi¢do maternaa AFB1, o que

mostra ser preocupante a nivel intestinal, uma vez que se reduzem espécies cruciais
a homeostase, com capacidade reparadora e anti-inflamatéria; nomeadamente
Akkermansia muciniphila, a principal espécie que degrada o muco intestinal, que
regula a sua espessura e que promove a integridade da barreira intestinal, sendo
fundamental na maturacdo do sistema imunoldgico e no estabelecimento da
microbiota do bebé; Parabacteroides distasonis, um probidtico promissor, com
forte potencial anti-inflamatério e de restauracdo da barreira epitelial,
principalmente pela producdo de succinato e pela diminuicdo da severidade da
inflamacdo intestinal em ratos; e Faecalibaculum rodentium, que tem uma elevada
capacidade de producdo de butirato intestinal e propriedades anti tumorigénicas
interessantes.

(iv) um conjunto de espécies bacterianas que foram resistentes a exposicao a
aflatoxina, ou seja, cuja abundancia relativa foi muito semelhante nas ninhadas
tratadas e nas ninhadas controlo, o que significa que a presenca do contaminante
alimentar materno ndo afetou negativamente a colonizagdo destes microrganismos
nos ratinhos descendentes, nomeadamente Bacteroides acidifaciens, dominante no
microbioma infantil e adulto, participa no metabolismo de lipidos e glacidos e ativa
algumas citocinas e recetores de células imunes; Kineothrix alysoides, um

importante produtor de butirato intestinal e Clostridium bolteae.

A anélise do core microbiome permitiu a identificacdo de trés espécies particularmente

notaveis segundo a literatura, encontradas somente nas ninhadas expostas a AFB1 e que

ttm uma enorme potencialidade inflamatoria no microambiente intestinal fetal,
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nomeadamente, Desulfovibrio piger, Bilophila wadsworthia e Bacteroides thetaiotaomicron.
As duas primeiras sdo espécies bacterianas redutoras de sulfato, cuja principal funcéo
prejudicial para o intestino se prende com a formacao de sulfureto de hidrogenio e na inibicao
da oxidacdo do butirato - a fonte de energia preferencial para os colondcitos; B.
thetaiotaomicron que pode contribuir para a inflamag&o do intestino através da sua atividade
sialidase e sulfatase, bem como contribuir para a progressdo da inflamagcdo mediada por
microrganismos entéricos, mais especificamente, Escherichia coli enterohemorragica e

Citrobacter rodentium.

Exclusivamente nas ninhadas controlo foi identificada uma espécie totalmente

inofensiva, probidtica e sem qualquer potencial de causar inflamacdo, Bacteroides
xylanisolvens; Anaerostipes caccae, essencial para produzir butirato e para estabelecer
relacfes de sintrofia com outros microrganismos, de maneira a promover a sadde intestinal;
Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophilia e Peptococcus niger, que tanto podem ter
funcBes benéficas no hospedeiro, como provocar sindrome diarreica e emética, inibicao e
supressdao da imunidade e contribuir para o metabolismo das bactérias sulfidogénicas

intestinais, respetivamente.

Desta forma, de acordo com o padrdo do microbioma animal infantil identificado nas
ninhadas estudadas, verificam-se algumas alteracdes significativas a nivel intestinal e

comprova-se que podem existir possiveis consequéncias graves da exposicdo materna

precoce a AFB1 no microbioma do feto, o que provavelmente se traduzird no aparecimento
de diversas patologias mais tarde na vida, como a obesidade, diabetes, alergias alimentares,
imunodeficiéncias etc., mas, essencialmente, doencas inflamatorias intestinais. A alteracao
do microbioma do intestino induzida por esta micotoxina - nomeadamente o aumento de
espécies potencialmente patogénicas e reducdo da abundéncia de espécies promotoras da
homeostase intestinal - conduz principalmente: (i) a0 aumento da permeabilidade intestinal,
e, consequentemente, comprometimento da integridade da barreira com a entrada indesejada
de microrganismos patogénicos e xenobidticos; (ii) a apoptose celular bem como
suscetibilidade a infecBes entéricas; (iii) a0 aumento da expressdo de genes envolvidos na

promoc¢do da inflamacdo e invasdo de microrganismos indesejaveis; (iv) a diminuigdo da
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capacidade de reparacgdo intestinal; (v) & reducdo da producdo de SCFAs e da viabilidade
celular; (vi) & diminuicdo da producdo de muco; (vii) ao aumento da probabilidade de
surgirem patologias graves mais tarde na vida, sobretudo DllIs e alergias alimentares (Broom,
2015).

Relativamente as possiveis consequéncias ao nivel do sistema imunoldgico, a

imunossupressao causada pela AFB1 tem sido demonstrada, desde 1960, em varias espécies
pecudrias e também em animais utilizados para fins experimentais, sendo considerado um
dos agentes imunotdxicos mais estudados (Jolly et al., 2008). Na presente investigacdo, a
exposicdo materna a micotoxina pode ter tido, de facto, impacto negativo no sistema
imunoldgico intestinal dos ratinhos descendentes, particularmente, por ter provocado: (i) a
diminuicdo de espécies bacterianas que promovem tolerancia e maturacdo imunolégica no
intestino dos ratos e que aumentam a producdo de imunoglobulinas cruciais para as respostas
imunes do hospedeiro; (ii) diminuicdo de espécies bacterianas que tinham potencial anti
tumoral, mas também o aumento de outras com possiveis papéis carcinogénicos intestinais,
0 que pode facilmente comprometer 0 bom funcionamento do sistema imunoldgico; (iii) o
aumento de microrganismos que estimulam a resposta imune por libertacdo de citocinas pré-
inflamatorias (IL-6, IFN-y, TNF-a etc.), diminuindo igualmente a autoimunidade das células
imunes do limen intestinal; (iv) a reducdo da producéo de citocinas anti inflamatorias, como
a IL-10, pela microbiota; (v) diminuicdo de espécies com atividade imunomoduladora, que
estimulam mecanismos imunes adaptativos, contribuem para atenuar a inflamacdo e

estabilizam a composic¢ao da microbiota intestinal.

Mesmo com todas as limitacGes que cabe a cada uma das plataformas de sequenciacédo
massiva utilizadas, estas permitiram a determinacao rapida, precisa e eficiente da diversidade
microbiana ao nivel do filo, género e espécie, conforme demonstrado pelo sucesso na

determinacdo da composi¢do do microbioma das fezes de ratinho.

No entanto, atualmente, identificar a causalidade do microbioma humano é desafiador
e estudado, em grande parte, através de modelos animais, por isso, é necessario cautela ao
“extrapolar” todos os resultados obtidos em ratinhos para 0s seres humanos, uma vez que oS

estudos ja realizados indicam que, apesar de haver semelhancas, o0 microbioma dos ratos e

147



dos humanos compartilham apenas uma pequena fracdo de informacBes metagendmicas
comuns (Tierney et al., 2020); portanto, continuam a ser indispensaveis mais estudos para
comprovar todas as conclusbes que nos sugerem os resultados desta investigacéo,
principalmente em humanos. Para além disso, fatores como a idade dos animais e a dose de
micotoxina administrada também influenciam o estudo e, igualmente, embora as fezes sejam
amostras féaceis de recolher, os resultados obtidos da sua andlise nem sempre sao
representativos dos efeitos que ocorrem nos diferentes segmentos do intestino (Guerre,
2020).

Creio que, hoje em dia, 0 estudo do microbioma intestinal € tdo ou mais importante
que, por exemplo, o estudo da historia familiar genética na discriminacdo de doencas
complexas humanas, incluindo as doencas inflamatorias intestinais; e porque o0s
microrganismos que residem no nosso microbioma intestinal podem, na realidade, funcionar
como “preditores” dessas doencas cronicas, € imprescindivel, futuramente, que sejam
incentivadas, com frequéncia, as analises fecais precoces, tanto da mde como do bebé - quer
durante a gravidez ou no pés-parto - de forma a ser detetada qualquer alteracdo que possa

prever patologias intestinais (Tierney et al., 2020).

Sdo ainda necessarios muitos estudos para compreender o impacto real que a interacao
precoce das micotoxinas com o microbioma intestinal na gravidez pode ter na vida do feto,
e inclusive ainda sdo bastante limitados os dados sobre os efeitos imunotdxicos das
aflatoxinas em humanos que sdo cronicamente expostos a ela na dieta, no entanto, espero que
esta investigacdo tenha constituido uma mais valia na compreensdo desta temaética e que

possa abrir caminho para novas investigacdes e novas abordagens relativamente ao assunto.
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