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Microbioma Intestinal

Material genético: bactérias, virus, fungos e protozodrios
Evolucdo com hospedeiro
e Digestdo e nutricédo
 Detoxificacdo e defesa do corpo
« Maturacdo do sistema imune do hospedeiro
» Mediacdo de doencas
Diversidade — Milhdes genes
« Formicutes x Bacteroidetes
Implicac®es especificas em doencas e populacdes

e DM tipo 2 chineses x europeus



Categoria microbioma

e 3 generos de Enterotipos
e Bactriodes
* Prevotella
* Ruminococcus

Autéctone — “residentes”
Alb6bctone — “passageiros”
« Avaliacdo da progressdo da cirrose

Fatores de modificacé&o:

* Dieta do hospedeiro
e Alcool

e Filogenia
e Jlocos DII



Produtos dos microorganismos

LPS (Lipopolissacarideos)

» Produto das bacterias Gram negativas

e Transportados pelos quilomicrons

e Forte estimulador da resposta imune inata

e Indicador de sobrevivéncia em didlise peritoneal

e Estudo LPS e PCR preditor negativo de taxa de sobrevida

TMA (trimetilamina)
e Oxidacdo forma a TMA N- oxido (TMAO)

e Influéncia na morbidade dos pacientes
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Conclusodes

Genética molecular

Procedimentos de alto rendimento

Bioinformatica

Intervencdes na modificacdo e personalizacdo da dieta e

controle de riscos

» Reducdo do custo do sequenciamento, com maior monitoramento
de genoma personalizado, transcriptoma e microbioma no futuro

proxX1mo



Annual Review of Food Science and Technology

Recent Past, Present,

and Future of the Food
Microbiome

Francesca De Filippis,'” Fugenio Parente,’
and Danilo Ercolini'~



Passado recente, presente e futuro do microbioma
alimentar

e Alimento x Microbioma (qualidade e seguranca)
» Propriedades reolégicas e organolépticas dos alimentos
e Microbiologia Tradicional
« N&o reproduz fatores e condicdes de crescimento do habitat
natural / Subestima a diversidade

e Técnicas recentes

« Técnicas independentes do cultivo (Extrac&o do DNA do alimento)
« Eletroforese por gel gradiente de desnaturacdo e de temperatura
e gPCR em tempo real

« Tecnologia de Sequenciamento de alto rendimento (HTS)



Sequenciamento de alto rendimento (HTS)

 Alta sensibilidade 5,000
 Importante no estudo de
ecosistemas 60001 i

 Potencial deteccdo quantitativa
4,000

da estrutura de comunidades

microbianas 2,000

World of Science database hits

e Custo menor que o sequenciamento

Sanger 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Year
e 2008-2016 — 4x mais publicacdes
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Estudos ecolégicos sobre microbiota dos

alimentos
HTS

« Usado na caracterizacdo da microbiota envolvida na fabricac&o e

maturacdo de varios alimentos tradicionais fermentados

Metagendémica
« Informacdes sobre producdo dos metabdlitos para as propriedades do

produto final
« Informacdes sobre atividades microbianas envolvidas na producéo
dos alimentos

e Ajuda a entender atividades potenciais da comunidade microbiana



Rastreando rotas de contaminacao e monitorando
deterioracdo alimentar

~\ Processing
> environment



Seguranca Alimentar

e Exames de comparacdo de genoma / deteccdo de polimorfismo do
nucleotideo — alto poder discrimatédrio de separar os surto em
grupos epidemiolégicos  (listeriose, infeccdes L. coli,
Salmonelose, enterite por Campilobacter, vibriose e infeccdes
por norvirus)

e Genomas de microorganismos disponiveis — 1importantes fontes
de pesquisa de origem geografica ou fonte alimentar de um
patdogeno, durante ou depois de surtos

e Monitorar a difusdo de patdgenos oriundos de alimentos e
genes de resistencia a antibidticos



Microbioma Alimentar, Bioinformatica e analise

de dados
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Problemas e limitacdes

Preconceitos associado ao procedimento usado para extracdo do DNA

A categorizacadao taxondmica de leituras metagendmicas pode produzir
resultados mais confidveis

Algumas técnicas tem uso ainda limitado devido a auséncia de bases
de dados com cobertura suficiente

Bioinformatica e anadlise de dados sdo cruciais, diferentes
softwares, parametros empregados e banco de dados de referéncia

utilizado pode influenciar fortemente os resultados finais



Passos Futuros

e Oportunidades de compartilhar dados e formar grandes bancos
disponiveis para servico publico, universidades, empresas,
laboratoérios

e Conséreios microbianos em ambientes alimentares, aumentando a
compreensdo de como explorar recursos microbianos inestimaveis
para garantir a eficiéncia do processo, a qualidade e
seguranca alimentar
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Microbiota Humana

Microbiota humana normal MlCROBlOTA

INTESTINAL

Staphylococeus aureus BienComer
S. eprdermidis .
Branhamella catarhalis ~ Orofaringe
Haemophilus sp. Laringe
Streptococcus pneumoniae
Corynebacterium sp.
Pulmao
Figado
Vesicula biliar
Lactobacilos Reto
Enterococos Vagina
Coninebacténas
Candida albicans

Anaerébios




Microbioma Humano

Metabolismo
Sistema Imune
Sistema de defesa

O O O O

Satide Humana

o Funcdes cognitivas e comportamentais

o Papel importante: evolucdo do cérebro humano



Microbiota Intestinal

(e.g. Systemic Inflammation)
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Microbiota Intestinal
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Microbiota intestinal e influéncias ambientais

[ dieta ]
Localizagédo Estilo de
Geogréfica vida

Exercicio
[ Idade ] [ fisico ]
‘ antibiéticos |




Consumo de fibras X Sociedades Industrializadas

] diversidade do
microbioma (cepas

fermentadoras)

1 Consumo de
fibras

1 DCNT: obesidade, DIT,
CA colorretal e alergias




Microbiota intestinal X Fatores Geograficos e
étnicos

Vilarejo rural (Africa):
- 1 Bacteroidetes e Firmicutes -

—_— 1Prevotella / \
-1 AGCC i
© Utilizagzo das fib Regides
- - T Utilizacao 1as fibras industrializadas e
- Protecao contra inflamacoes e ndo industrializadas:
— doencas nao infecciosas
| 8 Diversidade
n c bacteriana
T
O .
- Industrializacdo =
S laquisicédo e fperda
S de microorganismos
intestinais
\____/ Cidade Industrializada (Italia) especificos

o J




Estudo mostra que o impacto da
alimentacao na microbiota pode passar

geracoes

Generation 1

Transfer to
nigh-fibre diet

Il




Consumo de fibras X Sociedades Industrializadas

Dieta pobre em
fibras

— Ndo é recuperavel apds reintroducao de fibras na dieta

--

{ — Perda progressiva da diversidade dos microorganismos




Nutrientes e Microbiota

Absorcdo no ID

17% PTN, 2%
amido digestivel
e b% gordura

Célon

e Amido resistente,
FOS, GOS

« Bactérias
generalistas
(Bacteroidetes) -
degradar
polissacarideos

e Bactérias
especialistas
(Firmicutes) ->
carboidratos
selecionados




Nutrientes e Microbiota

e Bifidobacterium —=>principais bactérias
no metabolismo dos CHO " Fonte de energia, )
e Probiéticos . l”fglﬂ_a fun@@e;
. 1mun 1 , produca
e Producdo de AGCC - acetato, propionato OdoghcaSA prodicac
e butirato ¢ MOTHOnLos
. > intestinais e
. %2§$2E%agai succinato: produtos da \_integridade epitelial

Vitamina

5 . B12 :
Conversao do Succinato > propionato




Nutrientes e Microbiota

Lactobacilos +
dieta rica em
triptofano

4 a 10g de peptideos ndo digeriveis
chegam no IG

« Bactérias >proteases (Lactobacilos) Células T CDA+ >
e Dietas ricas em proteinas > Células T
1biossintese de vitaminas, degradacao imunorreguladoras
de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos

1Tolerancia a
antigenos
alimentares



Nutrientes e Microbiota — gordura

.

e Bacterioides, « Bifidobacterias,
Turicibacter e LLactobacilos,
Bilophila Streptococus e
Akkermansia
) _J
e )
— Melhora do metabolismo
inflamatério
— Melhora da obesidade
1\ _J




Nutrientes e Microbiota — gordura

Gord.
e Lactobacilos Saturada
e Bifidobactérias
o 1 H,S
e Efeito nocivo
sobre
colonécitos

w3
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Nutrientes e Microbiota

Polifendis

e« Catequinas, flavondides,
antocianinas, acidos fendélicos

e« Frutas, sementes, legumes, chéa

e Modulac&o microbiota

intestinal
“"Roma > acido elagico
(bactérias >

urolitinas)
|Envelhecimento/

________________________

- —— - ——

________________________

Soja = daidzina
(bactérias = equol)
Melhora dos sintomas

da Menopausa, |CA

prostata, ...

________________________



Nutrientes e Microbiota

e Vitaminas e antioxidantes = efeitos
moduladores na microbiota intestinal

« Riboflavina: reducdo de E. coli Aditivos
(melhora do estado redox) alimentares
e Vitamina A, C, E e magnésio

e Adocantes

e Sacarina =
| lactobacilos

(modificacdes da microbiota)




1Permeabilidade
intestinal e

Tipo de dieta =
culturas de

inflamacao bactérias no
\\\\\N intestino
W3 = tlactobacilos
Doencas
auto—
1munes
AGCC = / Clostridium => \
tinflamacdo e obesidade e doencas
metabdlicas

1sensibilidade a
insulina Bifidobactérias =

k fendtipos favoraveis j




Desnutricdo e transtornos alimentares (TA)

; Nutrientes

| sistema imune

e efeito da microbiota
influenciando o) estado
nutricional na desnutrigcdo e Redugao na microbiota

de patogénicas

TA é& similar ao que acontece

na obesidade em que a
microbiota estimula o reganho
de peso mais rapido

Menor producao de
AGCC



Doencas inflamatorias intestinais

=
=

Dieta rica em

émega—3 e com

pouco omega—6
melhoram




Modulac&o da microbiota pela alimentacé&o

eDieta FODMAP - baseada em carboidratos de
baixa fermentacao

2  fases: 1 com exclusdo  total; 2
reintroducdo destes carboidratos

e Este excesso de restricdo pode comprometer a
microbiota e gerar uma deficiéncia de AGCC




Conclusao

Os microorgnismos componentes da microbiota s&o

capazes de se adaptar de diversas maneiras ao
ambiente oferecido pelo hospedeiro

Algumas doencas j& se relacionam com a presenca de
disbiose

O consumo de fibras reduz a producdo de
metabdlitos téxicos

Probiéticos e prebioticos protegem as bactérias
benéficas e influenciam na sautude




Genoma humano e microbioma para Nutric&o
personalizada

e Una tinica abordagem dietética
ndo é suficiente, pois h& uma S

variedade de respostas inter-— ’//ﬁéé
individuais _i_,,g._."
e A resposta para estas '

riacd r n nom .luni
variacdes pode estar no genoma L

e microbioma BOr B®




Nutricdo personalizada

e Vem aumentando os casos de obesidade, sindrome
metabdlica e esteatose hepatica ndo alcodlica
mesmo com todo esforco de desenvolvimento e
divulgacdo de estratégias nutricionais para o
tratamento e prevencdo destas comorbidades

e Tendo o genoma e o microbioma como 2 fatores
que também influenciam nestes fatores
consideram—se 1intervencdes com o 1intuito de
modular estes eventos




Figure 1
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Currant Opinion in Biotechnology

Rationally designed personalized dietary approaches determine the effects of numerous parameters on diet response (e.g. microbiome
composition, genome variability, personal lifestyle, medical metadata). Machine learing algorithms utilize these comprehensive data sets to

deliver dietary recommendations.




Nutricdo personalizada

e V4rios estudos foram realizados para o
mapeamento do genoma humano

e Mais recentemente surgiu 0 estugo da
nutrigendmica que pode relacionar o genoma com

diferentes respostas individuais a ingestdo de

nutrientes

0 tratamento para algumas doencas genéticas
relacionadas a alimentacdo ja esta
estabelecido



Nutricdo personalizada

e Para doencas em que h& influéncia
poligénica como as DCNI, cancer, DCV,

obesidade e diabetes tipo 2 tem valor
limitado o estudo da nutrigendémica

e Relaciona—se o uso da dieta do mediterrineo
a prevencdao do cancer de mama em pacientes

com polimorfismo de alguns genes
especificos



Nutricdo personalizada

e ) microbioma é composto por bactérias em numeros
similares as nossas células e com informacéao
genética superior a de nossas células

e Além de bactérias é composta também por fungos e
virus

e 0s microorganismos comensalis tem uma relaco
simbiética com o humano fornecendo—lhes muitas
funcdées essenciais



Nutricdo personalizada

e Mudancas na dieta podem modular a fisiologia do
hospedeiro através da microbiota comensal

e consumo de flavondéides pode ter diferentes
efeitos dependendo dos microorganismos que 1r&o
metabolizéa—1os

0 microbioma pode sofrer alteracdes em menos de
uma semana em resposta a dieta, como a conversdao em
flavondides favorecendo seu efeito bioldgico



Nutricdo personalizada

e Diferentes repostas 1individuais foram observadas
por avaliacdes em algoritimos para diferentes

microbiotas
A disbiose resultante do consumo de adocantes
individuais pode levar a intolerancia a glicose

e 0 microbioma também influencia no reganho de peso

e Tranferéncia de microbioma de ratos obesos para
eutréficos  levou estes a ter ganho de peso
excessivo e sindrome metabdlica



Nutricdo personalizada

e Nosso genoma herdado e nosso “segundo genoma” modulam nossa
resposta a dieta

e« Programas de an&lise de informacdes podem ser a grande
inovacado para os proximos anos

e A avaliacdo genética e de microbiota tendo em vista a

modulacdo da dieta de forma personalizada depende também da
adesdo pelo paciente

e 0 uso universal de smartphones pode ser a chave para uso de
ferramentas que propiciem o seguimento da dieta



Microbioma: Impactos do intestino humano

e Qual o papel de todos esses genes
microbianos no metabolismo de drogas? E
quais efeitos das drogas, por sua vez,
tém sobre o microbioma?

e Uma barreira chave para determinar as
respostas a estas perguntas fol a

incapacidade de identificar tipos
especificos de organismos associados a

cada individuo




Microbioma: Impactos do intestino humano

e Un fator complicador, é a questdao da
causalidade: muitas drogas, variando do
6bvio, antibidticos, e metformina afetam
0 microbioma drasticamente, entdo
separar causa e efeito pode ser dificil

e Talvez seja mais til ©pensar no
microbioma como um sistema dindmico que
afeta como as drogas sdao metabolizadas;

e esses produtos do metabolismo, por sua
vez podem mudar o microbioma




Microbioma: Impactos do intestino humano

Partes diferentes do corpo humano
(boca, pele, vias aéreas e trato

urogenital...) tém microbiomas

distintos do microbioma intestinal,
mas o intestino tem sido mais estudado
em termos de resposta a drogas, em
parte porque contém de longe a maior
biomassa microbiana do corpo humano e,
portanto, a maior capacidade de
metabolismo de drogas




DIVERSIDADE DO MICROBIOMA HUMANO
E FASES DA VIDA

Existem muito poucos humanos livres de
germes. 0Os 1individuos sao colonizados por

microorganismos diferentes e muitos s&o os
fatores que afetam o microbioma

Diferentes locais no corpo humano hospedam
comunidades microbianas altamente distintas




DIVERSIDADE DO MICROBIOMA HUMANO
E FASES DA VIDA

O microbioma muda drasticamente ao longo do  TGI, com populacdes
distintas na via oral, eséfago, estémago e 1intestinos delgado e

groSsso
e (Os géneros mais abundantes na cavidade oral incluem Actinomyces,

Streptococcus, Neisseria e Veillonella, enquanto a garganta e estdmago
sdao dominados por espécies de Streptococcus e Prevotella

* No estémago, aproximadamente metade dos individuos s&do colonizados
por Helicobacter pylori, que domina o microbioma g&strico nessas

pessoas
e O 1intestino delgado abriga organismos especializados em digerir
carboidratos simples e é frequentemente dominado por géneros como o

Peptostreptococcus, que sdo raros no intestino grosso. A maior parte
do microbioma e metabolismo microbiano estd no intestino grosso



DIVERSIDADE DO MICROBIOMA HUMANO
E FASES DA VIDA

°
O QUEINTERFERE NO EQUIL{BRIO DA MICROBIOTA?

Allmﬂmi’m Antibioticos
\Z@ ¢ outros Germfree
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Drogas que funcionam em uma populacdo humana
podem falhar por razdes desconhecidas em outras
populacdes, embora as razdes para 1sso sejam

muitas vezes obscuras
De fato, diferentes populacdes humanas tém

marcadamente microbiomas diferentes, que em
grande parte se acredita estarem ligados & dietas
ricas em acucar e grdos para Bacteroides

Estas  tendéncias tém sido observadas na
populacdo dos EUA e entre EUA, América do Sul e
Africa. No entanto, a dieta n&o pode ser o tnico

impul sionador




DIVERSIDADE DO MICROBIOMA HUMANO
E FASES DA VIDA

® Mesmo com centenas de individuos,

ainda ndo é possivel determinar os
fatores na populacdo que sdo mais
importantes na  estruturacdo  do
microbioma intestinal de adultos,
porque a dieta, drogas, a genética do
hospedeiro e outros fatores variam
entre as populacdes em maneiras
complexas

O QUE INTERFERE NO EQUILIBRIO DA MICROBIOTA?

Alimentagio Antibioticos
Ve, ¢ outros Germfree
% L % ‘
Sedentarismo - .

.
‘e,
-
‘oo

Alteragioda | «esvvreettt
ﬁ ..... \ffffij ..... _—
3] so® o* ‘e . ¢
Alcool ﬂ) & .- ; I




Varios estudos de base populacional examinam muitas variaveis
que moldam os microbiomas dentro das populacdes. Drogas,
especialmente antibidéticos, mas  também metformina e
inibidores da bomba de protons, tém um efeito
surpreendentemente grande no microbioma
Dieta a longo prazo tem um grande efeito, especialmente no
equilibrio de carboidratos e proteinas
Idade e estacdo tém grandes efeitos, embora ndo se saiba se
estes sdo mediados em parte pela dieta

Muitos outros fatores: sexo, indice de massa corporal (IMC),
qualidade do sono, exercicio, dentre outros.



et
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e Microorganismos do intestino afetam a
eficdcia ou a toxicidade de drogas e

especificas ,

 Os antiinflamatoérios ndo—esteroidais
(AINEs) s&o usados para o alivio da dor em P
muitas condigdes. Varios estudos AN o /

demonstraram que o uso de AINEs esté J

associado a danos no intestino delgado no
momento da administracao




e« Estudar o metabolismo da drogas pela microbiota intestinal e pelo
hospedeiro humano é complicado, pois a variabilidade interindividual

na genética humana, dieta e outros fatores clinicos interferem
diretamente

e A dieta pode modificar o microbioma intestinal e a expressdo génica
do hospedeiro e, assim, influenciar a epigenética associadas a
doencas; tais alteracdes afetam a expressdao do gene hospedeiro

A nutricdo contribui significativamente para o microbioma intestinal

e o microbioma intestinal desempenha um papel importante no
metabolismo humano



DIVERSIDADE DO MICROBIOMA HUMANO
E FASES DA VIDA

e Por exemplo, uma dieta a base de carne é associados a niveis mais
altos de conjugacdo de taurina com &acidos biliares e producao de
hidrogénio no intestino, que pode levar ao cancer de cé6lon

e Uma alta ingestdo de gorduras saturadas leva a uma maior abund&ncia de
clusters de Clostridium XI / XIVa e de bactérias redutoras de sulfato
ou sulfito, que estdo associadas ao aumento dos &cidos biliares
secundarios produzidos pela microbiota

e Similarmente, o microbioma intestinal pode contribuir para a obesidade
e diabetes tipo 2 porque o metabolismo de lipidios e glicose é
regulado por &cidos biliares secunddrios no intestino



PERSPECTIVA

e Avancos recentes demonstraram que a transicdo de uma dieta do
individuo entre pao branco industrial e pao integral de fermento
integral resultou em pequenas mudancas no microbioma e as respostas
glicémicas que diferiam individualmente.

e Fsses experimentos, que poderiam ser aplicados igualmente bem as
respostas de drogas, sdo exemplos importantes das possibilidades da

capacidade ainda incipiente de personalizar os tratamentos com base

nao sH na abordagem unidimensional tradicional (dados
antropométricos), mas na modelagem do corpo com abordagem integrativa
holistica




Interacdes microbiota—satde em pessoas idosas

e 0 envelhecimento bioldégico é um

processo multifatorial envolvendo
maltiplos mecanismos e resultados, e

abrangendo quase todas as estruturas
e processos fisioldégicos

e Independentemente dessas
consideracdes globais, quanto ao
porqué néds envelhecemos, 0
envelhecimento em uma base

individual ¢é marcado por declinio
fisioldgico e acumulo de morbidade



Interacdées microbiota—satde em pessoas idosas

e Foi feito a andlise da microbiota de idosos

(mais comumente definidos como pessoas com
mais de 65 anos de idade). A motivacdo da

pesquisa foi um desejo de determinar se as
numerosas mudancas fisioldgicas que

acompanham 0 envelhecimento, incluindo
denticdo alterada, reducdo da producdo de
saliva, perda de paladar e alteracédo
intestinal, podem 1impactar na microbiota

intestinal de idosos
e Além disso, 0S idosos experimentam

persistentes ativacdo do sistema imune inato,

que interagem com o microbioma




Interacdées microbiota—satde em pessoas idosas

A anilise da ingestdo alimentar habitual
indicou que o enterdtipo de Bacteroides
foi associado com alta 1ingestdao de
proteina e gordura animal, enquanto o

enterotipo Prevotella foi associado com
maior ingestdo de carboidratos

Lytic vs Lysogenic Cycles

Lytie Cyele Lyzogenic Gyele
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Interagdes microbiota—satide em pessoas idosas

A descoberta mais notavel foi que a microbiota difere em relacdo os sujeitos de habitacao
comunitdria versus aqueles em cuidados residenciais a longo prazo

Interacdo microbiota—dieta como determinante de envelhecimento saudavel é bastante
relevante. A expectativa de vida global estd aumentando e como individuos idosos tornar-—se
uma proporcdo maior da populacdo, a necessidade do entendimento do processo de
envelhecimento se torna ainda mais importante

Isto também é verdade para o microbioma intestinal humano que é o filtro pelo qual a
nutricdo deve passar antes de ser apresentado ao hospedeiro eucaridtico

O microbioma intestinal humano muda os componentes da dieta de varias formas. Pode aumentar
a energia na dieta, facilita a absorc&o de minerais através de a regulacdo do pH do luamen
intestinal, pode regular o apetite e metabolismo, e também pode aumentar o valor nutricional
da dieta através da geracdo de uma gama de vitamina B e aumenta a biodisponibilidade da

vitamina K
A perda de diversidade estd associada a uma diminuicdo da quantidade e diversidade de

alimentos vegetais consumidos. Metodologias potenciais para evitar esta perda de diversidade
podem incluem intervencdes dietéticas, como o aumento da variedade de alimentos & base de
vegetalis ou adesdo a padrdes alimentares estabelecidos incluindo a dieta mediterranea,
paleolitica ou dietas de baixo valor calérico



