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Resumo

A esclerose mdltipla é uma doencga neuroldgica crénica cuja etiopatogenia per-
manece parcialmente desconhecida. Os conhecimentos atuais suportam que é uma
doenca de natureza autoimune na qual fatores genéticos e ambientais contribuem
e interagem para o seu aparecimento e evolugcdo. Recentemente, o microbioma
intestinal, particularmente a sua perturbacéo (disbiose intestinal) tem surgido na
literatura cientifica como potencial fator envolvido no inicio e evolugéo da esclerose
multipla. Neste artigo de revisdo, compilamos o conhecimento sobre as caracteristi-
cas do microbioma intestinal de doentes com esclerose miltipla e as relagdes entre
o padrdo de disbiose intestinal e caracteristicas clinicas e tratamentos modificadores
de doenga, com base numa pesquisa alargada na base de dados PubMed de artigos
originais publicados entre 2010 e 2020.

A composigao global do microbioma intestinal dos doentes com esclerose miltipla
nao difere de individuos saudaveis. No entanto identificam-se modificagcdes na abun-
dancia relativa de alguns grupos taxonémicos, com tendéncia para uma maior repre-
sentacdo de microrganismos associados a atividade proé-inflamatéria e reducédo de
grupos bacterianos com atividade anti-inflamatéria. Observam-se, ainda, diferencas
no microbioma intestinal entre subgrupos de doentes, categorizados por atividade ou
gravidade de doenca, havendo dados na literatura a sugerir que o tratamento modi-
ficador de doenca pode atenuar estas diferencas. Concluimos que os estudos confir-
mam a presenca de disbiose intestinal nos doentes com esclerose multipla, ndo sendo
ainda possivel definir um padrdo de disbiose caracteristico da doenca, nem uma rela-
¢8o de causalidade. O aumento da dimensdo das amostras de doentes estudados e a
realizacdo de estudos longitudinais sdo indispensaveis para uma melhor compreensao
do papel da disbiose intestinal no aparecimento e evolugdo da esclerose mdltipla.

Abstract

Multiple sclerosis is a chronic neurological disease whose etiopathogenesis remains
partially unknown. Current knowledge supports that it is an autoimmune disease in
which genetic and environmental factors contribute and interact for its appearance
and evolution. Recently, the gut microbiome, particularly its disturbance (gut dysbio-
sis) has emerged as a potential predisposing factor for the development and progres-
sion of multiple sclerosis. In this review article we summarize what is currently known
about the composition of the gut microbiome in multiple sclerosis patients and the
relationships between gut dysbiosis and the different stages and courses of the dis-
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ease and disease modifying therapies, based on an extensive research in the PubMed
database of original articles published between 2010 and 2020.

The global composition of the gut microbiome of multiple sclerosis patients does
not differ from healthy individuals. However, there are modifications in the relative
abundance of some taxonomic groups, with a tendency for greater representation
of microorganisms associated with pro-inflammatory activity and reduction of certain
anti-inflammatory bacteria. Moreover, we recognise differences in the gut microbiome
between subgroups of patients, categorized by disease activity and severity, and there
are data suggesting that disease-modifying therapies can mitigate these differences.
We conclude that studies confirm the presence of gut dysbiosis in multiple sclerosis
patients, although it is not yet possible to define a pattern of dysbiosis characteristic
of the disease, or a causal relationship. The increase in sample size and the design of
longitudinal studies are of greatest importance for the better understanding of the
role of gut dysbiosis in multiple sclerosis development and progression.

Introducao

A esclerose multipla (EM) é uma doenga neurolégica
crénica, de natureza autoimune, que afeta aproxima-
damente 2,2 milhdes de pessoas pelo mundo,' carac-
terizada por inflamagao e processos neurodegenerati-
vos do sistema nervoso central (SNC).2 Para além de
clinicamente heterogénea,® é uma doenca complexa, de
etiopatogénese ainda desconhecida mas que se pensa
ser mediada por células T autorreativas,* particular-
mente linfécitos T helper 17 (THI17) e T helper | (THI),
também com algum papel de linfécitos B,2® sendo esta
desregulacdo desencadeada por interacdes entre fa-
tores genéticos, epigenéticos e ambientais.>*® Varios
fatores ambientais foram estudados como possiveis
desencadeadores da doenca num individuo genetica-
mente suscetivel, caso dos doentes com haplétipo HLA
DRBI#15:01.58 Por exemplo, niveis baixos de vitamina
D, particularmente em idades precoces,’ infecio por
virus Epstein-Barr, tabagismo e obesidade na adolescén-
cia sao considerados fatores de risco para o desenvolvi-
mento de EM.>”7 Recentemente, o microbioma intestinal
foi apontado como outro fator ambiental de suscetibili-
dade para EM.5%8

Nos humanos, o trato gastrointestinal é colonizado
por uma comunidade composta por bilides de micror-
ganismos (predominantemente bactérias’, mas também
constituido por virus, protozoarios, fungos e Archaea)'®
- o microbiota intestinal.”'" Num individuo adulto sau-
davel, o microbiota intestinal é relativamente estével
e dominado pelos filos bacterianos Firmicutes e Bac-
teroidetes, com menor contribuicio de Actinobacteria,

Proteobacteria e Verrucomicrobia.'* O reportério gené-
tico do microbiota intestinal (microbioma intestinal) é
cento e cinquenta vezes mais numeroso que o genoma
humano e desempenha fungbes essenciais a homeosta-
sia do organismo humano, influenciando mdltiplas vias
fisiolégicas.”'" Esta interacio microbioma-hospedeiro é
bidirecional, pelo que nao sé o microbioma influencia a
sade humana, como o ambiente do hospedeiro pode
modificar a composicao do microbioma.'" A comunica-
cdo entre o microbioma intestinal e o SNC parece ser
particularmente relevante, tendo o termo “eixo intes-
tino-encéfalo” surgido na literatura devido aos avancos
no estudo dos mecanismos fisiopatolégicos que expli-
cam a capacidade do microbioma intestinal de modular
o desenvolvimento e homeostasia do SNC e, por sua
vez, a capacidade do ambiente do SNC interferir com a
constituicio do microbioma intestinal.®'!3

Tendo em conta a sua relevancia para a saide, tem-se
vindo a estudar o papel da perturbacdo desse ecossis-
tema (disbiose intestinal) como possivel desencadeador
de doenca. Existem estudos que suportam o papel da
disbiose intestinal em diferentes patologias, como na
doenca inflamatdria intestinal, obesidade, diabetes melli-
tus, asma e artrite reumatéide.”'' Recentemente, surgiu
também alguma evidéncia do papel do microbioma in-
testinal em doencas neurodegenerativas, como Parkin-
son'' e Alzheimer, e doengas neurolégicas imunomedia-
das, como a EM.?

O possivel papel do microbioma intestinal na pato-
fisiologia da EM, e de outras doencas imunomediadas,

tem como base estudos realizados no modelo animal
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de EM, encefalomielite autoimune experimental (EAE),’
nos quais se verificou uma maior resisténcia a inducao
de EAE em animais desprovidos de colonizacdo intes-
tinal, reversivel pela transferéncia de microbioma co-
mensal.'*'* Recentemente tém-se publicado estudos
que evidenciam diferengas na composicao do microbio-
ma intestinal em doentes com EM comparativamente a
controlos saudaveis e descrevem possiveis relagcoes en-
tre disbiose intestinal e a patofisiologia da doenca.

A presente revisao bibliografica tem como objetivo
descrever o conhecimento atual sobre as caracteristicas
do microbioma intestinal de doentes com EM, particu-
larmente o que o diferencia do microbioma intestinal
de individuos saudaveis. Pretendemos, ainda, compilar a
informacao existente sobre as relagbes entre o padrao
de disbiose intestinal e diferentes fases ou cursos de do-
enca, bem como os efeitos dos diferentes tratamentos
modificadores de doenca no microbioma intestinal. Por
ultimo, discutimos os mecanismos que poderao explicar

o papel da disbiose intestinal na etiopatofisiologia da EM.

Metodologia

Procedeu-se a uma pesquisa alargada na base de
dados PubMed através da conjugacao dos termos “dys-
biosis”, “gut dysbiosis”, “intestinal dysbiosis”, “intestinal
microbiome”, “gut microbiome”, “gut microbiota”, “in-
testinal microbiota” AND “multiple sclerosis”. Foram
considerados como critérios de inclusao artigos origi-
nais que comparam o microbioma intestinal de doentes
com EM e a populagao saudavel ou entre subgrupos de
doentes com EM (divididos por subtipo de doenca ou

regime de tratamento) publicados entre 2010 e 2020,

e de exclusdo artigos escritos num idioma que nao seja

Portugués, Inglés ou Espanhol, publicagdes referentes a

microbioma nao intestinal e nao procariota (bacteriano

e Archaea), revisdes bibliograficas, revisdes sistematicas

e meta-analises. Apés uma triagem inicial com base na

leitura do titulo e abstract e exclusdo de publicagdes re-
petidas, selecionamos vinte e um artigos, trés dos quais
foram posteriormente excluidos, apés leitura integral do
artigo, por nao cumprirem os critérios de inclusao pré-

-definidos. Foram também analisadas as referéncias dos

Resultados da pesquisa na base de dados PubMed:
“Dysbiosis” AND “Multiple Sclerosis” (n=88)

"Gut dysbiosis” AND “Multiple Sclerosis” (n=80)
“Intestinal dysbiosis” AND “Multiple Sclerosis” (n=43)
“Intestinal microbiome” AND “Multiple Sclerosis” (n=190)
"Gut microbiome” AND “Multiple Sclerosis” (n=234)
"Gut microbiota” AND “Multiple Sclerosis” (n=280)
“Intestinal microbiota” AND “Multiple Sclerosis” (n=218)

Y

Leitura de Titulo e Abstract:
(n=1133)

|- Artigos que ndo estdo escritos em Portugués, Inglés ou Espanhol

- Artigos sobre microbioma néo procariota (bactérias e Archaea)

Excluidos:
- Publicagbes repetidas
- Artigos publicados antes de 2010

- Artigos sobre microbioma nao intestinal

- Revisdes bibliograficas, Revisdes sistematicas e Meta-analises
(n=1112)

Leitura de artigo completo
(n=21)

\ 4

Excluidos:
- Artigos que ndo cumprem critérios de inclusdo
(n=3)

A

Artigos incluidos na

Revisdo Bibliografica
(n=18)

Figura 1. Processo de sele¢do dos artigos incluidos na presente revisdo bibliografica.
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artigos e incluida bibliografia ai encontrada que cumpris-
se os critérios de inclusao estabelecidos. Este processo
encontra-se esquematizado na Fig. 1.

Caracterizacdo do Microbioma Intestinal na
Esclerose Miuiltipla

Nos estudos incluidos nesta revisio (Tabela 1) o mi-
crobioma intestinal luminal (obtido por amostras fecais)
ou da superficie mucosa (obtido por bidpsia intestinal)
foi caracterizado utilizando técnicas de sequenciacao de
nova geracao das regides hipervariaveis do gene RNA
ribossomal (rRNA) 16S, com apenas excecdo de um,'® no
qual o microbioma intestinal foi caracterizado através da
técnica de hibridizacio in situ por fluorescéncia (FISH).

De facto, o marcador filogenético mais frequentemen-

te utilizado na sequenciacdo de genoma bacteriano e de

Archaea é o RNA ribossomal 16S,° um locus ubiquitario
constituido por regides lentamente evolutivas e, portan-
to, altamente conservadas entre procariotas, intercaladas
por nove regides rapidamente evolutivas (hipervariaveis)
especificas de cada espécie, designadas V1-V9, que per-

mitem a identificacdo de taxa individuais.”'”'®

Diversidade do microbioma intestinal

A analise do microbioma intestinal inicia-se invaria-
velmente pela avaliacdo da diversidade das amostras. A
diversidade alfa é uma medida da complexidade ecolé-
gica dentro de uma amostra, traduzindo a riqueza, ou
seja, o nimero de diferentes espécies em cada amostra,
e a uniformidade com que estas se distribuem. A diver-
sidade beta avalia a variabilidade da composicao micro-

biana entre amostras.'’

Tabela 1. Resumo dos artigos incluidos na revisdo ordenados por ano de publicagdo

Autor (data, local)

Tipo Populagédo

Caracterizacdo microbioma

Miyake et al.°
(2015, Japao)

20 EMSR

- 7 sem tratamento
Caso-controlo

40 controlos

- 9 IFNB, 4 corticoide

Amostras fecais
Sequenciacao das regides V1-V2 do
rRNA 16S (Roche 454)

Caso controlo e experimental 7 EMSR Amostras fecais
Cantarel et al.? (caracterizagdo do microbioma - 2 sem tratamento DNA mi

: . 4 < microarray do rRNA 165
(2015, EUA) intestinal apds suplementagao -5AG (PhyloChip)

com vitamina D) 8 controlos Yy P

60 EMSR Amostras fecais

Jangi et al.?2 Caso-controlo - 28 sem tratamento Sequenciagao das regides V3-V5
(2016, EUA - 18 IFNB, 14 AG (Roche 454) e V4 (lllumina MiSeq) do

43 controlos

rRNA 16S

Chen et al.®
(2016, EUA)

- 11 sem tratamento
Caso-controlo

36 controlos

31 EMSR (12 ativa, 19 remiss3o)

- 14 IFNB, 1 AG, 5 natalizumab

Amostras fecais
Sequenciagao das regides V3-V5 do
rRNA 165

Tremlett et al.?*
(2016, EUA)*

18 EMSR
Caso-controlo
17 controlos

-5 GA, 3 IFNB, 1 natalizumab, 6 corticoide

Amostras fecais
Sequenciagao da regido V4 do rRNA
16S (lllumina MiSeq)

Tremlett et al.®
(2016, EUA)*

17 EMSR
Coorte prospetivo

(7 doenca ativa, 10 em remissao)
-5 GA, 3IFNB, 1 natalizumab, é corticoide

Amostras fecais
Sequenciagdo da regido V4 do rRNA
165 (lllumina MiSeq)

Tremlett et al.*®
(2016, EUA)*

15 EMSR
Caso-controlo
9 controlos

-7 IMD, 5 corticoide

Amostras fecais
Sequenciagdo da regido V4 do rRNA
165 (lllumina MiSeq)

(2017, Italia)

Cosorich et al.®

- 0 sem tratamento
Caso controlo

17 controlos

19 EMSR (9 ativa, 10 remissdo)

-7 IFNB, 9 AG, 3 fingolimod

Bidpsia de intestino delgado
Sequenciagdo das regides V3-V5 do
rRNA 16S (Roche 454)

(2017, EUA)

Cekanaviciute et al.?®

71 EMSR
- 71 sem tratamento
71 controlos

Caso-controlo

Amostras fecais
Sequenciagdo da regido V4 do rRNA
165 (lllumina MiSeq)

Berer et al.”
(2017, Alemanha

Caso-controlo (pares de - 15 sem tratamento
) gémeos monozigéticos)

34 controlos

34 EM (3 SCI, 22 EMSR, 7 EMSP, 2 EMPP)

- 13 IFNB, 4 natalizumab, 1 AG e 1 azatioprina

Amostras fecais
Sequenciacdo das regides V3-V5 do
rRNA 16S (Roche 454)

*: estudos com populagéo pediatrica, AG: acetato de glatiramero, DMF: fumarato de dimetilo, EM: esclerose muiltipla, EMB: esclerose muiltipla benigna, EMPP:
esclerose mdltipla primaria progressiva, EMSP: esclerose muiltipla secundaria progressiva, EMSR: esclerose mdltipla curso surto-remissao, EUA: Estados Unidos
da América; FISH: hibridizacao in situ por fluorescéncia, IFN: interferdo, IMD: tratamento imunomodulador, rRNA: 4cido ribonucleico ribossomal, SCI: sindrome

clinico isolado
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Tabela 1. Resumo dos artigos incluidos na revisao ordenados por ano de publicagéo (continuacéo)

Autor (data, local)

Tipo

Populagdo

Caracterizagdo microbioma

Swidsinski et al.'®
(2017, Alemanha)

Caso-controlo e experimental
(caracterizagdo do microbioma
intestinal apds dieta cetogénica)

25 EMSR
14 controlos

Amostras fecais
FISH do RNA ribossomal

Cekanaviciute et al.*®
(2018, EUA)

Caso-controlo

- 25 sem t ratamento
24 controlos

30 EMSR .
. Amostras fecais
Cazssullo—Alvarez et Caso-controlo - 15 sem tratamento Sequenciagdo da regido V4 do rRNA
al.?® (2018, Espanha) s 'FNﬁ?b 165 (lllumina MiSeq)
controlos
25 EMSR Amostras fecais

Sequenciacdo da regido V4 do gene
16S rRNA (lllumina MiSeq)

Zeng et al.?’
(China, 2019)

Caso-controlo

34 EMSR (26 ativos, 8 remissao)

- 21 sem tratamento

- 5 azatioprina, 2 metrotrexato, 21
corticoide, 6 outros

34 neuromielite otica

34 controlos

Amostras fecais
Sequenciagdo das regides V3-V4 do
gene 165 rRNA (lllumina MiSeq)

Reynders et al.®'
(2019, Bélgica)

Caso-controlo

98 EM

(24 EMSR sem tratamento, 4 EMSR sem
tratamento e em surto, 24 EMSR sob IFN, 16
EMPP, 20 EMB)

120 controlos

Amostras fecais
Sequenciagao da regido V4 do rRNA
165 (lllumina MiSeq)

Ventura et al.®®

Caso-controlo

45 RRMS
- 45 sem tratamento
44 controlos

Amostras fecais
Sequenciagdo da regido V4 do rRNA
165 (lllumina MiSeq)

Storm-Larsen et al.*?
(2019, Noruega)

Caso-controlo e experimental
(caracterizagdo do microbioma
intestinal apds diferentes
regimes de tratamento)

34 EMSR

- 25 DMF

- 3 AG, 3 peguinterferdo B1a, 3 IFNf
165 controlos

Amostras fecais de
Sequenciacao das regides V3-V4 do
rRNA 16S (lllumina MiSeq)

Katz-Sand et al.*
(2019, EUA)

Coorte retrospetivo

168 EMSR
- 75 nao tratados

Amostras fecais
Sequenciagdo da regido V4 do rRNA

- 33 DMF, 60 AG

165 (lllumina MiSeq)

*: estudos com populagéo pediatrica, AG: acetato de glatiramero, DMF: fumarato de dimetilo, EM: esclerose miiltipla, EMB: esclerose multipla benigna, EMPP:
esclerose multipla priméaria progressiva, EMSP: esclerose miiltipla secundéria progressiva, EMSR: esclerose multipla curso surto-remissao, EUA: Estados Unidos
da América; FISH: hibridizagao in situ por fluorescéncia, IFN: interferdo, IMD: tratamento imunomodulador, rRNA: cido ribonucleico ribossomal, SCI: sindrome

clinico isolado

Quando comparada a composicao global do micro-
bioma intestinal entre doentes com esclerose mdltipla
e controlos saudaveis, nao se identificaram diferencas
estatisticamente significativas em termos de diversidade
alfa?®3 entre as duas populacdes, nem de diversidade
beta?"*?>28 na maioria dos estudos. As diferencas em
termos de microbioma intestinal tornam-se mais evi-
dentes quando analisadas ao nivel dos diferentes taxa

(filo, género e espécie).20-2326.2829.31.32

Anailise do microbioma intestinal por taxa
Filo

Estudos que compararam populagoes de doentes com
EM e individuos saudaveis constataram que o microbioma
intestinal € composto predominantemente por bactérias
dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, com contribuicao me-
nor de Actinobacteria e Proteobacteria em ambos os gru-
pos. Jangi et al*? identificam também uma pequena parce-
la de Verrucomicrobia em ambas as populacdes.

Trés artigos®*2*?® descrevem uma abundancia relativa

de Actinobacteria superior nos doentes com EM compa-
rativamente com controlos (apesar de Miyake et a/*® nao
atingir a significancia estatistica). Os restantes achados
sao menos consistentes entre autores. Por exemplo,
Tremlett et al** identificam Synergistetes e Lentisphaerae
como dois filos exclusivos de doentes pediatricos com
EM curso surto-remissao (EMSR), enquanto Castillo-
-Alvarez et al*® referem que, na sua populacio de do-
entes adultos, a abundancia relativa de Lentisphaerae era
inferior a dos controlos.

Apesar da quase totalidade do microbioma intestinal
ser bacteriano, Castillo-Alvarez et al®® e Jangi et al® re-
conhecem também uma pequena contribuicao do filo
Euryarchaeota (do dominio Archaea). No entanto, estes
contrariam-se: para Jangi et al*?> os doentes com EM
tém uma abundancia relativa superior de Euryarchaeota
relativamente a populagao saudavel enquanto Castillo-
-Alvarez et al”® descrevem este filo como diminuido na

sua populacio de doentes.
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Género e espécie

Os resultados da investigacdo em termos de género e
espécie sdo diversos e, por vezes, até discordantes (Ta-
bela 2). Na presente revisao, destacamos os achados
mais consistentes.

Dentro do filo Firmicutes, observa-se uma menor
prevaléncia de Faecalibacterium,?®*'3? Eubacterium®? e
Roseburia®®?' e maior abundéancia relativa de Ruminococ-
cus,2?83! Streptococcus?®? e Blautia®?® no microbioma
intestinal de doentes com EM comparativamente com
controlos saudaveis. Existe um estudo de Castillo-Alva-
rez et al*® em que encontraram uma maior abundéincia
de Faecalibacterium®?'32 nos doentes com EM.

Do filo Bacteroidetes, os doentes com EM apresen-
tam um decréscimo de Prevotella®26%2° (Miyake et al®
e Castillo-Alvarez et al*® concordam inclusive ao nivel

de espécie — Prevotella copri), Bacteroides*®***® e Para-

bacteroides?®?* e enriquecimento em Alistipes?®?' relati-
vamente a populacao saudavel. O estudo de Reynders et
al’' documenta elevacgio de Parabacteroides nos doentes
com EM. No entanto, os proéprios autores concluem
que esta discrepancia se pode dever a diferente consti-
tuicdo da sua populagao, que inclui doentes com outros
cursos clinicos de doenca para além de EMSR.

Quanto a Actinobacteria, os estudos reportam uma
maior abundancia relativa de Bifidobacterium nos doen-
tes com EM do que no grupo controlo.?02*2628 |3 no filo
Proteobacteria, os achados sdo bastante dispares, nao
havendo concordancia entre autores.

Jangi et al** e Cekanaviciute et al*® fazem ainda refe-
réncia a uma maior prevaléncia de Akkermansia (Akker-
mansia municiphila), do filo Verrucomicrobia, nos seus
doentes com EMSR.

Relativamente ao filo Euryarchaeota, do dominio Ar-

Tabela 2. Estudos que demonstram diferencas na composicdo do microbioma intestinal entre doentes com EM e grupo controlo ao nivel
de género (e espécie, quando identificada), estratificadas por filo

Autor

Diferencas no microbioma intestinal entre EM e controlos

Sobrerrepresentados na EM

Sub-representados na EM

Miyake et al.?°

(F) Streptococcus (S. thermophilus),
(A) Bifidobacterium, Eggerthella (E. lenta)

(F) Anaerostipes (A. hadrus), Clostridium, Coprococcus, Eubacterium (E.
rectale), Faecalibacterium (F. prausnitzzi), Lachnospira, Megamonas, Roseburia
(B) Bacteroides (B. stercoris, B. coprocola, B. coprophilus), Prevotella (P.copri)
(P) Sutterella (S. wasworthnsis)

Cantarel et al.?!

F) Ruminococcus

(F) Faecalibacterium

Jangi et al.?

Akkermansia (A. municiphila)

(B) Butyricimonas (B. synergistica)

Chen et al.®

Blautia, Dorea
Pedobacter

)
)
) Methanobrevibacter (M. smithii)
)
) Mycoplasma, Pseudomonas

(F) Lactobacillus
(B) Parabacteroides
(A) Adlercreutzia, Collinsella

Tremlett et al.?*

Catenibacterium
A) Bifidobacterium
P) Desulfovibrio

v
E
F
B
P
)

(B) Bacteroides (B. fragilis), Paraprevotella

Cekanaviciute et al.?®

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

F) Bulleidia, Megamonas, Megasphera,
Mogibacterium

(A) Actinomyces, Bifidobacterium,
Corynebacterium, Varibaculum

(P) Acinetobacter, Klebsiella

(V) Akkermansia (A. municiphila)

(F) Acidaminococcus, Bacillus, Clostridium, Phascolarctobacterium
(B) Parabacteroides (P. distasonis), Prevotella
(P) Aguamonas, Serratia

Castillo-Alvarez

(F) Anaerostipes, Blautia, Clostridium
(C. bolteae), Dialister, Faecalibacterium,

Ruminococcus EE

et al.?® | (B) Alistipes (A. onderdonkii) P
(A) Bifidobacterium (B. longum), E
Coriobacterium

(P) Sinorhizobium

) Eubacterium (Eubacterium eligens)
) Bacteroides, Prevotella (P. copri)

) Pseudomonas

) Methanobrevibacter

Zeng et al.?’

(F) Streptococcus (S. salivarius e S.
parasanguinis)

(B) Prevotella

Reynders et al.®'

(F) Anaerotruncus, Clostridium,
Lactobacillus, Ruminococcus,
Sporobacter

(B) Alistipes, Parabacteroides
A) Olsenella

(F) Butyricicoccus, Gemmiger, Roseburia

Ventura et al.*®

(A)
(E) Methanobrevibacter
(F) Clostridium

Storm-Larsen et al.*?

(F) Faecalibacterium

(F): Firmicutes, (B): Bacteroidetes, (A): Actinobacteria, (P): Proteobacteria, (V): Verrucomicrobia, (E): Euryarchaeota.
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chaea, identifica-se apenas Methanobrevibacter, conside-
rado por Jangi et al** e Reynders et al’' como sendo mais
prevalente nos doentes com EM comparativamente
com controlos saudaveis, contrariamente aos achados
de Castillo-Alvarez et al.2®

Swidzinski et al'® optam por uma abordagem dife-
rente, procedendo a uma avaliagdo quantitativa de ca-
racterizagdo de microbioma intestinal de doentes com
EMSR por FISH. O achado mais significativo foi a me-
nor concentracao do subgrupo de bactérias aos quais
denominou “bactérias essenciais” (Roseburia, Bacteroi-
des e Faecalibacterium prausnitzzi) no microbioma de
doentes com EM relativamente a populacido saudavel.
Estas bactérias foram assim denominadas por estarem
sempre presentes e contribuirem para cerca de metade
da composi¢ao do microbioma em individuos saudaveis.

Tratando-se de estudos observacionais caso-con-
trolo, estes achados sio meramente descritivos, ndo
se conseguindo estabelecer uma relacdo causa-efeito
entre disbiose intestinal e EM. No entanto, quando o
microbioma intestinal de doentes com EM e contro-
los é transplantado para modelos animais, documen-
ta-se um aumento significativo na incidéncia esponta-
nea de EAE nos ratos colonizados com microbioma
intestinal de dadores com EMSR comparativamente
com aqueles colonizados com microbioma intestinal
de controlos saudaveis.?*?” A maior incidéncia de EAE
parece acompanhar-se de uma deficiéncia na inducao
de células T reguladoras produtoras de IL-10.2¢? Pa-
rece, assim, comecar a surgir evidéncia que favorece
o papel da disbiose intestinal como causa, em vez de

consequéncia, de EM.

Microbioma intestinal e fenétipo de esclerose muiltipla

Para além das diferencas encontradas no microbioma
intestinal de grupos de doentes com EM relativamente
ao microbioma da populagao saudavel, identificam-se
variagdes no microbioma intestinal entre subgrupos de
doentes, quando categorizados por atividade ou gravi-
dade de doenca (Tabela 3). Estas diferencas observam-
-se logo ao nivel da composicao global das amostras,
em termos de diversidade alfa, encontrando-se uma
tendéncia para menor riqueza de espécies em doentes
com maior atividade de doenca.” Reynders et al,*' que
dividem a sua populagdo de doentes com EM (n=120)
em cinco subtipos consoante o fenétipo (EMSR nao tra-
tada, EMSR nao tratada e em surto, EMSR nao tratada

benigna, EMSR tratada com interferao e EM primaria
progressiva nao ativa) verificam uma menor riqueza de
espécies nos subgrupos de doenca associados a maior
inflamacao do SNC, particularmente no subgrupo de
doentes com EMSR ativa e sem tratamento.

Quando analisada a diversidade beta, Chen et al”® en-
contram também diferencas na composicio do micro-
bioma intestinal entre doentes com EMSR ativa e em re-
missao, sendo a composicao do microbioma intestinal dos
doentes em remissao mais proxima da do grupo controlo.

Cosorich et al® descrevem diferencas no microbio-
ma intestinal ao nivel de filo, nomeadamente uma maior
prevaléncia de Firmicutes e redugdao de Bacteroidetes
na EMSR na fase ativa comparativamente com doentes
em remissao, mas também de género e espécie, parti-
cularmente uma maior representacao de Streptococcus
(predominantemente Streptococcus mitis e Streptococcus
oralis) e reducao de Prevotella nos doentes com EMSR
ativa. Referem ainda que a prevaléncia de Prevotella nos
doentes com EMSR nao ativa era superior nao sé a dos
doentes na fase ativa, mas também relativamente a con-
trolos saudaveis. Estes achados sao particularmente rele-
vantes pelo facto dos autores terem analisado amostras
de microbioma recolhido a superficie da mucosa intesti-
nal, o qual, encontrando-se em maior proximidade com
o epitélio, detém um maior potencial de modulagao da
resposta imunoldgica comparativamente com os micror-
ganismos presentes no [imen intestinal, que constituem o
grosso das amostras fecais dos participantes.>

Numa populacdo de doentes pediatricos com EMSR,
Tremlett et al*® associam a deplecio de Fusobacteria a um
menor tempo até exacerbacao, referindo um risco 3 vezes
superior de surto precoce nas criangas com esta alteracao.

Reynders et al’' identificam variacdes na composicao
do microbioma intestinal entre os fenétipos de doenca,
particularmente para Butyricicoccus, Clostridium IV, Clos-
tridium XVIIl, Gemmiger, Parabacteroides, Sporobacter e
Methanobrevibacter. Descrevem ainda que a abundancia
de Butyricicoccus é inversamente proporcional ao AR-
MSS (Age-related Multiple Sclerosis Severity) score,* uma
medida da Expanded Disability Status Scale (EDSS)* cor-

rigida para a idade.

Microbioma intestinal e resposta imunolégica
A relacio entre o microbioma intestinal e padroes de
resposta inflamatéria em doentes com EM foi investiga-

da em parte dos estudos revistos utilizando, para este
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Tabela 3. Estudos que demonstram diferencas na composi¢cdo do microbioma intestinal entre subgrupos de doentes com

EM categorizados por atividade e gravidade de doenga

Autor Diferencas no microbioma intestinal entre diferentes fenétipos de EM

Chen et al.®

controlo.

Menor diversidade alfa na EMSR ativa relativamente a EMSR em remissao;
Variagdo na composi¢ao do microbioma intestinal (diversidade beta) entre de doentes com EMSR
ativa e EMSR em remissao — microbioma intestinal de EMSR em remissao assemelha-se ao do grupo

com IFN > EMSR ativa;
Reynders et al.®'

Diferencas na diversidade alfa (riqueza de espécies): EM benigna > EMSR n&o tratada > EMSR tratada

Diferencas nas abundancias relativas de Butyricicoccus, Clostridium 1V, Clostridium XVIIl, Gemmiger,
Methanobrevibacter, Parabacteroides, Sporobacter entre subgrupos;
Abundancia de Butyricicoccus inversamente relacionada com ARMSS score.

2
el i ettt populagdo pediatrica com EMSR.

Auséncia de Fusobacteria (Fusobacterium e Leptotrichia) associada a maior risco de surto precoce na

Cosorich et al.®

Maior abundancia relativa de Firmicutes, Streptococcus (S. mitis e S. oralis) e menor de Bacteroidetes e
Prevotella na EMSR ativa relativamente a EMSR em remiss&o.

EMSR: EM curso surto-remisséo, IFN: interferdo, ARMSS: age-related multiple scerosis severity

propésito, a caracterizacdo das diferentes populacoes
linfocitarias, centrais na patofisiologia da doenca.

Microrganismos sub-representados na EM

A menor abundancia de Prevotella nas populacoes
de doentes com EM foi encontrada em diversos estu-
dos. 20262829 Esta deplecdo correlaciona-se negativamen-
te com a proporcao de linfécitos THI7 no sangue peri-
férico® e com a frequéncia destes no intestino delgado®
nos doentes com EM. Segundo Cosorich et al,”> os ni-
veis de linfécitos TH 17 intestinais estao particularmente
elevados na subpopulagcao de doentes com EMSR ativa,
sendo superiores aos encontrados nos doentes com
EMSR n3o ativa e controlos saudaveis, o que, pela sua
relacao inversa, pode explicar a diminuicao de Prevotella
nos doentes com EMSR ativa nesse mesmo estudo.

A abundancia relativa de Fusobacteria (identificado
por Tremlett et al*®> como associado a maior risco de
surto precoce, quando em menor abundancia no micro-
bioma intestinal) foi positivamente relacionada com os
niveis séricos de células T reguladoras num grupo de
controlos peditricos.®

O género Parabacteroides, nomeadamente a espécie
P distasonis reportada como sub-representada em doen-
tes com EM por Cekanaviviute et al,?® parece ser capaz
de desviar o perfil de linfécitos T periféricos para um
fendtipo imunorregulador por estimular a diferenciagao
de linfécitos T CD25+, incluindo linfécitos CD25+1L-
-10+FOXP3-Trl, quando células mononucleares peri-
féricas sdo expostas aos seus extratos in vitro.%* Reyn-
ders et al’' registam, contrariamente, um aumento na
abundancia relativa de Parabacteroides na sua populagao
de doentes com EM. No entanto, os autores admitem

a possibilidade deste achado poder dever-se a inclusao
de fendtipos de EM com menor atividade inflamatéria.

Portanto, Prevotella, Fusobacteria e Parabacteroides
distasonis encontram-se sub-representados no micro-
bioma intestinal dos doentes com EM e foram asso-
ciados a fungbes anti-inflamatérias, favorecendo a di-
ferenciacdo de populacdes linfocitarias reguladoras em
detrimento de populagbes pré-inflamatérias, especifica-
mente linfécitos TH 7.

A relacdo entre a menor abundancia de outros mi-
crorganismos (Faecalibacterium, Eubacterium, Roseburia
e Bacteroides) e as populagoes linfocitarias nos doentes
EM n3o foram investigadas nos estudos revistos. No
entanto, estes microrganismos parecem igualmente de-
sempenhar fungdes anti-inflamatérias quando estudados
noutros contextos.’** Faecalibacterium, Eubacterium
e Roseburia sao bactérias produtoras de butirato per-
tencentes ao grupo IV e XIVa de Clostridia.***° Os dois
principais produtores de butirato sdo Faecalibacterium
prausnitzii e Eubacterium rectale®** (ambos encontrados
em menor abundancia nos doentes com EM no estudo
de Miyak et al*). O butirato é um acido gordo de ca-
deia curta resultante da fermentagao célica, envolvido
em processos intra e extra-intestinais importantes.3?4
De entre as suas multiplas acbes, o butirato parece
desempenhar um efeito anti-inflamatério por inibicao
do fator NF-KB, um regulador da resposta imune pré-
-inflamatéria, por sobre-expressao do recetor nucle-
ar PPARy nos enterdcitos e por inibicio da via de si-
nalizacdo do IFNYy.* A diminuicdo de Faecalibacterium
prausnitzii no microbioma intestinal foi reportada na
doenca inflamatéria intestinal.*' Do género Bacteroides,
o Bacteroides fragilis, identificado como menos prevalen-
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Tabela 4. Estudos que demonstram diferengas na composi¢do do microbioma intestinal com o tratamento modificador de

doenca.

Autor Variacdo do microbioma intestinal com tratamento modificador de doenca (EM)

Cantarel et al.”!

Diferencas na abundéancia relativa de Bacteroidaceae, Faecalibacterium, Ruminococcus,
Lactobacillaceae e Clostridium nos doentes com EM sob AG vs EM sem tratamento.

Jangi et al.22 sem tratamento

Maior abundéncia relativa de Prevotella e Sutterella nos doentes com EM sob TMD (IFNB e AG) vs EM

Reducdo de sarcina nos doentes com EM sob TMD (IFNB e AG) vs EM sem tratamento (mas abundancia
relativa de Sarcina semelhante entre grupo sem tratamento e controlo)

Cosorich et al.?®

Maior abundéancia relativa de Prevotella nos doentes tratados IFNB vs tratados com AG

Diferenca na abundancia relativa de Firmicutes, Actinobacteria e Lentisphaerae entre doentes com EM
’ sem tratamento e controlos saudaveis ndo se verifica entre doentes sob IFNB1 e saudaveis; Reducdo de
Castillo Alvarez et al® | Proteobacteria nos doentes com EM apenas permanece nos doentes sob IFNB1;

Prevotella copri diminuida nos doentes sem tratamento relativamente a grupo controlo, mas a sua
abundancia nos doentes sob IFNB1 é semelhante a do grupo controlo.

Storm-Larsen et al.*?
semanas de tratamento com DMF

Reducéo transitéria de Bifidobacterium nos doentes com EMSR tratados com DMF;
Redugdo de Bacteroidetes e enriquecimento de Firmicutes (principalmente Faecalibacterium) apés 12

Katz Sand et al.*?

Pseudomonas

Tratamento com DMF associado a diminuicdo dos géneros Varibaculum, Corynebacterium, Rothia,
Blautia, Megasphaera, Anaerococcus, Finegoldia, Peptoniphilus, Fusobacterium e Campylobacter;
Tratamento com AG associado a diminuicdo de Cloacibacterium, Roseburia, Sutterella, Aggragatibcter,
Haemophilus e aumento de Enterococcus, Acidamlnococcus, Shingobium, Enterobacter e

Tremlett et al.?*

Exposicdo a tratamento IMD explica 6,8% da variagdo do microbioma (diversidade beta);

Microbioma de doentes com EM sob tratamento IMD assemelha-se ao do grupo controlo;

Diferencas nos rate ratio de Actinobacteria, Tenericutes, Cyanobacteria e Ruminococacceae quando EM
tratados com IMD e néo tratados sdo comparados a controlos.

Berer et al.?’

Menor abundéncia de Akkermansia muniphila nos doentes com EM sob TMD vs EM sem tratamento.

AG: acetato de glatiramero; DMF: fumarato de dimetilo, EMSR: esclerose mdltipla curso surto-remissao, IFN: interferdo, IMD: imunomodula-

dor, TMD: tratamento modificador de doenca, vs: versus.

te por Tremlett et al** parece desempenhar um papel
protetor contra o desenvolvimento de EAE, atrasando
o desenvolvimento da mesma e diminuindo a sua seve-
ridade.” A acdo anti-inflamatéria do B. fragilis é mediada
pelo polissacarideo A que este produz, que favorece a
diferenciacao de células T reguladoras CD4+FOXP3+

produtoras de IL-10 em modelos animais.***3

Microrganismos sobrerrepresentados na EM

A abundancia de Streptococcus no microbioma intes-
tinal, mais elevada nos doentes com EM,*? particular-
mente naqueles com EMSR ativa,” correlaciona-se po-
sitivamente com os niveis séricos de linfécitos THI7 e
negativamente com a propor¢ao de células T regulado-
ras CD4+CD25+CD127- periféricas em doentes com
EM.?” Para além disso, parece contribuir para a menor
capacidade de diferenciacdo de células T reguladoras in
vitro identificada nos doentes com EM.26%

O Acinetobacter calcoaceticus, descrito como
mais abundante no microbioma intestinal de doentes
com EM por Cekanaviciute et al,*® parece associar-
-se a uma menor proporc¢ao de células T reguladoras
CD25+FOXP3+ e maior proporcao de linfécitos TH
produtores de IFNYy in vitro. No mesmo estudo, a Akker-

mansia municiphila estimula, de forma ainda mais acen-
tuada, a diferenciagao de linfécitos THI produtores de
IFNy. Akkermansia municiphila e Methanobrevibacter smithii
parecem correlacionar-se positivamente com a expressao
dos genes TRAF5 (com acdo pré-inflamatéria), MAPK |4
e MAPKI (envolvidos na ativacao imune tanto inata como
adaptativa)* nos linfécitos T e mondcitos de doentes com
EM e negativamente com a expressao de NFKBIA (gene
pré-apoptético).“2? Estes genes foram ja documentados
como estando sobre-expressos (TRAF5, MAPKs) e sub-
-expressos (NFKBIA) na EM.*

Assim, Streptococcus, Acinetobacter calcoaceticus,
Akkermansia municiphila e Methanobrevibacter smithii,
para além de encontrados em maior abundancia no
microbioma intestinal dos doentes com EM, parecem
desempenhar agbes proé-inflamatérias, segundo a biblio-
grafia revista.

O papel de Bifidobacterium, Rumminococcus, Blautia e
Alistipes na patofisiologia da EM é escasso. No entanto,
Bifidobacterium e Ruminococcus foram implicados nou-
tros contextos de doenca inflamatéria.***® O Bifidobac-
terium animalis, por exemplo, parece desempenhar um
papel anti-inflamatério e protetor contra EAE.** No
caso de Bifidobacterium longum, identificado por Cas-
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tillo-Alvarez et al,?® a sua acgao parece ser bidirecional e
dependente do subtipo, havendo variantes de B. longum
promotoras de uma resposta imunorreguladora por
indugdo da producao de IL-10 enquanto outras apre-
sentam um perfil pré-inflamatério mediado por IFNy e
TNFo.*” A maior abundéncia de Ruminococcus no micro-
bioma intestinal nao é exclusivo de EM, identificando-se
também noutras doencas inflamatérias, como a Doenca
de crohn, na qual Ruminococcus gnavum, especificamen-
te, produz um polissacarido que induz a produgao de

TNFa pelas células dendriticas.*

Influéncia do tratamento no microbioma intestinal

A influéncia dos tratamentos imunomoduladores e
imunossupressores no microbioma dos doentes com EM
foi investigada em diversos estudos?'?22425:27.283249 (Tabe-
la 4). Os resultados encontrados mostram que os doen-
tes tratados tém uma composicao do microbioma intesti-
nal mais préxima dos controlos saudaveis.?!22:242527.28.32:49
Por exemplo, Jangi et al** descrevem uma maior preva-
Iéncia de Prevotella na sua subpopulacao de doentes tra-
tados com Interferao 3 (IFNf) e acetato de glatiramero,
comparativamente com a subpopulagdo nao tratada, e
Cosorich et al”® encontram a mesma alteracao especifi-
camente nos doentes tratados com IFNf. Storm-Larsen
et al’* observam também um aumento progressivo da
abundancia de Faecalibacterium no microbioma intestinal
de doentes com EM durante um curso de 12 semanas
de tratamento com fumarato de dimetilo. A influéncia
dos imunomoduladores no microbioma intestinal parece
verificar-se mesmo ao nivel de filo.8:324°

Para além do tratamento imunomodulador, o perfil
do microbioma intestinal de doentes com EM parece
também modificar-se no sentido anti-inflamatério, ou
seja, assemelhar-se ao de controlos saudaveis apés su-
plementacido com probidticos,*® vitamina D?' e com a
propria dieta (dieta cetogénica,'® dieta rica em vegetais/

pobre em proteina®' e jejum intermitente®?).

Conclusao

Existem diferengas na constituicao do microbioma
intestinal quando comparados doentes com EM e indivi-
duos saudaveis. Estas nao se verificam ao nivel da com-
posicao global do microbioma intestinal (diversidade alfa
e beta) mas sim na abundancia relativa de certos grupos
taxondémicos, que vao sendo mais evidentes a medida

que se avanga em termos de taxa, no sentido decres-

cente de classificacdo hierarquica. Assim, a disbiose in-
testinal da EM parece resultar de alteracoes subtis, com
ganhos e perdas de determinados grupos bacterianos,
com maior variabilidade ao nivel de género.

Apesar da documentada disbiose, nao se constata um
padrao caracteristico da doenga, uma vez que os achados
sdo diversos e, por vezes, até discordantes entre auto-
res. Tais discrepancias podem resultar, por exemplo, da
utilizacdo de diferentes técnicas para caracterizacao do
microbioma intestinal e/ou das caracteristicas das popu-
lagdes incluidas. A maioria dos estudos utiliza a mesma
tecnologia de sequenciagdo de rRNA /6S, mas a escolha
das regides hipervariaveis alvo difere entre autores, o que
pode ter implicagdes ao nivel da identificacao dos taxa
individuais, uma vez que as diferentes regides apresentam
diferentes capacidades de discriminacio.'® A contradicdo
pode também justificar-se pela limitacdo da classificacao
taxonémica aos niveis acima de género, dado que dife-
rentes espécies e subespécies pertencentes a um mesmo
género podem desempenhar fungdes completamente
opostas, como é o exemplo dos Bifidobacterium. Por ou-
tro lado, sabendo que o microbioma intestinal & também
influenciado por fatores ambientais relacionados com o
estilo de vida (como habitos alimentares),'' pela localiza-
¢do geogréfica® e pelo tratamento instituido, é possivel
que as discrepancias entre autores se devam a fatores
geograficos e culturais, bem como as diferencas na re-
presentacao dos tratamentos modificadores de doenca
na populacdo de doentes com EM. Tremlett et al**3>3®
defendem que o estudo de populacdes pediatricas com
EM permite diminuir as exposicdes ambientais, potencial-
mente confundidoras, que se vao acumulando ao longo
da vida. No entanto, sendo a EM uma doenca tipica do jo-
vem adulto, com pico de incidéncia por volta dos 30 anos
de idade,* a EM em idade pediatrica é pouco frequente
(prevaléncia de 0,69-26,92 por 100 000 criancas),> justi-
ficando a pequena amostra incluida.

Quando analisados separadamente os comensais que
sdo mencionados com maior frequéncia como sobre
ou sub-representados no microbioma de doentes com
EM, constata-se uma tendéncia para maior abundancia
relativa de microrganismos com acdo descrita como
proé-inflamatéria (como  Streptococcus, Acinetobacter
calcoaceticus, Akkermansia municiphila, Methanobrevi-
bacter smithii) em detrimento de bactérias com acao
predominantemente anti-inflamatéria (Prevotella, Fuso-

bacteria, Parabacteroides distasonis, Faecalibacterium, Eu-
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bacterium, Roseburia e Bacteroides fragilis). Portanto, as
modificagdes no microbioma intestinal de doentes com
EM parecem favorecer um ambiente pré-inflamatério,
o que apoia a hipétese de um papel da disbiose intes-
tinal na patofisiologia da doenca. Porém, sabemos que
tal como o microbioma intestinal consegue perturbar a
homeostasia do hospedeiro este também pode influen-
ciar a composi¢ao do microbioma, pelo que permanece
por esclarecer se existe uma relacao de causalidade. Os
estudos com modelos animais de EM (EAE), que foram
a ponte para o estudo do microbioma intestinal como
potenciador da doenca, poderao servir também como
ponto de partida para se estabelecer uma possivel re-
lacdo de causalidade, por ja se ter demonstrado que
o microbioma intestinal humano derivado de doentes
com EM se associa a maior taxa de inducao de EAE es-
pontanea, quando transplantado para modelos animais.

O microbioma intestinal parece nao sé relacionar-se
com a etiopatogenia da EM, mas também com o préprio
curso da doenca e, no caso de doentes com EMSR, com
a atividade de doenca, apesar da evidéncia ser ainda es-
cassa e os subgrupos estudados demasiado pequenos
para se conseguir assumir os resultados como significa-
tivos. Nos doentes com EMSR identificam-se variagdes
mesmo na diversidade, observando-se menor diversi-
dade alfa nos doentes com maior atividade de doenca.
Doentes em remissao apresentam um microbioma de
caracteristicas aproximadas as da populagdo saudavel.

As diferencas no microbioma intestinal parecem tam-
bém atenuar-se na populacao sob tratamento modifica-
dor de doenca, apesar das alteragdées do microbioma
variarem com o tipo de tratamento implementado. Por
exemplo, a maior representacao de Prevotella parece
relacionar-se especificamente com o tratamento com
IFNP. Estes achados sugerem que a modificacdo do mi-
crobioma intestinal pode ser um dos mecanismos que
justifica a eficacia destes farmacos no controlo da doen-
ca. No entanto, também as subpopulacoes de doentes,
quando divididos por tipo de tratamento instituido, sao
demasiado pequenas para se poderem inferir conclu-
sbes concretas.

Outras medidas nao farmacolégicas, como a suple-
mentacdo com vitamina D, probiéticos ou, simples-
mente, a modificacao da dieta, parecem ser igualmente
eficazes na manipulacdo do microbioma, promovendo
um ambiente imunorregulador, descobrindo-se outras

potenciais ferramentas adjuvantes niao sé para o tra-

tamento da EM ja estabelecida, mas também com um

possivel papel na prevencao de doenca.

Recomendacées para o futuro

O estudo do microbioma intestinal na esclerose
multipla é ainda recente. Apesar dos achados serem en-
corajadores, por favorecerem a existéncia de disbiose
intestinal nos doentes com EM, permanece por estabe-
lecer um padrao de disbiose caracteristico da doenga e
uma relagdo de causalidade. Estudos de maior dimen-
sao serdo indispensaveis para, no futuro, se conseguir
uma melhor caracterizagao da disbiose na EM e nas suas
subpopulacoes, permitindo inferir conclusées mais se-
guras relativamente ao papel do microbioma intestinal
na atividade da doenca e a intervencao dos tratamentos
no microbioma intestinal. Estudos longitudinais sdo tam-
bém essenciais para perceber se as alteragdes encon-
tradas se mantém a longo prazo. Por fim, estudos que
relacionem o microbioma intestinal com biomarcadores
(moleculares, imagioldgicos, etc.) de doenca sao neces-
sarios para uma melhor compreensao do potencial pa-

pel do microbioma na patofisiologia da EM. m
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