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RESUMO
SILVA, JVS. Influéncia de bactérias e seus metabodlitos na microbiota intestinal
e no controle glicémico em decorréncia do uso da metformina para o
tratamento da diabetes do tipo 2. Trabalho de Conclusdo de Curso de
Farmacia-Bioquimica - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de Sao
Paulo, S&do Paulo, 2023.
Palavras-chave: Metformina, diabetes tipo 2, Akkermansia muciniphila, acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs), microbiota intestinal, Roseburia intestinalis, acidos
biliares, endotoxemia.
INTRODUGAO: A diabetes é uma doenca crénica que compromete a produtividade,
a qualidade de vida e a sobrevida dos seus portadores. Medicamentos antidiabéticos
como a metformina sao utilizados para o controle da doenga. Além de atuar no
controle glicémico, estudos indicam uma relagdo entre a microbiota e o uso do
farmaco, mostrando uma influéncia na alteragdo da composicdo da mesma.
Ademais, bactérias intestinais e seus metabdlitos, conseguem desempenhar fungdes
fundamentais em doengas como diabetes, obesidade e doencas cardiovasculares
por meio de diversos mecanismos.
OBJETIVO: O presente trabalho teve como objetivo trazer uma revisdo a luz da
literatura atual sobre os mecanismos pelos quais a microbiota interfere no controle
em decorréncia do uso de metformina.
MATERIAIS E METODOS: Para a identificagdo dos estudos que abordaram o tema
desta revisao bibliografica, foram consultados artigos cientificos acessados de base
de dados como Pubmed® teses, livros, dissertacbes e revistas cientificas. A
pesquisa foi realizada a partir de palavras chaves sobre o tema, em portugués e
inglés, tais como “Metformin and diabetes”, “Akkermansia muciniphila and diabetes”,
“short chain fatty acids and diabetes”, "metformin and gut microbiota” etc.
DISCUSSAO: Entendimentos acerca das relagdes entre a microbiota intestinal estédo
cada vez mais compreendidos. Pelo fato de exercer forte influéncia na homeostase
energética do corpo, a sua disbiose, em pacientes com DM2, apresenta efeitos
negativos no controle glicémico do hospedeiro. A metformina, um farmaco de
primeira linha usado no tratamento da DM2, exerce agcdes que auxiliam no controle
da glicose de modo a garantir uma microbiota mais saudavel.
CONCLUSAO: Embora ndo haja um consenso a respeito de todas as bactérias
afetadas e mecanismos envolvendo metformina, € entendido que ela exerce
fungcdes importantes na microbiota que auxiliam no seu mecanismo de agao
hipoglicemiante por meio de vias que envolvem diferentes 6rgaos e tecidos. Devido
a composi¢ao e riqueza da microbiota serem modulados pela dieta, saude do
hospedeiro, idade, etnia, genética, etc, ha uma dificuldade na comparagdo entre
estudos. Futuras investigagbes ainda s&o necessarias para esclarecer em mais
detalhes alguns mecanismos hipoglicemiantes da metformina.



1. INTRODUGAO

A diabetes mellitus (DM) é uma doenca crénica caracterizada por um disturbio
no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, relacionado com a produg¢ao
e/ou funcionalidade da insulina. De todos os diagndsticos de DM, aproximadamente
90% séao do tipo 2. Estima-se que até 2030 pelo menos 360 milhdes de pessoas
desenvolvam a doenca [SILVA et al., 2021].

Ha quatro tipos de diabetes: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2),
gestacional e pré-diabetes. A diabetes mellitus tipo 2 € diagnosticada pela presenca
de niveis elevados de glicose no sangue [GERARD, VIDAL, 2019], em um quadro
clinico denominado hiperglicemia (glicose>130 mg/dL) [SILVA et al., 2021]. Na DM2,
as células do corpo tornam-se resistentes a insulina, muitas vezes devido a defeitos
no funcionamento do seu receptor, e ndo respondem adequadamente a ela. Assim,
os niveis deste horménio no sangue séo praticamente inalterados ou elevados
[SOBCZAK et al.,, 2019]. No entanto, a DM2 também pode evoluir para uma
deficiéncia através da perda da fungdo de armazenamento e secregdo de insulina
pelas células B do pancreas [SOBCZAK et al., 2019].

Para o tratamento, o objetivo é a preservagcdo do maximo de massa de
células B pancreaticas, produtoras de insulina. Ha varias medicagdes que podem ser
prescritas, dentre elas, a metformina, um farmaco que melhora a sensibilidade
insulinica das células do paciente [LEE, KO, 2014].

A metformina tem sido usada para tratar a diabetes desde o inicio da década
de 1950. Ela pertence a classe das biguanidas, medicamentos derivados das
guanidinas, e € recomendada pela American Diabetes Association como
medicamento de primeira linha para o tratamento de DM2 [LEE et al., 2021]. Sua
acao inclui o suprimento da produgcdo de glicose no figado (gliconeogénese
hepatica), aumento da sensibilidade a insulina e captagao periférica de glicose no
figado e musculo esquelético [LEE, KO, 2014]. Além disso, foi demonstrado que ela
também exerce alteracbes na microbiota intestinal por meio de mudancas nas
propor¢cdes relativas de algumas bactérias de varios niveis taxonémicos [ZHANG,
HU, 2020], como a Akkermansia muciniphila e de outros microrganismos produtores
de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs - Short chain fatty acids), além de
promover interferéncia no metabolismo de acidos biliares, estimulo na liberacdo de

horménios peptideos, regulagdo do tecido adiposo, melhora da permeabilidade



intestinal e no controle de processos inflamatoérios [VALLIANOU et al., 2019]. Tais
atividades estdo associadas a sua eficacia terapéutica para o metabolismo da
glicose, bem como a sua agdo antiobesidade e anti-inflamatéria. Contudo, seus
mecanismos classicos de agao, tais como a supressao da gliconeogénese hepatica,
mantém a sua importancia em pacientes diabéticos [VALLIANOU et al., 2019].

No intestino, as suas concentragde sao cerca de 100 a 300 vezes superiores
as do plasma, o que faz dele o reservatério primario do medicamento [VALLIANOU
et al., 2019], importante local de captacao para a corrente sanguinea [MCCREIGHT
et al.,, 2016], além de aumentar o tempo de efeito da metformina no paciente
[MINAMII et al., 2018]. Através de hipoteses de que ela exerce agao no trato
gastrointestinal, estudos com o microbioma intestinal sugerem ser esse o potencial
fator chave para o tratamento de DM2 e mediador da agdo da metformina [LEE et
al., 2021].

A microbiota intestinal pode ser definida como um sistema de microrganismos
na mucosa do trato gastrointestinal que vivem simbioticamente com o hospedeiro.
Existem diferentes comunidades de microrganismos pelo corpo, incluindo na
cavidade oral, vaginal, colon e pele, por exemplo. Ha cerca de 10 vezes mais células
bacterianas do que humanas no sistema gastrointestinal. Com fungbdes que véao
desde o auxilio na absorgdo de nutrientes até protegcao contra patdogenos, regulagao
da funcdo imunoldgica e o fortalecimento das barreiras bioquimicas do intestino, a
baixa diversidade microbiana no intestino esta ligada a obesidade e diabetes tipo 2
[Medical News Today, 2022].

A microbiota consiste em milhares de microrganismos, sendo composta por
mais de 1500 espécies bacterianas, distribuidas em mais de 50 filos diferentes que
incluem Bacteroidetes, Firmicutes, os filos mais predominantes, seguidos por
Proteobactérias, Fusobacterias, Tenericutes, Actinobactérias e Verrucomicrobias.
Tais microrganismos compdem em até 90% da populacdo microbiana total em
humanos. A formacdo da microbiota intestinal inicia-se no nascimento, e a
modificagdo da sua composigao € dependente de varios fatores como genéticos,
nutricionais e ambientais (GOMMA, 2020).

Alteracbes de composicao e fungdo da microbiota, denominada disbiose, sao
caracteristicas comuns de varias patologias, incluindo doengas metabdlicas como a
obesidade e DM2 [GERARD, VIDAL, 2019].



Existem varios estudos que relacionaram a disbiose da microbiota ao
aparecimento de resisténcia a insulina e diabetes, principalmente alteracbes na
permeabilidade intestinal, endotoxemia, interacdo com acidos biliares, alteracdes na
proporcao de tecido adiposo marrom e efeitos associados ao uso de drogas como a
metformina, além de processos inflamatérios [MUNOZ-GARACH et al., 2016].
Estudos tém mostrado a capacidade de microrganismos da microbiota e
provenientes de suplementagdes na influéncia sistémica do organismo [SILVA et al.,
2021].

Entender de forma mais aprofundada como a microbiota interage com o
organismo tem implicagdes relevantes na prevencgao e tratamento de varias doengas
metabolicas. Levando em consideragdao a grande incidéncia de DMZ2, varias
investigacdes tém sido desenvolvidas visando avangos terapéuticos relacionados a
doenga. Pelo fato da microbiota contribuir de forma ampla para o equilibrio
energético, ela pode exercer forte influéncia no disturbio metabdlico, e uma melhor
compreensao, a respeito de como ela modula a glicose, pode ser util para o
tratamento de pacientes com DM2 que falham no tratamento com metformina, sendo
possivel a utilizacdo de diretrizes dietéticas como o uso de probidticos e

bioterapéuticos, por exemplo [LEE et al., 2021].



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este Trabalho de Conclusdo de Curso teve como obijetivo trazer uma revisao
a luz da literatura atual sobre a compreensao da influéncia da metformina na
microbiota intestinal bem como a modulagdo em sua composi¢gao com consequente
influéncia no controle glicémico por meio de suas bactérias e de substancias

produzidas pelas mesmas.

2.2. Objetivos especificos

* Descrever os mecanismos pelos quais a microbiota intestinal regula o
controle glicémico;

» Descrever os mecanismos de agao da metformina na microbiota intestinal
com consequente influéncia no metabolismo da glicose;

* Descrever a composi¢cao da microbiota em individuos saudaveis e pacientes
diabéticos;

» Descrever a agao e a importancia de grupos bacterianos e os metabdlitos
produzidos por eles na homeostase energética do corpo humano;

» Descrever as consequéncias de alteracbes na microbiota intestinal no

controle glicémico.



3. MATERIAIS E METODOS

Para identificar os estudos que abordam o tema desta revisdo bibliografica,
foram consultados artigos cientificos acessados de base de dados como Pubmed®,
teses, livros, dissertacdes e revistas cientificas. A pesquisa foi realizada com base
em palavras chaves sobre o tema, em inglés, tais como “Metformin and diabetes”,
“Akkermansia muciniphila and diabetes”, “short chain fatty acids and diabetes”,
"metformin and gut microbiota” etc. Os artigos pesquisados tiveram um intervalo de
19 anos, com publicagdes entre 2004 e 2023.

Como critério de exclusao foram selecionados artigos que continham o termo
no abstract ou nas palavras-chave, porém ndo mencionaram em seu corpo textual

ou nao abordavam o papel da metformina ou microbiota no controle glicémico.
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4. DISCUSSAO

4.1. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

A diabetes mellitus tipo 2 é um disturbio metabdlico causado principalmente
por dois fatores: secrecdo deficiente de insulina pelas células B pancreaticas e a
incapacidade de resposta dos tecidos sensiveis a insulina, denominada resisténcia
insulinica (RI) [GALICIA-GARCIA et al., 2020], levando a defeitos no metabolismo de
glicose e inflamacgao cronica de baixo grau [PATTERSON et al., 2016], cujo principal
achado é a hiperglicemia crénica [RERNER, BRUCKEL, 2014]. Conforme a doenca
vai avangando, a secrec¢ao de insulina € incapaz de manter a homeostase da glicose
[GALICIA-GARCIA et al., 2020].

Pacientes com DM2 sdo, em sua maioria, obesos ou apresentam maiores
percentuais de gordura corporal, principalmente na regido abdominal e a
epidemiologia da doenga € afetada por fatores genéticos e ambientais. Os fatores
genéticos exercem o seu efeito apds exposicdo a um estilo de vida caracterizado
pelo sedentarismo e ingestdo elevada de calorias, embora estudos tém mostrado
que muitos casos de DM2 podem ser prevenidos por meio da melhora dos fatores
alimentares e realizagao de atividade fisica [GALICIA-GARCIA et al., 2020].

Em relagao a fisiopatologia da doenga, a hiperglicemia acontece devido ao
mau funcionamento dos ciclos de feedback entre a acdo da insulina e a sua
secrecao. Na deficiéncia das células B, a secrecdo é reduzida e na Rl ha a
diminuicdo da captagao de glicose tanto no musculo, figado e tecido adiposo e
aumento na producao de glicose pelo figado [GALICIA-GARCIA et al., 2020].

A liberacdo de insulina por células B € ativada em especial por elevadas
concentragbes de (glicose, acidos graxos, aminoacidos e hormdnios
[GALICIA-GARCIA et al., 2020]. Em maiores detalhes, quando a glicose entra nas
células B, o catabolismo deste agucar eleva as quantidades de ATP/ADP (Adenosine
TriPhosphate e Adenosina DiPhosphate, respectivamente) intracelular, o que induz o
fechamento dos canais de potassio que sdo dependentes de ATP. O fechamento
desses canais leva a despolarizacdo da membrana e a abertura dos canais de calcio
(Ca2 +), permitindo com que ele entre na célula. O seu aumento intracelular estimula
a acado dos granulos contendo insulina, resultando na exocitose deste hormdnio
([GALICIA-GARCIA et al., 2020].
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Outros sinais também ajudam na liberacdo do hormoénio, entre eles a
adenosina 3',5-monofosfato ciclico (AMPc - Adenosine 3',5'-cyclic monophosphate),
um dos mensageiros mais importantes que potencializa a liberagcéo
[GALICIA-GARCIA et al., 2020].

4.2. Metformina

Classificada como uma biguanida, a metformina reduz os niveis de glicose no
sangue por meio da diminuigdo na produgédo de glicose no figado e na absorgao
intestinal, além do aumento da sensibilidade a insulina [CORCORAN, JACOBS,
2023], embora esses mecanismos nao sejam ainda totalmente compreendidos
[MONTANDON, JORNAYVAZ, 2017]. Ela leva aproximadamente 3 horas para
exercer efeito apdés a sua administragcdo, sendo, posteriormente, eliminada pelos
rins. Diarreia, nauseas e vbmitos sao os efeitos adversos gastrointestinais mais
comuns, afetando até 30% dos pacientes [CORCORAN, JACOBS, 2023] e a sua
boa reputagdo € devido a sua eficacia terapéutica, baixo custo, seguranga,
neutralidade de peso e auséncia de hipoglicemia como efeito adverso
[SANCHEZ-RANGEL, INZUCCHI, 2017]. A biodistribuicdo e farmacodindmica
dependem de transportadores para compostos catidnicos, a exemplo dos
transportadores de cations organicos (OCTs - Organic cation transporters) e
transportadores de monoaminas da membrana plasmatica [FORETZ et al., 2023].

Sendo a primeira linha de tratamento para a DM2, os efeitos pleiotropicos da
metformina sugerem que ela atua em diversos 6rgaos por meio de varios
mecanismos [FORETZ et al., 2019]. Embora seja aceito que o efeito
anti-hiperglicémico € devido principalmente a sua agédo no figado, dados sugerem
beneficios vindos de agdes também no intestino [FORETZ et al., 2019]. A maioria
dos efeitos sdo, em sua maioria, através da ativagcado da proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK - Adenosine monophosphate-activated protein
kinase) no figado e musculo esquelético [KYRIACHENKO et al., 2019].

Figado, trato gastrointestinal e rins s&o os principais locais de captagéo da
metformina. No figado, a metformina controla a produgao hepatica de glicose por
meio de mecanismos dependentes e independentes de AMPK [FORETZ et al.,
2023], desempenhando efeitos na regulacdo da captagdo de glicose,
gliconeogénese, glicolise e sintese de glicogénio [PERNICOVA, KORBONITS, 2014].
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Embora os meios precisos de agdo da metformina na gliconeogénese
permanecam um assunto de debate [LAMOIA, SHULMAN, 2021], desde o inicio dos
anos 2000, as mitocdndrias sdo consideradas como organelas-alvo. No figado, o
farmaco inibe o complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial de maneira fraca e
reversivel. Como consequéncia, ha uma diminuicdo na sintese de ATP por
fosforilagdo oxidativa mitocondrial (OXPHOS - Oxidative phosphorylation) e aumento
nas quantidades de adenosina monofosfato (AMP - Adenosine monophosphate).
Pelo fato da gliconeogénese ser dependente de ATP como fonte de energia
[FORETZ et al., 2023], consumindo seis moléculas para cada glicose sintetizada
[RENA et al.,, 2017], as baixas concentracbes de ATP diminuem o fluxo
gliconeogénico hepatico [FORETZ et al., 2023]. Aliado a isso, 0s niveis elevados de
AMP inibem enzimas envolvidas na gliconeogénese, como a adenilato ciclase e a
frutose-1-6-bifosfatase, contribuindo, assim, para a redugédo na produgao de glicose
[FORETZ et al., 2023].

Além de alteragbes na composicdo da microbiota, que serdao discutidas ao
longo do presente trabalho, a metformina possui agbes diretas nas células
intestinais. Dentre elas, a inibicdo da absorgao intestinal da glicose dietética por
meio da reducdo na expressdo dos transportadores de sédio-glicose 1 (SGLT-1 -
Sodium Glucose Cotransporters 1) presentes nas membranas dos enterdcitos
[FORETZ et al., 2023].

No tecido adiposo marrom, o antidiabético aumenta a quantidade de
marcadores envolvidos na proliferacdo e diferenciacdo celular em adipécitos
marrons, bem como a promogado da oxidagdo mitocondrial de acidos graxos nas
células marrons, efeitos anti-inflamatérios e lipdlise intracelular de triglicerideos
[FORETZ et al., 2023], Estudos em humanos e camundongos mostraram que ha
também mudancgas na composicdo da microbiota de pacientes diabéticos de modo a
torna-la mais semelhante com a de hospedeiros saudaveis [ADESHIRLARIJANEY,
GEWIRTZ, 2020] e que as alteragcbes induzidas sao revertidas apos a
descontinuagcdo de metformina, retornando para a composigédo base [BRYRUP et al.,
2019].

4.3. Microbiota Intestinal

A microbiota € composta majoritariamente por bactérias, mas também por

virus, fungos e células eucaritticas. O numero de microrganismos no intestino € em
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torno de 1 x 10", o que abrange cerca de 10 vezes mais células bacterianas do que
humanas (1 x 10"™) e cerca de 100 vezes a quantidade de conteido gendmico
(microbioma) [VALLIANOU et al., 2019].

Em relagdo aos aspectos funcionais da microbiota, ha o metabolismo de
nutrientes a partir da dieta e xenobiéticos, protecdo antimicrobiana pela presenca de
duas camadas de muco, sendo a camada interna mais densa sem a presenca de
nenhum microrganismo, enquanto a mais externa €& dindmica e fornece glicanos
como fonte de nutrigdo para os organismos. Imunomodulagao intestinal em conjunto
com o sistema imunoldégico inato e adaptativo, manutengao da estrutura e funcdo da
integridade da barreira intestinal e do trato gastrointestinal sdo outras funcdes
[JANDHYALA et al., 2015].

Firmicutes é o filo mais abundante, representando cerca de 60 a 80% da
composicdo e incluem mais de 200 géneros bacterianos, dentre eles os
Ruminococcus, Clostridium e Lactobacillus [PITOCCO et al., 2020]. De 20 a 30%
temos os Bacteroidetes, sobretudo Bacteroides, Prevotella e Xylanibacter, ha uma
minoria de aproximadamente 10% de Actinobactérias, com predominancia do
género Bifidobacterium e, por fim, o filo Proteobacteria representando menos de 1%.
A figura abaixo ilustra a predominancia destas bactérias [MUNOZ-GARACH et al.,
2016].

Figura 1 — Propor¢bes de bactérias predominantes na microbiota humana de individuos

saudaveis.

Table 1 Bacteria predominating in human microbiota.

Firmicutes (60-80%)
Ruminiococcus
Clostridium
Lactobacillus

Bacteroidetes (20-30%)
Bacteroides
Prevotella
Xylanibacter

Actinobacteria (<10%)
Bifidobacterium

Proteobacteria (<1%)
Escherichia
Enterobacteriaceae

Fonte: [MUNOZ-GARACH et al., 2016].
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Recentemente, na primeira metade de 2022, o Centro Nacional de
Informagdes sobre Biotecnologia dos EUA atualizou o nome de alguns filos
bacterianos e o0s maiores afetados incluiram Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria e Bacteroidetes. Firmicutes agora € Bacillota e Proteobacteria se
tornou Pseudomonadota, enquanto Actinobacteria passou a ser Actinomycetota e
Bacteroidetes virou Bacteroidota, conforme resumido na figura 2 [NCBI INSIGHTS,
2022]. Devido ao fato de que muitos artigos usados como referéncia de pesquisa
foram publicados em datas anteriores a esta mudanga de nomenclatura, entao este

TCC utilizara a denominagao antiga ao longo da estrutura textual.

Figura 2 - Nomenclaturas antigas e atuais de alguns filos bacterianos.

Current name New name
Firmicutes Bacillota
Proteobacteria Pseudomonadota
Actinobacteria Actinomycetota
Bacteroidetes Bacteroidota

Fonte: [NCBI INSIGHTS, 2022]

O filo Firmicutes exerce um papel relevante na saude humana. Muitos
membros deste filo degradam carboidratos que nao sao digeridos por enzimas do
corpo, como fibra alimentar e amido resistente, em um processo chamado de
fermentagdo e muitos deles sdo utilizados como probidticos [LIMA et al., 2017],
sendo definidos como: “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro” (HILL et al.,
2014), a exemplo do Lactobacillus que é frequentemente encontrado em iogurtes e
outros produtos lacteos fermentados. Estas bactérias produzem acidos graxos de
cadeia curta como lactato e substéncias antimicrobianas contra patogenos. Alguns
deles pertencem a este filo, como Clostridium perfringens causador de infecgoes
gastrointestinais e o Staphylococcus aureus, uma causa comum de algumas
infecgcdes graves [LIMA et al., 2017].

Bacteroidetes € dividido em seis classes principais: Bacteroidia, Cytophagia,

Flavobacteriia, Chitinophagia, Sphingobacteriia e Saprospiria. Dentre suas varias
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funcdes, eles sdo capazes de degradar polimeros complexos e algumas espécies
deste filo produzem AGCCs que influenciam as funcdes intestinais e cerebrais [PAN
et al., 2023].

Actinobactérias sao gram-positivas e anaerobicas da qual fazem parte trés
principais familias que incluem: Bifidobacteria, Propionibacteria e Corynebacteria e
uma aerdbica: Streptomyces. Bifidobactérias sdo as mais presentes no intestino
humano e apresentam diversos beneficios como o auxilio na manutengado da
integridade da barreira intestinal a partir da producado de AGCCs, protegendo o
hospedeiro contra patdgenos, tais como Escherichia coli e Shigella. Juntamente com
os Lactobacillus, as Bifidobactérias podem ser usadas como abordagem terapéutica
probidtica [BINDA et al., 2018].

As Proteobactérias compreendem seis classes bacterianas: Alfa-, Beta-,
Gama-, Delta-, Epsilon- e Zetaproteobactérias e todas elas estido presentes em
varias partes do corpo humano, mas a maior quantidade se encontra na cavidade
oral (17,2-36,8%), seguida da pele (6,8-30,0%), trato gastrointestinal (2,5-4,6%) e
vaginal (2,3%) [SHIN, WHON, BAE, 2015]. Muitos patégenos sao encontrados nesse
filo, a exemplo da Salmonella, Escherichia, Helicobacter e Shigella [RIZZATI et al.,
2017].

A composicado da microbiota € dependente de varios fatores, tais como idade,
sexo, etnia, localizacdo geografica, dieta e familia, podendo ser modulada por
antibioticos, pré e probidticos [MUNOZ-GARACH et al., 2016] e até mesmo pelo
modo de nascimento [WU et al., 2023]

Nos primeiros dias de vida, logo apds o nascimento, Actinobacteria e
Proteobacteria sao os filos que mais predominam na crianca. Ao final do primeiro
ano de vida, a composicdo bacteriana comeca a adquirir um perfil mais adulto a
medida que acontece e se inicia a ingestdo alimentar. Apos dois anos e meio,
Firmicutes e Bacteroidetes passam a predominar e, entdo, a microbiota apresenta
um perfil mais proximo a de uma microbiota de um adulto [MUNOZ-GARACH et al.,
2016]. Durante este periodo, o sistema imune aprende a distinguir bactérias
comensais das patogénicas e, ao atingir a maturidade, a microbiota conserva se de
forma estavel até a velhice MUNOZ-GARACH et al., 2016].

A microbiota intestinal desempenha um papel significativo em muitas funcbes
relacionadas a protecdo contra patdogenos, melhorando o sistema imune ao colonizar

superficies mucosas e produzir diferentes substancias antimicrobianas, além de
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controlar a proliferacdo e diferenciagdo de células epiteliais, influenciar na
comunicagao cérebro-intestino e também modificar a resisténcia a insulina, afetando
a sua secregao [GOMAA, 2020].

Mudangas na microbiota intestinal sdo capazes de influenciar negativamente
células do epitélio intestinal, aumentando a permeabilidade da mucosa intestinal,
estimulando a liberacdo de LPS e a producgao de citocinas inflamatdrias [ZHANG,
HU, 2020], além de interferir no metabolismo da glicose, dos AGCCs, acidos biliares,

processos inflamatorios e regulacéo do tecido adiposo.
4.4. Relagao entre microbiota Intestinal e o controle glicémico
4.4.1. Mecanismos de regulagao
Secregao de incretinas, produgdo de acidos graxos de cadeia curta, acidos
biliares e a regulagdo do tecido adiposo e fungdes anti-inflamatérias sdo os

principais meios de regulagdo da glicemia do hospedeiro pela microbiota, estando
todos eles resumidos na imagem abaixo (fig. 3) [GERARD, VIDAL, 2019].
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Figura 3 — Visdo esquematica dos principais mecanismos que ligam a microbiota intestinal a

regulagao glicémica do hospedeiro.
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4.1.1.1. Secrecao de Incretinas

Os hormoénios incretina sao peptideos intestinais liberados por células
enteroendocrinas, sendo secretados na corrente sanguinea de modo a promover
rapidamente a liberacdo de insulina pelas células B pancreaticas em resposta aos
nutrientes. O peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1 - Glucagon-like Peptide-1)
e o polipeptideo inibidor gastrico (GIP - Glucose-dependent insulinotropic
polypeptide) sdo exemplos destes hormdnios [GERARD, VIDAL, 2019]. A ligacdo de
ambos em seus receptores ativa e aumenta o nivel de AMPc intracelular,
estimulando a liberacédo de insulina pelas células pancreaticas [SEINO et al., 2010].
Além dos seus efeitos insulinotrépicos, eles também desempenham papéis criticos
em varios processos biolégicos em diferentes tecidos e érgaos incluindo o pancreas,

a gordura, os 0ssos e o cérebro. Dentro do pancreas, enquanto o GIP aumenta a
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resposta pos-prandial do glucagon, o GLP-1 suprime. Nos tecidos adiposos, o GIP,
mas nao o GLP-1, facilita a deposicdo de gordura. Nos ossos, o GIP promove a
formacgao 6ssea enquanto o GLP-1 inibe a absorcao dssea [SEINO et al., 2010].

Estes peptideos sofrem, de forma rapida, degradacdo e inativagdo pela
protease endogena dipeptidil-peptidase 4 (DPP4), o que resulta em meias vidas no
plasma muito curtas para as formas ativas de GIP e GLP-1. A microbiota eleva a
secrecao de incretinas pelo aumento na quantidade/diferenciacdo de células
enteroenddcrinas ou produgéo direta de GLP-1 (fig 3) [GERARD, VIDAL, 2019].

Ademais, algumas bactérias sdo capazes de regular de forma direta a
secregcao de incretinas através de seus compostos metabdlicos produzidos.
PICHETTE et al. identificaram que o sulfeto de hidrogénio (H2S), formado a partir de
bactérias redutoras de sulfato na regido do célon, pode estimular diretamente uma
resposta intestinal ao GLP-1. A secrecgéo de incretinas € marcadamente prejudicada
em individuos com obesidade e DM2 em comparagcdo com individuos saudaveis
[PICHETTE et al., 2017]. Alguns estudos em animais descobriram que a expressao
dos receptores GIP (e, em menor grau, GLP-1) nas células beta pancreaticas é
(reversivelmente) reduzida durante a hiperglicemia. Assim, a secregao prejudicada
parece estar relacionada com uma menor capacidade do GIP em estimular a
secrecao de insulina devido ao comprometimento das células beta ou a defeitos
especificos nas vias de sinalizagao do GIP [NAUCK, MULLER, 2023].

4.1.1.2. Producgao de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs)

AGCCs sao produzidos na regiao do coélon e ceco no hospedeiro diante de
fermentagdo anaerdbica de fibras que ndo sdo digeridas por bactérias do tipo
sacaroliticas [GERARD, VIDAL, 2019]. Estes acidos apresentam diversos beneficios
associados a saude humana e suas propriedades fisioldgicas estado relacionadas ao
comprimento da cadeia alifatica. Eles sado classificados em acidos graxos de cadeia
curta (AGCCs), média (AGCM), e longa (AGCL). AGCCs contém < 6 atomos de
carbono, AGCMs de 6 a 12 e AGCLs > 12 atomos [GONZALEZ-BOSCH et al.,
2021].

Em uma relagdo mutualistica, a partir da alimentagao, o hospedeiro fornece

fiboras ndo digeriveis que sdo utilizadas para o crescimento bacteriano e, em



19

contrapartida, as bactérias geram AGCCs que podem ser usadas por ele [GERARD,
VIDAL, 2019].

Bactérias presentes na microbiota intestinal, principalmente Firmicutes e
Bacteroidetes, atuam na metabolizacdo de compostos alimentares, podendo
metabolizar carboidratos que n&o sao digeriveis como celulose, hemicelulose,
pectina, oligossacarideos etc em acidos graxos de cadeia curta tais como os acidos
propidnico, butirico e acético [GOMAA, 2020]. Butirato, propionato e acetato
representam 95% dos AGCCs [GERARD, VIDAL, 2019]. Acetato, propionato e
butirato sdo produzidos numa propor¢cao de 3:1:1. A maior parte € metabolizada
pelos colondcitos enquanto o restante fornece energia para outros 6rgdos como
figado, musculos, rins, cérebro e coracéao [LIU et al., 2020].

A fermentagdo do amido contribui de forma significativa para a producao de
butirato no cdlon, sendo dominada por Ruminococcus bromii. O butirato também é
produzido por um numero pequeno de microrganismos, sendo eles a
Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale, Eubacterium hallii e R. bromii os
maiores responsaveis pelas grandes quantidades de butirato [MORRISON,
PRESTON, 2016].

A utilizagdo pelo hospedeiro inclui o0 uso dos AGCCs como fonte de energia,
em muitas vias bioldgicas, de forma a melhorar a saude metabdlica. Notavelmente,
eles afetam a proliferacao, diferenciacdo e inflamacado dos colondcitos e também
uma ac¢ao na melhora do controle glicémico, melhorando também a sensibilidade a
insulina em &rgéos periféricos, secregdo de incretina, fungdes pancreaticas e a
integridade da parede intestinal (fig. 3) [GERARD, VIDAL, 2019].

A descoberta de receptores de AGCCs destacou ainda mais a importancia
deles como moduladores da interagdo da microbiota com o hospedeiro em
processos metabdlicos. Dois receptores acoplados a proteina G (GPR41 e GPR43)
[GERARD, VIDAL, 2019] foram identificados como os receptores mais importantes
de AGCCs. Apos as suas descobertas, ambos foram renomeados para receptor 3 de
acidos graxos livres (FFARS - Free fatty acid receptor 3) e (FFAR2 - Free fatty acid
receptor 2), respectivamente. Este ultimo é amplamente presente nas células ae 3
das ilhotas pancreaticas e nas células enteroenddcrinas intestinais (células | e L)
[HE et al., 2020]. Eles também estdo presentes em outros locais, sendo o intestino,
sistema nervoso simpatico, figado, tecido adiposo branco, musculo esquelético,
pancreas e tecidos imunes [GERARD, VIDAL, 2019].
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4.1.1.2.1. AGCCs e homeostase da glicose e disfungao pancreatica

A glicose é fosforilada para a producdo de ATP, utilizado como fonte de
energia, ou de glicogénio, principal reserva energética. A regulagéo do equilibrio da
glicose no sangue inclui a producao deste agucar assim como o seu consumo. Os
horménios insulina e glucagon regulam a concentragdo da glicose no sangue e
estudos demonstraram que os AGCCs participam deste processo [HE et al., 2020],
contribuindo positivamente para o metabolismo da glicose de modo a normalizar
seus niveis plasmaticos bem como a sua tolerancia, além de promoverem a
oxidagdo de acidos graxos o que diminui 0 armazenamento de gordura e, assim,
prevenindo a obesidade [LIU et al., 2020].

Disfungdes pancreaticas afetam a homeostase da glicose e sao
caracterizadas como uma proliferacdo prejudicada das células beta e também
producdo e secrecdo alteradas de insulina e glucagon pelas ilhotas alfa e beta
[MANDALIYA, SESHADRI, 2019]. FFAR2 e FFAR3 também estdo presentes nas
células das ilhotas pancreaticas, indicando que os AGCCs podem agir diretamente
nestas células [JRGAARDA, JEPSEN, HOLST, 2019]. Muitos estudos relataram
efeitos benéficos dos AGCCs nas proteinas de fusdao mitocondrial como atrofia
(OPA1) e mitofusina (MFN) 1 e 2, e proteinas de fissdo. Um aumento destas
proteinas de fusdo protege as mitocéndrias contra a apoptose induzida por toxinas,
podendo favorecer a prevengao da disfungao das células B, salvando os em casos
de diabetes tipo 1 e tipo 2 [HU et al., 2020].

Estudos demonstraram que a ativagcdo do FFAR3 estimula a secrecdo do
horménio PYY pelas células enteroendocrinas [HE et al., 2020] (fig 4), um horm&nio
intestinal que, além de inibir a motilidade do intestino, reduz o apetite [GERARD,
VIDAL, 2019] e aumenta a absorcao de glicose no musculo e tecido adiposo [HE et
al., 2020]. O FFAR3 também esta relacionado com a liberagdo de GLP-1 (fig 4) por
meio da agao do butirato que estimula a secre¢gdo ndo s6 a sua secre¢cao, mas
também a do GIP por meio de estimulos nas células beta pancreaticas
[MANDALIYA, SESHADRI, 2019]. A ativacao do receptor GPR41 inibe, ainda, a
sinalizac&o de insulina e o acimulo de gordura [GERARD, VIDAL, 2019].

Através do FFAR2, os AGGCs também estimulam a secrecdo de GLP-1 que,
por sua vez, eleva a secrecao de insulina e diminui a secregao de glucagon [HE et
al., 2020].
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AGCCs como o butirato e propionato também ativam a gliconeogénese
intestinal (IGN - Intestinal gluconeogenesis), o butirato através de um circuito
neuronal intestino-cérebro envolvendo GPR41, estimulando a expressao de genes
envolvidos na IGN por meio de um mecanismo dependente de cAMP e
independentemente de GPR43 (FFARZ2), enquanto o propionato, um substrato da
IGN, ativa a express&o de genes por meio de um circuito neural intestinal [GERARD,
VIDAL, 2019].

Estudos mostraram que os AGCCs sao capazes de aumentar a expressao do
transportador GLUT4 (Glucose transporter 4), translocando-o para a membrana
celular, promovendo a absorg¢ao de glicose pelos mioblastos [HE et al., 2020].

Por fim, a microbiota intestinal € capaz de suprir a expressao do fator adiposo
induzido por jejum (Fiaf - Fasting-induced adipose factor), produzido por células
epiteliais intestinais (IEC - Intestinal epithelial cell), que atua como inibidora da lipase
lipoproteica (LPL - Lipoprotein lipase) (fig. 4) [GERARD, VIDAL, 2019]. A inibicdo da
LPL restringe o acumulo de triglicerideos nos adipdcitos e consequentemente
diminui as chances do desenvolvimento de resisténcia insulinica [DAHIYA et al.,
2017] por meio da redugao de processos inflamatérios no tecido adiposo que seréao
abordados ao longo do corpo textual, bem como a sua relagdo com a sinalizagao

prejudicada de insulina.
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Figura 4 — Vias metabdlicas afetadas pela microbiota intestinal a partir dos AGCCs
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Fonte: [HUR, LEE, 2015].

Os AGCCs, a exemplo do acetato, propionato e butirato, também parecem
regular a homeostase da glicose e de lipidios por meio da ativacdo da AMPK,
envolvendo os receptores G. No figado, o propionato possui agao gliconeogénica,
enquanto o acetato e butirato tém acgdes lipogénicas [MORRISON, PRESTON,
2016].

Por fim, o acetato foi associado com a supressao da lipdlise dos adipdcitos,
reduzindo o fluxo de acidos graxos livres (AGLs) em diregao ao figado, atenuando a
deterioracdo pelo figado gorduroso na homeostase da glicose [MORRISON,
PRESTON, 2016]. A metformina também reduziu a absorgdo de acidos biliares,
resultando de forma indireta na melhora da dislipidemia [DEVARAJ et al., 2016] ao
estimular um aumento na produgdo de &acidos graxos a partir do colesterol,
diminuindo a quantidade de lipoproteina de baixa densidade (LDL - Low-density

lipoprotein) em 15 a 26% no sangue [JR, 2006].
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4.1.1.2.2. AGCCs e fungao imunolégica

Outras funcdes dos AGCCs estao relacionadas com o papel na coordenagao
do sistema imune e inflamatério. O butirato apresenta potencial regulagao
imunoldgica, inibindo a ativacdo do fator nuclear kappa b (NF-kB - Nuclear factor
kappa B) em macrofagos e inibigdo do processo de desacetilagdo de histonas que
desempenham papel na sinalizagdo de vias inflamatdrias especificas e de
mecanismos epigenéticos. Por meio dessa inibicdo, o butirato e o propionato
também exerceram papel na produgao e fungao regulatéria de células T (Tregs -
Regulatory T cells) [GURUNG et al., 2020]. De maneira geral, o butirato atua como
um inibidor das histonas desacetilases (HDAc - Histone Deacetylase) 6 e 9,
promovendo a acetilagdo da histona H3 e favorecendo a expressédo do fator de
transcricdo FoxP3 especifico de Tregs (fig. 5) [TILG, MOSCHEN, 2014].

Residentes no tecido adiposo, as Tregs exercem controle na inflamacéo local,
impedindo a inflamacgao por parte de macréfagos M1 e células T CD8 +. Estudos em
camundongos diabéticos mostraram que o numero de Tregs em seus tecidos
adiposos, induzidos pela obesidade, é consideravelmente menor do que em
camundongos magros [SHIN et al., 2015]. A diminuigdo da inflamagédo no tecido
adiposo pelas Tregs eleva a tolerancia a glicose [HASANI et al., 2021]. Macrofagos
M1 produzem citocinas inflamatérias, enquanto macréfagos M2 possuem potencial
anti-inflamatério. No tecido adiposo saudavel, mais de 90% dos macrofagos séo do
fendtipo M2 [FUJISAKA, 2021]. Ja as células T CD8 + recrutam macréfagos durante
o processo de inflamacéo no tecido adiposo por um mecanismo que permanece nao
sendo claro [KIRAN et al., 2021].

O desenvolvimento das Tregs na regido do célon o protege contra
inflamacdes por meio da ativacdo dos receptores GPR43 e foi demonstrado que
pacientes com inflamagbées no colon apresentam maiores chances de
desenvolvimento de diabetes tipo 2 [TILG, MOSCHEN, 2014].
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Figura 5 — O crosstalk entre a microbiota intestinal e o hospedeiro modula a imunidade da mucosa e

a inflamacéo sistémica
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Fonte: [TILG, MOSCHEN, 2014].
Por fim, os AGCCs demonstraram efeito na inibicdo da expressao de citocinas
induzidas por LPS, IL-6 e IL12p40 em células dendriticas maduras humanas
[GURUNG et al., 2020].

4.1.1.2.3. AGCCs e integridade intestinal

E bem estabelecido que os AGCCs sdo compostos importantes para a
manutencao do epitélio do célon. Por vezes referido como o “paradoxo do butirato”,

o butirato parece ter uma dupla fungdo, sendo utilizado como combustivel pelas
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células do epitélio intestinal, estimulando a proliferagcdo dos colonécitos saudaveis
como também a apoptose das células transformadas [GURUNG et al., 2020].

Os AGCCs também regulam a integridade da barreira intestinal por meio das
proteinas de jungao estreita (TJP - Tight Junction Proteins). O butirato parece ser o
regulador mais importante destas proteinas, aumentando a expressao de claudina-1,
zonula occludens-1 (Z0O-1), também conhecida como proteina de jungao estreita 1, e
redistribuicdo de ocludina [GURUNG et al., 2020]. Foi revelado também que ele
diminui a passagem de LPS pela membrana, inibindo a ativagdo de macréfagos e a
consequente produgao de citocinas pro-inflamatérias [GURUNG et al., 2020].

Um grande numero de estudos destacou os efeitos antidiabéticos benéficos
da suplementagao com AGCCs ou fibras dietéticas, que aumentam a produgao ou a
colonizacg&o bacteriana de produtores destes acidos [GERARD, VIDAL, 2019].

Em 2015, HUR e LEE mostraram que em pacientes com DM2 ha uma
disbiose em relagdo a concentragdo de AGCCs em comparagao com individuos
saudaveis. Pacientes diabéticos exibiram menores quantidades de Clostridiales
produtores de butirato, a exemplo de Roseburia intestinalis, Subdoligranulum,
Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale, Eubacterium halli and
Ruminococcus e concentragdes mais elevadas de Clostridiales, do filo das

Firmicutes, que nao produzem butirato [HUR, LEE, 2015].

4.1.1.3. Metabolismo de acidos biliares

Os 4acidos biliares, surfactantes digestivos, sdo sintetizados a partir do
colesterol pelos hepatocitos por meio do uso de varias reagcbes enzimaticas.
Atuando como emulsificantes, eles auxiliam na digestdo e absorgdo de vitaminas
lipossoluveis e lipidios [GERARD, VIDAL, 2019].

Inicialmente, formam-se os acidos biliares primarios que, posteriormente, sao
conjugados com glicina e taurina e armazenados na vesicula biliar para serem
secretados no lumen intestinal apos a ingestdo de alimentos. Apenas cerca de 5%
nao sao reabsorvidos e acabam eliminados nas fezes, o restante é reabsorvido no
intestino grosso, em especial por meio da acdo de Firmicutes [MUNOZ-GARACH et
al., 2016].

Além do papel de surfactantes, desde a ultima década, surgiram evidéncias

de que os acidos biliares também atuam como moléculas de sinalizag&o, tendo
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papel na sensibilizagdo a insulina, em especial via interagdo com o receptor nuclear
farnesdide (FXR - Farnesoid X receptor) e o receptor acoplado a proteina G de
membrana (TGR5) [GERARD, VIDAL, 2019]. Ambos estéo presentes em diversos
tecidos como ileo, colon, vesicula biliar e nos tecidos adiposos branco e marrom
[MUNOZ-GARACH et al., 2016]. A sensibilizacdo também acontece pela liberacdo
do fator de crescimento de fibroblastos 19 (FGF-19 - Fibroblast Growth Factor 19)
[SHIM, YU, 2020].

O receptor farnesoide atua como sensor biliar envolvido na absorgao, sintese
e secregao de acidos biliares no figado. CARIOUL et al. relataram que o FXR pode
estar relacionado com o controle do metabolismo da glicose. Quando ativado, ele
aumenta a expressao do gene da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK -
Phosphoenolpyruvate carboxykinase), uma enzima envolvida no controle da taxa de
da gliconeogénese. O glucagon e os glicocorticéides, que possuem fortes acdes
gliconeogénicas, também induzem a PEPCK, enquanto a insulina, que suprime a
gliconeogénese hepatica, reprime a PEPCK [CARIOUL et al., 2005].

Por meio da ligacdo com a AMPK, o FXR é reprimido, resultando em uma
reducdo da sua atividade, com consequente diminuicdo da absor¢cao de acidos
biliares. Pelo fato de ativar a AMPK, a metformina pode potencializar efeitos no pool
de acidos biliares via FXR [MCCREIGHT et al., 2016]. O impedimento da
reabsor¢cado dos acidos biliares reduz a quantidade deles na circulagéo, estimulando
o figado a produzir mais a partir do colesterol [WU et al., 2023].

Através do receptor TGR5, presente nas células L do epitélio intestinal, os
acidos biliares sdo capazes de estimular a liberagao de GLP-1, contribuindo para a
homeostase da glicose e no musculo e no tecido adiposo marrom eles aumentam a
atividade mitocondrial e fosforilagdo, o que leva a uma sensibilizagcdo a insulina
[MUNOZ-GARACH et al., 2016].

O FGF-19 é um horménio secretado pelo intestino delgado em resposta a
alimentagao, tendo ag¢des semelhantes as da insulina, como promover a captagao
de glicose nos adipdcitos, sintetizar glicogénio hepatico e inibir a gliconeogénese.
Também desempenha um papel na homeostase dos acidos biliares e no
metabolismo das proteinas hepaticas. Niveis mais baixos de FGF19 s&o observados
em pacientes com DM2 e pacientes obesos [SHIM, YU, 2020]. Quando na
circulacdo, o FGF-19 atravessa a corrente sanguinea e se liga a receptores nos

hepatdcitos para reprimir a sintese de acidos biliares a partir da inibicdo da enzima
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citocromo P450 7A1 (CYP7A1) que produz &cidos biliares primarios a partir de
colesterol [WINSTON, THERIOT, 2020].

Estudos indicam uma relacdo de mutualismo entre os acidos biliares e a
microbiota intestinal. A atividade de varias espécies bacterianas desconjugam,
desidrogenam e desidroxilam os acidos biliares primarios para formar acidos biliares
secundarios [GERARD, VIDAL, 2019], a exemplo do acido desoxicélico (DCA -
Deoxycholic acid) e acido litocdlico (LCA - Lithocholic acid) [TILG, MOSCHEN,
2014], aumentando assim a diversidade da composi¢do do pool de acidos biliares
[ZHANG, HU, 2020].

Vérios estudos tém destacado a importéncia de genes de modificagédo de
acidos Dbiliares no microbioma intestinal no metabolismo do hospedeiro,
quantificando a abundancia de genes hidrolases de sais biliares (BSH - Bile Salt
Hydrolase), 7 alfa-desidroxilase (ADH - Alpha-dehydroxylase) e T7-alfa da
hidroxiesteréide desidrogenase (HSDH - Hydroxysteroid dehydrogenase) em
amostras fecais de pacientes com DM2 [GERARD, VIDAL, 2019], além de enzimas
importantes na produgdo de acidos biliares secundarios, tais como acido
desoxicolico e &cido litocdlico [LABBE et al., 2014]. Com base em triagem
metagenbmica, Firmicutes (30%), Bacteroidetes (14.4%) e Actinobacteria (8,9%) sédo
os trés principais filos que possuem BSH [WINSTON, THERIOT, 2020]. Bactérias
que possuem BSH, convertem os sais biliares conjugados em mais de 20
metabalitos, a exemplo dos acidos DCA e LCA [LIMA et al., 2017].

Algumas cepas probiodticas de Lactobacillus, como Lactobacillus plantarum
WCFS1 e Lactobacillus johnsonii NCC 533, também contém genes BSH, revelando
a importancia dos microrganismos intestinais na desconjugacao dos acidos biliares
[WINSTON, THERIOT, 2020]. Os microrganismos intestinais estdo também
envolvidos na formacéo dos acidos biliares secundarios bem como importantes para
a regulacao da sintese deles nos hepatdcitos [WINSTON, THERIOT, 2020]. Todavia,
pouco se sabe a respeito dos acidos biliares secundarios no que diz respeito a suas
funcdes bioldgicas, impactos na saude do hospedeiro e quais microrganismos 0s
produzem [WINSTON, THERIOT, 2020].

Estudos mostraram que a microbiota intestinal dos pacientes com DM2 foi
caracterizada por uma reducao significativa na BSH derivada de Firmicutes. A
reducdo dos genes ADH e HSDH também foi encontrada em pacientes com DM2
em relagdo a controles saudaveis [GERARD, VIDAL, 2019].
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4.1.1.4. Inflamagéao do tecido adiposo e controle da endotoxemia

Um equilibrio adequado na microbiota intestinal € essencial para apoiar a
funcdo de barreira do epitélio intestinal. Por meio da restauragdo das proteinas de
juncdes estreitas (TJP) e supressao da inflamacgao intestinal, a microbiota mantém a
integridade da barreira. A maior permeabilidade intestinal em pacientes com DM2
leva ao processo da endotoxemia [TORRES et al., 2019].

A endotoxemia é definida pela passagem dos lipopolissacarideos (LPS) para
o sistema circulatorio, ocasionando e induzindo uma resposta imune que, por sua
vez, interfere na sinalizagao da insulina, inibindo-a [TILG, MOSCHEN, 2014], além
de interferir na obesidade e diabetes [CANI et al., 2006]. Mudangas na microbiota
podem estimular e permitir o inicio de inflamagbes. Tais processos inflamatoérios
podem agir “localmente” e posteriormente de forma sistémica caso a barreira da
mucosa esteja prejudicada [TILG, MOSCHEN, 2014] de maneira que o LPS seja
capaz de atravessar a membrana em direcdo ao plasma. Os lipopolissacarideos
estdo presentes na composigao da parede celular de bactérias gram-negativas e
encontram se em quantidades elevadas no plasma em individuos com ingestao
aumentada de gordura e em pessoas diabéticas [MUNOZ-GARACH et al., 2016].
Eles contribuem para a integridade estrutural e prote¢cao contra ataques quimicos e
o intestino é a principal fonte de LPS. Estima-se que haja mais de 1g desta
endotoxina na regido intestinal e uma pequena quantidade dela no sistema
circulatério € capaz de causar reagdes inflamatorias [MOREIRA, ALFENAS, 2012],
porém o aumento na sua concentragao plasmatica de também pode ser oriundo de
infeccoes em outras partes do corpo [MOREIRA, ALFENAS, 2012].

Quando no sangue, o LPS é transportado por lipoproteinas e por uma
proteina especifica, chamada proteina de ligagdo ao LPS (LBP - Lipopolysaccharide
Binding Protein). O tecido adiposo, o figado e o endotélio sdo os tecidos alvo e a
ligacdo LPS-receptor € mediada pela LBP [MOREIRA, ALFENAS, 2012].

A ligacédo ao seu receptor TLR4 - Toll like receptor 4, nos macrofagos,
aumenta a producao de proteinas pré inflamatérias, contribuindo para inflamacao de
baixo de grau, modificando diversos passos da sinalizagdo de insulina
[MUNOZ-GARACH et al., 2016] e contribuindo para a sua resisténcia (fig. 6)
[ADESHIRLARIJANEY, GEWIRTZ, 2020]. A resisténcia insulinica € caracterizada

como uma condicdo na qual ha alteracbes na cascata de fosforilagcdo da insulina
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[MOREIRA, ALFENAS, 2012], favorecendo o ganho de peso e manifestagdo da
DM2.

Os mecanismos que relacionam o processo inflamatério com diabetes ainda
nao sao totalmente claros, mas evidéncias crescentes indicam que a microbiota
intestinal tem um papel no desenvolvimento e manutengdo dessa inflamagao
sistémica.

Além de regular processos inflamatérios mediados por LPS, a microbiota
também rege a inflamacéao do tecido adiposo por meio da inducédo do escurecimento
do tecido adiposo branco e liberagdo de GLP-1 (fig. 3) que apresenta efeitos
anti-inflamatérios favoraveis aos adipécitos e a infiltragdo de macréfagos no tecido
adiposo o0 que, consequentemente, contribui para uma melhora na sensibilidade a
insulina [GERARD, VIDAL, 2019].

Figura 6 - Visdo geral de como uma microbiota intestinal disbiética pode promover diabetes tipo 2.
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Fonte: [ADESHIRLARIJANEY, GEWIRTZ, 2020].
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O tecido adiposo regula a homeostase energética do corpo. Por muito tempo,
o tecido adiposo foi sido descrito como um tecido inerte com funcdo de somente
estocar lipidios. Contudo, atualmente, ele é reconhecido como um importante érgao,
com fungdes metabdlicas e enddcrinas, exercendo um importante papel no
metabolismo do hospedeiro, em processos como a regulagdo glicémica a partir da
acdo de microrganismos presentes no intestino humano [GERARD, VIDAL, 2019].

No corpo humano, as células do tecido adiposo branco estdo em uma maior
quantidade e tém como funcdo principal o armazenamento de energia. Em
contrapartida, as células do tecido marrom utilizam desta energia para a geragéo de
calor, porém s&do encontradas em poucos lugares no corpo adulto
[MUNOZ-GARACH et al., 2016].

Em situagbes de excesso de nutrientes, a exemplo de dietas com elevadas
quantidades de gordura (High Fat Diet - HFD), os lipidios excedentes sao
armazenados, e durante esse processo acontece uma expansao da massa adiposa
branca, levando a um estresse celular aliado a uma resposta inflamatéria local
resultado da infiltragdo de macrofagos e liberagdo de citocinas pro inflamatérias
[GERARD, VIDAL, 2019].

O tecido adiposo branco € de grande plasticidade e pode “escurecer”,
adquirindo, assim, caracteristicas do tecido adiposo marrom [GERARD, VIDAL,
2019], em um processo conhecido como “escurecimento”, sendo denominadas de
células bege. O nome vem em consequéncia de uma produgdo aumentada de
mitocdndrias [MUNOZ-GARACH et al., 2016]. Este processo de transicdo melhora a
sensibilidade a insulina, além de promover um fenétipo magro e saudavel [GERARD,
VIDAL, 2019]. No corpo humano, as células do tecido adiposo branco estdo em uma
maior quantidade e tém como fung¢do principal o armazenamento de energia. Em
contrapartida, as células do tecido marrom utilizam desta energia para a geragéo de
calor, porém sdo encontradas em poucos lugares no corpo adulto
[MUNOZ-GARACH et al., 2016].

Em situagcées como frio ou em momentos da realizagdo de exercicios fisicos,
as células adipdocitas marrons podem aparecer em meio ao tecido adiposo branco
[MUNOZ-GARACH et al., 2016]. Células beges e marrons podem contribuir para o
ganho de peso, gasto energético e aumento da tolerancia a glicose em roedores e
humanos [CZECH, 2020].
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Experimentos demonstraram que a diabetes tipo 2 esta associada a um
excesso na produgcao de citocinas como IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral a
(TNF-a - Tumour necrosis factor alpha), que causam um estado pré inflamatério
[MUNOZ-GARACH et al., 2016]. Descobertas recentes de que o TNF-a é
superexpresso no tecido adiposo de camundongos com obesidade revelou uma
clara ligagdo entre obesidade, diabetes e inflamagao crénica. O TNF-a é uma
citocina pro-inflamatoria que ativa varias cascatas de transducao de sinal, incluindo
muitas vias inibitérias criticas da acao da insulina [HOTAMISLIGIL, 2006]. Pelo fato
das citocinas funcionarem em redes, o efeito individual de cada molécula depende
do seu lugar na hierarquia na rede, as mais potentes como o TNF-a, exercem efeitos
maiores [HOTAMISLIGIL, 2006].

Varios compostos derivados da microbiota intestinal foram descritos por
ligarem intestino e regulagdo da energia do hospedeiro metabolismo através da
remodelagao do tecido adiposo. Autores concluiram que a abundancia relativa de
Firmicutes esta positivamente associada com marcadores de adipocitos marrons no
tecido adiposo subcutaneo e sensibilidade & insulina [GERARD, VIDAL, 2019].
Niveis elevados de acetato no plasma estimularam a expressao da proteina
PRDM16 que demonstrou ser capaz de regular o desenvolvimento de adipdcitos
marrons. Com base nestas descobertas, outros estudos mostraram que o acetato
induz a formacao de “adipdcitos beges” bem como a atividade da gordura marrom
[MORENO-NAVARRETE, FERNANDEZ-REAL, 2019]. Assim como o acetato, e
propionato também foi relatado como inibidor da lipdlise e estimulador da lipogénese
em hepatécitos e adipocitos [MESTDAGH et al., 2012].

Nos tecidos adiposo e hepatico, o butirato, propionato o acetato diminuiram a
expressado do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-g -
Peroxisome  proliferator-activated  receptor-gamma),  um  regulador  do
armazenamento de acidos graxos e o metabolismo da glicose, aumentando a
oxidacao dos acidos graxos [GURUNG et al., 2020].

Em 2017, Chen et al. identificaram que o uso da cepa probidtica Lactobacillus
reuteri 263 foi capaz de remodelar o metabolismo do tecido adiposo branco em ratos
obesos. Apds 8 semanas de tratamento, ela elevou o consumo de oxigénio no tecido
branco, além de induzir o escurecimento das células adipocitas brancas por meio da

regulagdo dos genes mRNA relacionados ao escurecimento [CHEN et al., 2018].
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4.5. Sinalizagao inflamatoéria e agao da insulina

4.5.1. Como os sinais inflamatérios interrompem a a¢ao da insulina e

medeiam a resisténcia a insulina na obesidade?

A insulina € um horménio produzido pelas células [ pancreaticas como
resposta aos niveis pos-grandiais aumentados de glicose e aminoacidos. Entre seus
efeitos, tem se a regulagdo da homeostase da glicose, reduzindo a sua produgao
hepatica e aumentando a sua captagcdo periférica, em especial pelos tecidos
muscular e adiposo. Ela também estimula a sintese proteica e de lipidios ao mesmo
tempo em que inibe a degradagao de ambos [MOREIRA, ALFENAS, 2012].

Os receptores de insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1 (IGF-1 - Insulin-like growth factor-1) fazem parte da familia de receptores tirosina
quinase, utilizando-se de proteinas para mediarem as suas sinalizagcdes. Entre os
varios substratos utilizados por eles, tem se os substratos de receptores de insulina
(IRS - Insulin receptor substrates) (IRS-1-6). A insulina promove a fosforilagdo de
tirosinas presentes nas proteinas IRS, um evento de extrema importancia para a
acao deste horménio [HOTAMISLIGIL, 2006].

Processos inflamatoérios sdo capazes de desencadear a formacao de diversas
moléculas inflamatérias, a exemplo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-6 (IL-6), inibidor de B (IB), quinase B (IKKB) e c-Jun NH2-quinase
terminal (JNK - c-Jun N-terminal kinase). Em casos de resisténcia insulinica, todas
estas moléculas podem fosforilar de forma inibitéria o IRS transformando-o em
serina. Quando isso acontece, a sua fosforilacdo e formagdo de tirosina sao
prejudicados apos a estimulagcdo insulinica. a JNK, por exemplo, suprime a
fosforilagao da tirosina de IRS-1 e IRS-2 [MOREIRA, ALFENAS, 2012].

Em pacientes obesos, ha um aumento na expressdo de JNK, no tecido
adiposo e hepatico. A sua ativacado € dada apos a exposi¢ao de citocinas, como o
TNF-a, além de acidos graxos livres [HOTAMISLIGIL, 2006].

O hipotalamo e o musculo esquelético sdao os primeiros a tornarem-se
resistentes, posteriormente as células do figado e endoteliais. A Rl do tecido adiposo
acontece mais tarde [MOREIRA, ALFENAS, 2012].
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4.6. MICROBIOTA DE PACIENTES COM DIABETES MELLITUS 2 (DM2)

Sabendo agora os mecanismos pelos quais a microbiota intestinal regula o
controle glicémico, € importante detalhar a microbiota de pacientes saudaveis e com
DM2, verificando as diferengas, para assim entender como a metformina pode
influenciar nesta disbiose. Pacientes com diabetes apresentam: (1) Aumento na
endotoxemia; (2) Modificagdes na secrecao de incretinas relacionadas a resisténcia
a insulina e a funcionalidade das células beta; (3) Modificagdes na produgdo de
butirato; (4) Mudancgas nas caracteristicas do tecido adiposo marrom; (4) Menor
quantidade de &cidos biliares secundarios [MUNOZ-GARACH et al., 2016].

Individuos com diabetes tipo 2 tém uma composi¢cédo alterada da microbiota
intestinal [BRYRUP et al., 2019]. A preservagdo de uma microbiota intestinal normal
e saudavel desempenha um papel critico na manutencdo da boa saude.
Bacteroidetes e Firmicutes, incluindo espécies de Ruminococcus, Lactobacillus, e os
géneros Clostridium, constituem mais de 90% dos categorias filogenéticas e
dominam o intestino saudavel microbiota [GERARD, VIDAL, 2019].

Em pessoas obesas e diabéticas, pesquisadores encontraram mudancas nas
proporcdes de Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria. Os niveis mais elevados
de Proteobactérias foram associados a pressao oxidativa e inflamacgao [PITOCCO et
al., 2020]. Elas exercem um papel na inducdo de inflamagao de baixo grau em
diabéticos através de seus LPS, flagelos e/ou outros componentes de superficie
[ADESHIRLARIJANEY, GEWIRTZ, 2020].

Em comparagdo com pacientes nao diabéticos, os diabéticos apresentaram
uma diminui¢do na quantidade de bactérias produtoras de butirato, como Roseburia
intestinalis, Faecalibacterium prausnitzii e Eubacterium hallii, menores quantidades
de Verrucomicrobia, a exemplo da Akkermansia muciniphila e aumento de
Lactobacillus gasseri , Streptococcus mutans e alguns Clostridium (fig. 7)
[MUNOZ-GARACH et al., 2016]. Além disso, apresentaram maiores quantidades de
alguns filos como Firmicutes [GOMAA, 2020] e de patdgenos oportunistas como
Bacteroides caccae, varios Clostridiales, Escherichia coli [PATTERSON et al., 2016],
Eggerthella lenta que foram relatados anteriormente como causadores de infecgoes
humanas [QIN et al, 2012] e a espécie redutora de sulfato Desulfovibrio
[PATTERSON et al., 2016].
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Figura 7 - Espécies bacterianas relacionadas a ocorréncia de resisténcia a insulina e diabetes
mellitus tipo 2 (DM2)

Increased in T2DM Decreasedin T2DM
Bacterial phylum
Firmicuies X
Bacteroidetes X
Bacterial species
Roseburia X
Eubacterium halii X
Faecalibacterium prauznitzii X
Lactobacillus gasseri X
Strepiococcus mutans X
Escherichia coli X
X

Fonte: [PITOCCO et al., 2020]

Houve também uma maior quantidade na proporgao de Proteobactérias e
expressdo de genes envoltos em processos inflamatérios e de estresse oxidativo
[MUNOZ-GARACH et al., 2016].

A microbiota intestinal também contribui em processos inflamatérios
relacionados a endotoxemia e resisténcia a insulina na DM2. Estudos mostraram
que, em niveis sanguineos, certos DNAs bacterianos, sendo 85% derivados do filo
Proteobacterias, estiveram aumentados em pacientes pré-diabéticos [PATTERSON
et al.,, 2016]. O aumento da permeabilidade intestinal resulta na translocagao de
produtos microbianos do intestino para o sangue, resultando em endotoxemia
metabdlica [GURUNG et al., 2020].

Em pessoas saudaveis, o LPS é encontrado no plasma pelo fato de existir
bactérias gram negativas na cavidade oral, respiratéria e nos 6rgaos genitais e
urinarios. Contudo, as quantidades de LPS circulante e LBP sdo maiores em obesos
e pacientes com diabetes 1 e 2. Em diabéticos tipo 2 a concentracdo chega a ser
76% maior do que individuos saudaveis [MOREIRA, ALFENAS, 2012].

O LBP é uma proteina que inicia o reconhecimento do LPS fortalecendo a
resposta imune do hospedeiro a este lipopolissacarideo e pode ser utilizado como
um biomarcador de confianga relacionado a resisténcia a insulina. Ele é bastante
encontrado em pessoas intolerantes a glicose [PITOCCO et al., 2020].

O estado diabético em pacientes € caracterizado por um aumento da
producdo de citocinas como IL-6, IL-1 ou fator de necrose tumoral que afetam

negativamente a interacdo da insulina com seus receptores, contribuindo para um
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aumento na resisténcia a este horménio [PITOCCO et al.,, 2020]. Tais citocinas
influenciam a expresséao e distribuicao de proteinas responsaveis de formar jungdes
apertadas, como ocludina e zonula occludens-1, interferindo, por consequéncia, na
permeabilidade e favorecendo a endotoxemia metabdlica [MOREIRA, ALFENAS,
2012]. Aliado a este aumento na quantidade de citocinas, pacientes diabéticos tém
menores proporcdes de Bifidobacterium e Faecalibacterium prausnitzii, que sao

gram-positivos com propriedades anti-inflamatdrias [PITOCCO et al., 2020].

4.7. AGAO DA METFORMINA

4.7.1. A metformina promove o aumento de Akkermansia muciniphila

Pertencente ao filo Verrucomicrobia e ao género Akkermansia [ZHANG, HU,
2020], a espécie Akkermansia muciniphila € um dos agentes colonizadores do trato
intestinal. Correspondendo de 3 a 5% da comunidade bacteriana em adultos
saudaveis, ela € uma bactéria degradadora de mucina, uma glicoproteina cuja
responsabilidade é a protecdo da mucosa contra agentes infecciosos [SILVA et al.,
2021]. Caracterizada como gram negativa e anaerdbia, a sua escassez leva a
disturbios clinicos e a sua colonizagao inicia desde a infancia, permanecendo em
quantidades semelhantes na fase adulta, porém reduzida em idosos (80-82)
[HASANI et al., 2021] e depende de varios fatores relacionados ao hospedeiro a
exemplo de sindromes metabdlicas (por exemplo, diabetes e obesidade).

A A. muciniphila ajuda na protegdo da integridade do epitélio intestinal
utilizando se, em processos fermentativos, de proteinas glicosiladas da camada de
muco epitelial como principal fonte de carbono e nitrogénio. Acidos graxos de cadeia
curta como acetato e propionato sdo produzidos durante esse processo [SOBCZAK
et al., 2019] sendo posteriormente utilizados como fonte de energia pelas células
epiteliais do intestino, contribuindo para a integridade da barreira da mucosa
[GOMAA, 2020]. O papel na manutengdo da integridade da camada de mucina
diminui a passagem de lipopolissacarideos pré inflamatoérios pela barreira intestinal
[[DE LA CUESTA-ZULUAGA et al., 2017]. Ela também pode influenciar na regulacao
da expressao de proteinas de jungdes estreitas como Z0O-1, ZO-2, ZO-3, claudinas

e ocludina, elevando a quantidade de células caliciformes e restaurando a espessura
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do muco da camada interna, através de receptores canabindides-1 e -2 (CB1 -
Cannabinoid receptor 1 e CB2 - Cannabinoid receptor 2) [HASANI et al., 2021].

Outros estudos demonstraram que a A. muciniphila possivelmente eleva a
producao de endocanabindides, reduzindo a inflamagao e promovendo a secrec¢ao
de GLP-1 [FORETZ et al., 2019], através do aumento na producdo de lipidios
bioativos especificos pertencentes a familia de endocanabindides. Estes compostos
regulam a producéo enddgena de peptideos intestinais envoltos na barreira intestinal
e regulacao da glicose [HASANI et al., 2021].

Além disso, quando administrada de forma oral, houve um aumento de
células caliciformes e também uma reducido no deslocamento de LPS por meio da
barreira intestinal, fatores estes que podem atenuar a intolerancia a glicose [HASANI
et al., 2021].

Outros estudos também sugerem que a A. muciniphila exerce fungbes na
gestdo do armazenamento de gordura, metabolismo de glicose e inflamagao do
tecido adiposo. [PATTERSON et al., 2016]. No que diz relacionado a diabetes e
obesidade, o seu papel através da regulagédo do metabolismo de glicose e lipidios foi
elucidado a partir da descoberta de que a fermentagao da mucina pela Akkermansia
muciniphila induz a producdo de acetato e propionato que ativam os receptores
GPR43 e GPRA41, receptores acoplados a proteina G expressos em células
mononucleares do sangue, do tecido adiposo e epiteliais do célon [HASANI et al.,
2021]. A ligacdo entre os AGCCs e tais receptores leva a liberagdo de alguns
horménios peptidicos como o PYY na circulagdo sistémica, servindo como uma
maneira de comunicagcdo entre o hospedeiro e o intestino [HUR, LEE, 2015]. A
secrecao dos hormoénios GLP-1 e GLP-2 (Glucagon-like Peptide-2) pelas células
intestinais L também ¢é estimulada pela Akkermansia a partir do aumento de
2-oxoglutarato (2-OG), utilizado no ciclo do acido tricarboxilico (TCA - Tricarboxylic
acid), ou também conhecido como Ciclo de Krebs (fig. 8) [HASANI et al., 2021].

Em pacientes com DM2, estudos demonstraram que a quantidade de A.
muciniphila € menor. O aumento na abundancia de A. muciniphila em decorréncia do
uso de metformina se deve ao fato de que ela atua em células caliciformes que sao
produtoras de mucina do intestino, favorecendo a produgédo de muco o que contribui
para o crescimento da bactéria [FORETZ et al., 2019]. A metformina multiplica a
quantidade de células caliciformes, de forma independente da dieta

[KYRIACHENKO et al., 2019] e estudos acreditam que ela regula a diferenciagéo de



37

células tronco intestinais (ISCs - Intestinal Stem Cells) em células caliciformes [LEE
et al., 2021].

Figura 8 - O papel de A. muciniphila no diabetes, obesidade e aterosclerose
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A. municiphila também contribuiu para a proliferacdo de outras bactérias
através de interagbes troficas, a exemplo da Faecalibacterium prausnitzii,
Bacteroidetes, Firmicutes e Lactobacillus. A atividade da A. muciniphila produz
enzimas degradadoras de mucina como proteases e sulfatases, oligossacarideos e
AGCCs, incluindo o acetato. Todos estes produtos podem ser utilizados pelos
membros da comunidade para a suas proéprias proliferacées [XU et al., 2020].

Em relagdo a regulagdo do armazenamento de gordura, estudos reportaram
que a A. muciniphila atenua inflamacdes no tecido adiposo em virtude do aumento
de gordura. O aumento dos niveis de endocanabindides induz a secregcédo de
peptideos intestinais como o GLP-1 que estimula a secrecéo de insulina, suprime o
glucagon e retarda o esvaziamento gastrico, contribuindo para a perda de gordura

em virtude da reducao da ingestdao de alimentos [SILVA et al., 2021]. A atenuagao
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também acontece pela regulagdo das Tregs e FoxP3 (células T reguladoras
naturais) no tecido adiposo visceral [HASANI et al., 2021].

Devido aos seus varios beneficios, a Akkermansia muciniphila tem sido
considerada como candidata promissora a ser utilizada como bioterapéutico vivo
[BARBOSA et al., 2022]. Bioterapéuticos podem ser definidos como “produtos de
terapia medicamentosa em que a substancia ativa é extraida ou produzida a partir
de uma fonte bioldgica [JOHNSON, 2018].

4.7.2. A metformina promove bactérias produtoras de acidos graxos de
cadeia curta (AGCCs)

Aliado a uma menor capacidade de producdo de AGCCs, pacientes nao
tratados com metformina tiveram um aumento na quantidade de genes microbianos
relacionados com a degradacao de glicina e triptofano, bem como redugédo nos
genes envolvidos na treonina e arginina. Tal fato € de importante relevancia uma vez
que a glicina tem sido relacionada com sensibilidade a insulina [VALLIANOU et al.,
2019] e é utilizada no processo de conjugagdo com os acidos biliares primarios.
Todavia, a menor capacidade da microbiota em produzir acidos graxos, como
butirato e propionato, € acentuada em pacientes tratados com metformina [ZHANG,
HU, 2020].

Além de influenciar na concentragcdo das bactérias citadas nos tdpicos
anteriores, o tratamento com metformina elevou a abundéncia de outras bactérias
produtoras de AGCCs, tais como Allobaculum, Bacteroides, Blautia, Butyricicoccus,
Lactobacillus, Phascolarctobacterium, Butyricimonas, Bifidobacterium, Prevotella,
Megasphaera, Shewanella, Butyrivibrio [RODRIGUEZ et al., 2018], Coprococcus e
Ruminococcus [ZHANG, HU, 2020].

4.7.3. A metformina regula a renovagao dos acidos biliares

Por meio da regulacéo dos acidos biliares, a metformina é capaz de beneficiar
o metabolismo da glicose [ZHANG, HU, 2020]. Estudos mostraram que o farmaco
exerce um controle na capacidade da microbiota em modificar o pool de acidos
biliares ao atenuar a quantidade de Bacteroides fragilis e sua agao de hidrolisar sais
biliares em pacientes com DM2 [FORETZ et al., 2019]. A reducéo da B. fragilis,
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elevou os niveis do acido biliar glicoursodesoxicolico (GUDCA), pois a agao redutora
da bactéria foi diminuida. O GUDCA, um acido biliar conjugado, sofre
desconjugacao pela microbiota intestinal [TILG, MOSCHEN, 2014] e foi identificado
como um potencial antagonista do receptor FXR em humanos [FORETZ et al.,
2019].

Sa0 necessarios mais trabalhos para verificar e esclarecer o mecanismo de
acao da metformina em relacdo ao GUDCA e também se a sua utilizacdo pode
servir para o tratamento da DM2 [GREENHILL, 2019].

Além disso, houve também aumento na concentracéo, apds o tratamento com
metformina, de Lactobacillus sanfrancisensis, pertencente ao género Lactobacillus,
que tem a capacidade de interferir na sinalizagcao intestinal do FXR [TILG,
MOSCHEN, 2014].

Ha evidéncias de que a inibicdo do FXR estimula a secrecdo de GLP-1.
Andlises em camundongos deficientes de FXR mostraram que os animais
apresentaram uma melhora no metabolismo da glicose pelo aumento na secregao
de GLP-1. Todavia, o mecanismo pelo qual a regulagao acontece, via circulacao de
acidos biliares, ainda nao é totalmente esclarecido [MCCREIGHT et al., 2016].

Outra agcédo da metformina foi na redugao de acidos biliares na regiao do ileo
distal, o que aumentou a quantidade de sais biliares no célon e no ileo por meio do
efeito inibitério na reabsorcdo de acidos biliares no ileo [ZHANG, HU, 2020]. A
supressao da reabsorcao acontece por meio da inibicdo do transportador apical de
acidos biliares dependentes de sddio no ileo [FORETZ et al., 2019]. A inibicdo da
reabsorcao, deixa os acidos mais expostos no intestino e esta exposigao prolongada
permite que eles se liguem ao FXR intestinal [TILG, MOSCHEN, 2014]. Aliado a
isso, houve também aumento na secre¢cdo de GLP-1, que acontece através de
estimulos aos receptores acoplados a proteina G como o TGR5 presente nas
células L dos enterdcitos em resposta a biodisponibilidade do pool de acidos biliares
intestinais [FORETZ et al., 2019].

Embora seja complexa e n&do totalmente compreendida, a homeostase dos
acidos biliares é uma pega no quebra-cabega que liga a microbiota e o controle
glicémico do hospedeiro. Modulagao do eixo microbiota intestinal-bile pode oferecer
uma futura abordagem terapéutica na obesidade e T2DM [GERARD, VIDAL, 2019].
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A metformina também foi capaz de elevar as concentragdes de Lactobacillus
e Bifidobacterium, esta ultima possuindo elevada atividade BSH em comparacéao a

outros grupos bacterianos [KIM et al., 2004].

4.7.4. A metformina mantém a integridade da barreira intestinal

Conforme explicado anteriormente, a endotoxemia metabdlica €& um
fendbmeno onde a permeabilidade intestinal é afetada, em casos de disturbios
metabdlicos, por exemplo, com a translocacdo de LPS pela barreira do intestino,
aumentando a sua concentragdo plasmatica [GERARD, VIDAL, 2019] e induzindo
uma inflamagao cronica que causa resisténcia a insulina [LEE et al., 2021].

Assim como a Akkermansia muciniphila, a F. prausnitzii e Lactobacillus
também exercem importantes atuacdes na preservacao da barreira intestinal devido
ao aumento na quantidade de proteinas de juncdes estreitas das células epiteliais,
fortalecendo a barreira intestinal [PATTERSON et al., 2016], além de possuirem
efeitos anti-inflamatdrios [KE et al., 2021]. A F. prausnitzii também produz a molécula
anti inflamatéria microbiana (MAM - Microbial anti-inflammatory molecule), um
metabdlito capaz de restaurar a barreira intestinal danificada pela expressao positiva
de ZO-1. (fig. 9) [ZHOU et al., 2022].

A hiperglicemia interfere nas juncdes estreitas e aderentes do transportador
de glicose 2 (GLUTZ2 - Glucose transporter 2). As vesiculas extracelulares (EVs -
Extracellular vesicles) e a proteina Amuc 1100, ambas derivadas da membrana
externa de A. muciniphila, mantém a integridade da barreira intestinal pela ligagao
com o receptor toll-like 2 (TLR2 - Toll like receptor 2), reduzindo a obesidade e a
resisténcia a insulina (fig 9) [ZHOU et al., 2022]. As EVs possuem biomoléculas que
induzem a expressao do receptor ativado por proliferadores peroxissomais tipo alfa
(PPAR-a - Peroxisome proliferator-activated receptor-alpha) que regula a expressao
de genes envolvidos na beta-oxidacido de acidos graxos e € um importante regulador
da homeostase energética [VAN RAALTE, 2004]. Tanto as EVs como a proteina
Amuc_1100 sao reduzidas em diabéticos [ZHOU et al., 2022].
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Figura 9 - Respostas imunoldgicas e inflamatérias induzidas pela microbiota intestinal no DM2
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O tratamento com metformina também elevou a expressao de mucina2
(MUC2), uma proteina que cobre o epitélio intestinal, ao expandir o niumero de
células caliciformes que a secretam [KE et al., 2021].

A expressao do gene MUCS também foi aumentada em camundongos e com
isso, muitas proteinas de jungdo como ocludinas e ZO-1 foram recuperadas e a
permeabilidade intestinal foi reduzida (fig 10) [LEE et al., 2021].

Ndo somente isso, mas niveis da Bifidobacterium spp também foram
aumentadas, uma bactéria gram negativa que apresenta propriedades
anti-inflamatérias. O aumento na sua concentracdo, estimula a liberagao de GLP-1

que contribui para a diminuicdo da permeabilidade intestinal [PITOCCO et al., 2020].



Figura 10 - Impacto da metformina na microbiota intestinal
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4.7.5. A metformina aumenta a secre¢ao de peptideos relacionados ao

intestino

Foi demonstrado que o tratamento com metformina elevou as concentragdes

de GLP-1 em estudos conduzidos em humanos e animais, estimulando a secrecao

pelas células L e/ou diminuindo a sua degradacédo pelo DPP4, porém com um

impacto pequeno na atividade do DPP4 e um maior na secregéo de GLP-1. Estudos

demonstraram que o farmaco eleva as expressGes de pré-proglucagon e
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proglucagon no intestino grosso, duas proteinas precursoras do GLP-1,
aumentando, assim, a producdo do mesmo [MCCREIGHT et al., 2016].

Um efeito semelhante aconteceu com os niveis do PYY durante o uso de
metformina, porém os efeitos foram menos pronunciados do que os observados com
o GLP-1. Além disso, houve correlagdes entre a abundancia dos filos Firmicutes e
Bacteroidetes com a concentracado de PYY, indicando uma possivel associagao entre
estas bactérias e a regulacédo deste horménio [RODRIGUEZ et al., 2018].

Um outro possivel mecanismo é a regulacao indireta da secrecdo de GLP-1
da metformina por meio de alteracbes no pool de acidos biliares através da
modulag¢ao da microbiota intestinal. Estas novas descobertas apoiam a hipétese de
que a metformina regula os horménios GLP-1, PYY e GIP, envolvidos na secrecao
da insulina e também nos efeitos de redugao da glicose. Ela é capaz de diminuir as
concentracdes de GIP e estimular positivamente o GLP-1 e PYY [RODRIGUEZ et
al., 2018].

O intestino delgado superior é responsavel por desencadear sinais de
feedback negativo a partir de peptideos oriundos da ingestdo de nutrientes, um
deles ¢é a liberagcdo do GLP-1 via cotransportador de sodio-glicose-1. A este respeito,
a metformina elevou a secrecdo de GLP-1 e a expressdo de SGLT-1 (fig. 10). A
regulacdo positiva de metabdlitos mediados SGLT-1 produzidos por Lactobacillus
resultou no aumento da captacao de glicose apds o tratamento com metformina. A
espécie Lactobacillus gasseri aumentou a expressao do transportador de glicose 4
(GLUT-4) no musculo com potencial efeito antidiabético [GURUNG et al., 2020],
sugerindo que os Lactobacillus podem estar associados com a modulagdo da
glicose. Além disso, houve também um aumento na expressdo do gene GPR120,
conhecido por afetar a expressédo do GLP-1. No entanto, o mecanismo pelo qual a
metformina altera a abundancia de Lactobacillus permanece desconhecido [LEE et
al., 2021].

4.7.6. A metformina modula a resposta imune

A metformina também €& capaz de inibir a liberagdo direta de citocinas
inflamatdérias como as interleucinas 6 (IL-6), 1B (IL-1B) € o TNF-a. SHIN et al

também demonstraram aumento na quantidade de células T regulatérias durante
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tratamento, podendo se tracar uma correlagdo negativa entre marcadores
inflamatérios e o tratamento com metformina [SHIN et al., 2014].

A abundancia de Bacteroides e Butyricimonas também aumentou,
correlacionado negativamente com a expressao de IL-1B3 e IL-6, sendo esta ultima
possuindo efeitos pré inflamatérias, reduzindo a sinalizagdo de insulina no tecido
adiposo [LEE et al., 2021].

Um resultado foi semelhante com o aumento de bactérias do género
Lactobacillus e varias espécies de Lactobacillus que demonstraram modular a
inflamacéo apds o tratamento [LEE et al., 2021]. Muitas espécies de Lactobacillus (L.
plantarum, L. paracasei, L. casei), sdo capazes de reduzir quantidades de IL-1B e
IL-8. Foi demonstrado também que Lactobacillus gasseri reduz a obesidade,
aumentando os genes de oxidagdo de acidos graxos e reduzindo os genes
relacionados a sintese de acidos graxos [GURUNG et al., 2020].

A producao de butirato por Faecalibacterium e Roseburia € conhecida por
inibir a atividade do fator nuclear kappa B (NF-kB) [LEE et al.,, 2021] que esta
envolvido na transcricdo de macréfagos M1 e na indugdo de um grande numero de
genes inflamatérios [LIU et al., 2017]. R. intestinalis também pode aumentar a
producdo de IL-22, uma citocina anti inflamatéria conhecida por restaurar a
sensibilidade a insulina [GURUNG et al., 2020].

5. CONCLUSAO

Com o passar dos anos, a microbiota intestinal tem atraido cada vez mais
interesse pelo fato de estar envolvida em diversos efeitos relacionados ao controle
glicémico e a relacdo entre DM2, metformina e microbiota intestinal esta
gradualmente compreendida. Esta bem estabelecido o desequilibrio intestinal em
pacientes diabéticos e o seu comprometimento em relagdo ao controle glicémico.
Embora, ndo ha um consenso a respeito de todas as bactérias que sao afetadas
pela metformina, a grande maioria dos estudos mostrou a diminuigdo no numero de
bactérias produtoras de acidos graxos livres em pacientes diabéticos e também
revelaram a forte relacdo entre a microbiota intestinal e os efeitos redutores de
glicose da metformina. Mecanisticamente, os AGCCs, especialmente o butirato e o
propionato, evoluiram como caminhos atraentes pelo fato de poderem moldar as

fungbes imunologicas e metabdlicas da microbiota. Varios outros mecanismos
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estabelecem uma relagéo entre as bactérias intestinais e a homeostase da glicose:
secrecao de incretinas, metabolismo de acidos biliares e regulagéo da integridade da
barreira intestinal e do tecido adiposo, sugerindo que estas vias podem ser utilizadas
como caminhos promissores para o tratamento de disturbios glicémicos. As
possibilidades atuais de modificar esta microbiota para nosso préprio beneficio sdo
numerosas e oferecem resultados esperangosos.

Apesar das agdes na microbiota, ainda ndo esta claro quanto dos efeitos
hipoglicemiantes da metformina vém destas alteragbes, mas 0s mecanismos
classicos de agao, a exemplo da inibicdo da gliconeogénese no figado, mantém a
importancia no tratamento em diabéticos. Devido a composicdo e riqueza da
microbiota serem modulados pela dieta, saude do hospedeiro, idade, etnia, genética
etc, ha uma dificuldade na comparacao entre estudos e futuros estudos ainda sao
necessarios para esclarecer em mais detalhes alguns mecanismos pelos quais a
metformina influéncia no metabolismo da glicose e todas as bactérias que compdem
a microbiota intestinal.

A respeito do uso de outros tratamentos, Lactobacillus e Akkermansia
interferem em varias vias de atuacdo da metformina e sao fortes candidatos a serem
utilizados como probidtico e bioterapéutico respectivamentes, em especial a
Akkermansia muciniphila que esta implicada na melhoria de disturbios metabdlicos,
como endotoxemia metabdlica, adiposidade, resisténcia a insulina e inflamagao de

baixo grau.
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