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REsumMo

Os fungos apresentam papel importante na saude humana, sendo componentes da microbiota humana de
diversos sitios anatbmicos como, por exemplo, pele, cavidade bucal, trato gastrintestinal e trato geniturinario.
Sdo também agentes etiolbgicos de varias infecgbes, desde micoses superficiais até sistémicas. Os fungos
participam na regulacdo do sistema imunolégico, podendo promover o surgimento de alergias das vias aéreas
superiores. Estdo presentes na composi¢do da microbiota intestinal, formando o micobioma. Portanto, seu
papel no desenvolvimento da obesidade deve ser considerado, atuando tanto na modula¢io da resposta imune
local quanto através de sua interacdo com os demais microrganismos da microbiota intestinal. Este trabalho
tem como objetivo revisar aspectos da participa¢do microbiana na etiopatogenia da obesidade e discutir a
participagdo dos fungos no microbioma intestinal, sua relagio com a obesidade e as perspectivas futuras, com
a utilizagdo de metodologias moleculares, para um melhor entendimento do papel dos fungos na microbiota
intestinal na saide e na doenca.
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sendo destacada como um problema de satde publica
mundial (TORRES-FUENTES et al., 2013).
Recentemente, o Ministério da Sadde divulgou
uma pesquisa que revela que pela primeira vez mais
da metade (52%) da populagio brasileira apresentava
obesidade ou sobrepeso. O levantamento ¢ da Vigitel
(Vigilancia de Fatores de Risco e Protecio para

1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ definida pelo aumento do indice de
massa corporal (IMC), constituindo uma sindrome
metabdlica de causa multifatorial. Individuos com
IMC = 25 Kg/ m2 sao considerados como sobtepeso
e individuos com IMC 2 30 Kg/ m2 sio classificados

como obesos. Biologicamente, ¢ considerada como
sendo o acumulo de adip6citos nos tecidos, devido
ao clevado indice de massa corporal (BERNHARD
et al., 2013).

Desde 1997 a organizacdo mundial da saude vem
alertando para uma crescente epidemia de obesidade
nos paifses desenvolvidos, a qual levaria um maior
risco de desenvolvimento de doencas nao infecciosas
relacionadas a obesidade (PRENTICE et al., 2006)
(DIBAISE et al, 2008). Atualmente a obesidade
pode ser considerada uma pandemia (PRENTICE et
al., 2000), pois atinge tanto as populagdes dos paises
desenvolvidos quanto dos em desenvolvimento,

Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico), e os
dados foram coletados em 26 capitais brasileiras e no
Distrito Federal no ano de 2012 na populagio acima
de 18 anos de idade (BRASIL, 2013).

A obesidade infantil e o sobrepeso ja atingem
numeros alarmantes em muitos paises. (BERVOETS
et al, 2013). Dados da Pesquisa Nacional sobre
Nutri¢io e Saude demonstram que 33% da populagio
adulta dos Estados Unidos é obesa e 17% das
criancas ¢ adolescentes apresentam  sobrepeso
(DIXIT, 2008). E comum que as criancas obesas
apresentem maior risco para desenvolvimento de
comorbidades relacionadas ao excesso de massa
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corporal, como por exemplo, diabetes mellitus tipo
2 e doengas cardiovasculares prematuras (DIBAISE
et al,, 2008). Outros agravos a saude também podem
estar relacionados ao ganho excessivo de peso,
doengas como hipertensdo pulmonar, apnéia do sono,
disturbios gastroesofagicos, disturbios musculares e
até cancer (DIBAISE et al., 2008).

Ainflamagao cronica de baixo grau é a caracteristica
marcante de individuos obesos, que possuem maiores
niveis de citocinas inflamatérias circulantes (BOSELO;
ZAMBONI, 2000). O tecido adiposo dos obesos se
torna um sitio de células inflamatérias, principalmente
macréfagos do tipo M1, que secretam grandes
quantidades de citocinas inflamatérias e quimiocinas
que atraem um maior numero de células inflamatorias,
aumentando assim os niveis destas moléculas, que
contribuem ativamente para a inflamacao sistémica
nestes individuos (Haddad; Saade; Safieh-Garabedian,
2002). Estas pessoas podem apresentar niveis alterados
de leptina, horménio relacionado com a saciedade,
mas também descrito como importante indutor de
respostas inflamatérias do tipo Thl (ZHAO et al,
2003) (Bernotiene; Palmer; Gabay, 2006) (LAM; LU,
2007).

Além do status imunolégico alterado, ¢ sugerido
que a composicio bacteriana (espécies e abundancia)
da microbiota intestinal seja Gnica para cada individuo
(TILG; Kaser, 2011). Por outro lado, alguns autores
propde o conceito de um nucleo microbiano comum
entre os diferentes hospedeiros, entretanto, esta
proposicao tem sido questionada visto que, espécies
de nucleo anteriormente proposto podem representar
menos de 1% do total de componentes da microbiota
intestinal em alguns individuos semelhantes (Backhed
et al., 2004). Apesar da grande variabilidade na
composi¢do de espécies (microbiota), os perfis
genéticos funcionais (microbiomas) sio semelhantes
em individuos saudaveis. No entanto, essa redundancia
funcional pode refletir convergéncia evolutiva de
taxons nao relacionados, culminando em dificuldades
na compreensio do que constitui a variagio saudavel
ou patolégica na estrutura da comunidade microbiana
(Duncan et al., 2008) (Delzene; CANI, 2011).

De forma geral, varios estudos tém sugerido a
relacio entre a obesidade e a microbiota residente
intestinal, entretanto esses dados requerem atencio
em funcio da variagdo regional e social dos individuos
que pode refletir na qualidade microbiana endégena.
Em muitos estudos as diferencas observadas nio
tem se mostrado homogéneas. Além disso, sugere-
se a utilizagdo de diferentes metodologias analiticas
e a observagdo e descricdo de um conjunto maior
de varidveis que inclua observa¢oes intrinsecas no
individuo, além da simples descri¢ao de peso e IMC,

como a inclusio de dados sociodemograficos e clinico-
epidemiolégicos (regionalismo), e outros fatores
endégenos dos hospedeiros, como caracteristicas
imunologicas.

2 REVISAO DE LITERATURA

Esta revisio de literatura foi realizada por meio
do levantamento de dados encontrados nas bases de
dados NCBI — PubMEd, Scielo, Periédicos Capes e
Science Direct. Foram consultados artigos originais
e de revisio sobre o tema: Papel da microbiota
na modulacio da homeostase dos hospedeiros:
correlagdo entre micobioma intestinal e obesidade,
utilizando os descritores: micobioma, microbiota
intestinal e obesidade. O tempo para analise dos
artigos foi de trés meses e foram escolhidos os mais
relevantes em relacdo ao tema.

2.1 Obesidade, aspectos clinicos e
epidemiolégicos

A epidemia mundial de obesidade esta suscitando
esforcos para identificar fatores ambientais e
do hospedeiro que afetam o balanco energético
(TURNBAUGH et al., 2006). Dentre os fatores
ambientais relacionados ao aumento do indice de
massa corporal, podem ser destacadas as profundas
mudangas nos padroes alimentares mundiais e o custo
relativo dos alimentos, responsavel pelas transicoes
nos habitos alimentares (PRENTICE et al., 2000).
Alimentos de maior valor enérgico sdo consumidos
com maior frequéncia e em maior quantidade. A
composiciao qualitativa e quantitativa da dieta diaria
varia consideravelmente de refeicdo para refeicdo e
também de um dia para o outro, levando a variacGes
das taxas metabdlicas (EVERARD; CANI, 2013).
Fatores genéticos e habitos como fumo e pratica de
atividade fisica regular podem influenciar de forma
significativa o aumento ou a reducdo da massa
corporal em cada individuo (DIBAISE et al., 2008)
(VAEL, et al., 2011) (Torres-Fuentes et al., 2013).

Biologicamente, a obesidade ¢ definida como
um excesso de adipdcitos, correlacionados com
indice de massa corporal IMC), sendo caracterizada
como sindrome metabdlica de causa multifatorial,
com participagdo de hormonios, neuropeptideos
e citocinas. Assim, a obesidade tem conseqiiéncias
sobre o eixo neuro-imuno-endécrino (Dixit, 2008)
(Moller; Kaufman, 2005). O hipotalamo é o alvo de
varios sinais transmitidos perifericamente e também
de circuitos neuronais que controlam o balanco
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energético e a massa corporal (Williams; Harrold;
Cutler, 2000). Por volta de 1940, foi sugerido que
alguns nuicleos hipotalamicos podem ser centros
reguladores do apetite (hipotilamo lateral) e da
saciedade (hipotilamo ventro-medial). A area
delimitada pelo nucleo arqueado (ARC), situado perto
da base do terceiro ventriculo e imediatamente acima
da eminéncia mediana, é um dos chamados “6rgios
circunventriculares”, nos quais a barreira hemato-
encefalica ¢ modificada especialmente para permitir
a entrada de peptideos e protefnas circulantes, como
leptina e insulina, que sdo considerados sinalizadores
da massa corporal. Foi descoberto recentemente
que a regido ventromedial do hipotilamo é o alvo
principal da leptina, que age neste local inibindo a
ingestdo alimentar e aumentando o gasto energético
(WILLIAMS, 2001), através de circuitos neuronais que
possuem moléculas sinaliz adoras orexigenas (leptina)
e anorexigenas (grelhina), como o neuropeptideo
Y (NPY), galanina, orexina, dentre outros (DIXIT,
2008) (Sahu, 2003).

Nos dltimos anos, muitos trabalhos tém
relacionado o sistema neuroenddcrino ao sistema
imunolégico, estudando a interagdo dos hormonios,
células, neuropeptideos e citocinas na fisiologia dos
sistemas e na resposta imunolégica (Velloso; Savino;
Mansour, 2009) (Dardenne, 2009). Por exemplo,
uma inflamacdo periférica estimula a liberacio de
hormonio liberador de corticotrofina (CRH), que
por sua vez regula a resposta ao stress através da
producio de hormonio adenocorticotréfico (ACTH),
este hormonio promove a sintese e a liberagdo de
glucocorticéides, os quais tem potente a¢do anti-
inflamatéria, diminuindo as respostas imunoldgicas
tanto humorais quanto celulares (La Cava; Matarese,
2004). Ainda, existem mediadores comuns entre o
sistema neuroenddcrino e o sistema imune, como I1.-
1, IL-6 e TNF-a, que atuam modulando a inflamagao
através do eixo hipotalamo- pituitaria- adrenal (HPA)
(Turnbull; Rivier, 1999) (HADDAD; SAADE;
SAFIEH-GARABEDIAN, 2002).

O tecido adiposo tem importantes funcdes como
6rgio endodcrino ao produzir diversos hormoénios e
moléculas sinalizadoras, como a leptina, a qual tem
funcdo de regulacio do sistema imune, pois estd
envolvida na deficiéncia da resposta imune humoral
e celular, a adipocitocina, atuando como protetor
contra a inflamagao e as intetleucinas secretadas pelos
adipocitos (IL-6 e IL-8). A leptina ativa linfocitos
T, aumenta a resposta Thl, ativa mondcitos, entre
outros. Portanto a leptina pode ser considerada uma
citocina pré-inflamatéria (ALVEZ, 2000).

A inflama¢io do tecido adiposo ocorre como
uma consequéncia da obesidade, caracterizada pela

infiltracio e ativacdo de células do sistema imune,
elevando a sintese de citocinas e quimiocinas. Hsta
inflamacdo cronica contribui com os mecanismos de
indugio da resisténcia a insulina e, consequentemente,
ao desenvolvimento do diabetes tipo 2. Varios estudos
buscam identificar as subpopula¢Ses de células
imunolégicas que estdo envolvidas no processo
inflamatorio do tecido adiposo, compreender os
mecanismos que levam a inflamagio deste tecido
e desenvolver imunoterapias para reverter este
processo (HAN; LEVINGS, 2013). O aumento
nos niveis de leptina circulante, um dos principais
hormonios associados a obesidade, juntamente a
resisténcia central a este hormoénio relacionada com
os niveis reduzidos de grelina e adipocitocina estdo
relacionadas com o processo inflamatério observado
na obesidade (SIEGMUND et al., 2002).

Além disso, varios fatores como idade, estilo
de vida, alimentacio, influenciam a composicio da
microbiota intestinal. A mudanca na dieta é um fator
promissor na terapéutica da obesidade, por ser um
meio de facil intervencio (BRANDT et al., 20006).
Numerosos estudos utilizando modelos animais
e humanos demonstraram que a microbiota pode
influenciar a homeostase energética do hospedeiro
por de varios mecanismos (Qin et al., 2010). Porém,
estudos adicionais, de carater regional ainda sdo
necessarios para uma compreensio mais detalhada
da relagdo entre a composicao microbiota intestinal e
os variados fen6tipos metabdlicos como a obesidade,
e de como uma modulacdo destes microrganismos
poderia ser benéfica para alteragdao destes fenotipos.

Neste sentido ¢é aceito que as bactérias da
microbiota intestinal contribuem para a maturacdo
do sistema imune e diminuicdo de possiveis reacoes
alérgicas (BRANDT et al,, 2006) (MAZMANIAN
et al., 2005), porém nio é conhecida a relacio da
microbiota fungica intestinal com a modula¢io do
sistema imune do hospedeiro (CUI et al., 2013)

2.2 Implicagbes da microbiota intestinal
no desenvolvimento e manutengio

da obesidade

A microbiota intestinal humana ¢é constituida
por uma grande quantidade de microrganismos
distribuidos de maneira ndo homogénia, de acordo
com as caracteristicas de cada porcdo intestinal,
sendo o colén a parte que alberga o maior nimero
de microrganismos devido, principalmente, a grande
quantidade de nutrientes ali disponiveis, auséncia
de secrecOes intestinais e ao peristaltismo lento
caracteristico do local (Villela, 2004) (QIN et al,
2010). Estima-se que a microbiota intestinal contenha
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cerca de 150 vezes mais genes do que o genoma
humano (FLINT, 2011).

A participagdo das bactérias na composi¢ao
da microbiota humana é bem estabelecida, sendo
conhecidas as principais espécies bacterianas em
alguns sitios anatomicos, como pele, cavidade oral,
trato geniturinario e trato gastrintestinal (CUI et al.,

2013).
A enorme quantidade e diversidade de
microrganismos presentes no trato intestinal

contribuem com diversas func¢des, como: funcio
imunomoduladora, contribuindo para a maturagio
local e sistemica de uma tresposta
geracdo de imunotelerancia; metabolismo
de drogas; favorecimento do desenvolvimento de

imune e
uma

microvilosidades e importantes fungdes metabdlicas
(Villela, 2004) (TAGLIABUE; ELLI, 2013) (DIBAISE
et al., 2008) (Turnbaugh, 2000).

Somente nos dltimos dez anos, no entanto é que
o microbioma humano como um novo conceito
microbiolégico, o qual engloba a pesquisa de todos
os microrganismos (bactérias, fungos, arquéias e
virus) como componentes da microbiota de um
determinado sitio anatémico, vém sendo considerado.
Essa conotagio mudou em 2010, quando o termo
micobioma (uma combinacido das palavras micologia
e microbioma) foi utilizado pela primeira vez para
se referir ao microbioma fungico (CUI et al., 2013).
Existem diversas razbes patra incluir o estudo da
participagdo dos fungos na constitui¢io da microbiota
das diferentes partes do corpo. Alguns fatores
reforcam esta mudanca: (I) a incidéncia de infeccoes
fangicas tem aumentado significativamente nas duas
ultimas décadas, principalmente as oportunistas,
com o crescimento do ndmero de pacientes
imunossuprimidos, infectados pelo virus HIV,
transplantados ou em quimioterapia para cancer; (II)
doengas que eram consideradas como nao associadas
a fungos, hepatite, fibrose cistica e doencas intestinais
inflamatorias, hoje parecem estar relacionadas ao
micobioma de determinados locais e (I1I) a interagio
entre os diferentes biomas e entre o hospedeiro e o
micobioma sdo ctiticas na progressio das doencas
(CUI et al., 2013)

O micobioma de diferentes partes do corpo
interage entre si. Atualmente a interagdo melhor
compreendida é a que ocorre entre os fungos do trato
gastrintestinal e os do trato respiratério: um distarbio
causado por Candida albicans no micobioma intestinal
pode resultar em doenga alérgica pulmonar induzida
por Aspergillus fumigatus no micobioma pulmonar.
Alguns estudos apontam para a importancia da
utilizagdo de terapia prebiotica e probidtica na regulagao
do microbioma intestinal, no qual a diversidade

bacteriana intestinal aumentou significativamente
enquanto que a diversidade fungica, principalmente
0s oportunistas e patogénicos diminuiu. Este efeito
resulta na restauracdo da mucosa intestinal protetiva
relacionada a microbiota. A reducdo ou alteracio da
microbiota intestinal bacteriana pode resultar em
patologias, como por exemplo, a obesidade (CUI et
al., 2013).

Além disso, recentemente tem sido sugerido que
individuos obesos e eutréficos apresentam diferencas
na microbiota intestinal (DIBAISE et al., 2008). Um
exemplo claro desta influencia é o uso de adogantes
artificiais, capazes de induzir a intolerdncia a glicose,
através de alteragdes na composicio e funcionalidade
da microbiota bacteriana intestinal, podendo levar
ao desenvolvimento do diabetes tipo 2 (SUEZ et al.,
2014).

Evidéncias recentes tém sugerido o envolvimento
da microbiota intestinal na regulacdo energética, assim
como no processo inflamatério, sendo, portanto,
um fator ambiental relacionado a fisiopatologia da
obesidade. Diversos estudos utilizando modelos
animais tém sugerido que a composi¢ao da microbiota
intestinal ¢é diferenciada em individuos obesos e
eutréficos (BERVOETS et al., 2013).

E aceito que alguns microrganismos fermentam
componentes da dieta ndo digeriveis, produzindo
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente
acetato, propionato e butirato (Villela, 2004)
(Turnbaugh, 2006) (CANI; DELZENNE, 2009).
HEstes sio facilmente absorviveis e, estima-se que
sejam responsaveis por 10% da energia total da dieta
(CANI; DELZENNE, 2009). O acetato é captado
pelo figado, onde serve como substrato para a
gliconeogénese, sintese de colesterol e triglicerides
(MUSSO et al.,, 2010). A capacidade de fermentar
carboidratos a dcidos graxos de cadeia curta varia entre
as espécies microbianas, de modo que a composi¢ao
da microbota intestinal de um individuo influencia
na maior ou menor captagio de energia (Turnbaugh,
2000).

O propionato e o acetato sio ligantes fisiologicos
de dois receptores acoplados a proteina G (Gpr):
Gpr4l e Gprd3, expressos em diversas células
(imunes, endodcrinas e adiposas), ativando-os
(TURNBAUGH, 2006). A ativagdo da Gpr43
contribui para a inibicdo da lipdlise e diferenciagio
dos adipécitos, promovendo uma expangio do
tecido adiposo em animais submetidos a uma dieta
rica em gorduras (FARIAS et al., 2011). A interacio
dos AGCC com os receptores Gpr induz, também, a
secre¢do do hormonio peptideo YY (PYY) envolvido
com a redu¢io da motilidade intestinal, permitindo,
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dessa forma, maior absor¢io de nutrientes no limen
intestinal (Villela, 2004) (Qin et al., 2010).

Além da maior absorcio de AGCC, a microbiota
intestinal promove, também, uma maior absor¢io
de glicose a partir da fermentacdo de componentes
nao digeriveis da alimentacio, levando a um aumento
da glicemia e, consequentemente, insulinemia,
dois fatores chaves na regulagdo da lipogénese. A
glicose e a insulina também sdo importantes no
processo de lipogénese de novo no figado, através da
expressao de varias enzimas chaves como Acetil-CoA
carboxilase (ACC) e acido graxo sintetase (FAS) e de
suas proteinas mediadoras ChREBP (carbohydrate
responsive element binding protein) e da SREBP-1
(sterol responsive elemento binding protein). Este
aumento foi demonstrado em camundongos “germ
free” ap6s a colonizacio do seu trato gastrointestinal
(Loos et al., 2008) (Lee; Mazmanian, 2010).

De acordo com a literatura, a microbiota intestinal
esta implicada, ainda, com a inibi¢do seletiva do
fasting-induced adipose factor (Fiaf), hormoénio
produzido pela mucosa intestinal, e que atua como
inibidor circulante da Lipopoteina lipase (LPL),
privilegiando o acimulo de triglicérides no adipdcitos
e diminuindo a lipdlise (Villela, 2004) (Qin et al.,
2010) BRANDT et al., 2006) (TURNBAUGH, 2006)
(Loos et al., 2008) (Lee; Mazmanian, 2010).

Assim, embora o papel das bactérias intestinais na
modulag¢do da resposta imune sistémica e da fisiologia
intestinal seja amplamente discutido, os efeitos de
outros microrganismos comensais sao desconhecidos
(KIM etal., 2014). Alguns autores relatam um aumento
na quantidade de fungos de cerca de 40 vezes apos
o tratamento de ratos com antibiéticos e retorno as
quantidades iniciais ap6s o fim do tratamento, exceto
Candida, a qual permanece mais abundante do que
antes do tratamento (DOLLIVE, 2013). O aumento
de fungos comensais da microbiota intestinal, em
camundongos tratados com antibiéticos podem
induzir inflamagoes alérgicas das vias areas (KIM et
al., 2014).

No trato gastroinstestinal humano, a levedura
Candida albicans, o fungo mais descrito na literatura
como membro da microbiota intestinal, pode
provocar, por translocacdo, infec¢Oes sistémicas.
Os enterécitos do  epitélio  intestinal secretam
uma grande quantidade e diversidade de muco, o
qual tem uma importante fun¢do na limitacdo da
multiplicacdo das células de C. albicans neste tecido.
Essas leveduras secretam aspartil proteinase, enzima
capaz de degradar o muco intestinal, o que contribui
para a patogenicidade da levedura, facilitando sua
penetragdo na barreira mucosa e subsequente adesao
e invasdo nas células epiteliais. Uma variedade de

adesinas fingicas estdo envolvidas na ligacdo a
proteinas de supetficie da célula hospedeira, incluindo
componentes da matriz extracelular, como laminina,
fibronectina e fibrinogénio (SILVA et al., 2014).

Embora algum conhecimento sobre o papel
dos fungos na fisiologia do trato gastrintestinal seja
disponivel, percebe-se a necessidade de estudos
prospectivos do micobioma intestinal para suscitar
inferéncias sobre a interagao fungo-hospedeiro na
obesidade pela comparagio da microbiota intestinal
e do perfil imunolédgico entre individuos obesos e
eutréficos previamente caracterizados em relagao ao
perfil nutricional, bioquimico e caracteristicas clinico-
epidemioldgicas.

2.3 Métodos de estudo de ecossistemas
microbianos intestinais

Através da utilizacio de métodos moleculares de
investigacdo, pesquisadores sugeriram que O trato
gastrintestinal humano contém aproximadamente
1012 microrganismos por mililitro de conteudo
luminal, composto por pelo menos 1800 géneros e
aproximadamente 15000 a 36000 espécies bacterianas
diferentes (DIBAISE et al., 2008). Ja foram descritos
cerca de 50 filos bacterianos compondo a microbiota
intestinal, entretanto dois deles sio dominantes:
Bacteroidetes e Firmicutes (MORALES et al., 2010)
(Brandt et al., 2006). Os recém-nascidos sio estéreis,
no momento do nascimento, ndo apresentando
microbiota intestinal. Nos primeiros dias de vida,
comeg¢am a adquirit a sua microbiota do trato
gastrintestinal, se estabilizando por volta dos dois
anos de idade. Apds este periodo, esta comunidade
ja adquire as mesmas caracteristicas da idade adulta
(BRANDT et al., 2006).

Os trabalhos atuais revelam que a variagdo na
composicao e diversidade da microbiota intestinal,
pelas  alteracdes  qualitativas e
quantitativas dos filos, géneros e espécies bacterianas

caracterizada

foi correlacionada a obesidade. O primeiro estudo
realizado revelando estas alteracdes foi realizado em
ratos obesos e demonstrou um aumento de Firmicutes
e diminuicao de Bacteroidetes na microbiota intestinal
(EVERARD; CANI, 2013).

Diversos estudos sdo realizados para avaliar a
participagdo das bactérias na microbiota intestinal,
entretanto, a diversidade fungica deste ecossistema
¢é pouco conhecida (GOUBA, et al,, 2014). Isso se
deve em parte a utilizagdo de técnicas dependentes
de cultivo e caracterizagao morfologica e fisiologica
dos fungos, o que restringe a identificagdo apenas dos
cultivaveis (SCUPHAM et al., 2000).
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As técnicas de cultivo basicas de fungos remontam
a década de 1920 e consistem na inoculacio das
amostras em meios de cultura sélidos em placas de
Petri ou frascos contendo meios de cultura liquidos
estéreis. Os resultados dos experimentos sio feitos
visualmente, através da avaliacgio do ctrescimento
das estruturas fingicas e também de modificagbes
do meio de cultura devido a sua composi¢do. Os
métodos de cultura de fungos tém evoluido muito nas
ultimas décadas. Entretanto organismos encontrados
em pequenas concentragdes ou aqueles que requerem
interagbes com outros organismos niao podem ser
identificados pelos métodos classicos de cultivo (CUI
et al,, 2013).

Assim como as bactérias ndo cultivaveis, os fungos
nao cultivaveis compreendem a maior parte do
micobioma humano (CUI et al., 2013). Por exemplo,
podemos citar o trabalho de Chen et al.,, 2011, onde
somente dois fungos foram obtidos por métodos de
cultura: Saccharomyces cerevisiae e Candida spp.,
de um total de 37 fungos intestinais relatados, que
possuem correlagdo direta com a hepatite B cronica
(CHEN, 2011).

As limitagbes dos métodos dependentes de
cultivo levaram nos ultimos vinte anos, a introducio
de abordagens independentes de cultivo. Assim,
novas metodologias para a classificagdo dos fungos
que nio requerem cultivo foram desenvolvidas, tais
como andlises de polimorfismo dos comprimentos de
fragmentos de restricdio (RFLP), impressio digital de
fragmentos de DNA codificador para rRNA (OFRG),
eletroforese em gel com gradiente de desnaturagdo
(DGGE) ¢ hibridizacio in situ (CUI et al., 2013).

O sequenciamento direto dos genes dos fungos
tem-se mostrado o melhor método para caracterizagao
do micobioma. Além disso, com o desenvolvimento
das novas plataformas de sequenciamento (454
Roche, Illumina, HiSeq e MiSeq, lon Torrent) tem
apresentado uma melhor relagio custo — beneficio
quando comparada a metodologia classica de Sanger
(CUI et al., 2013).

A sele¢io de regides gendmicas alvos ¢ uma
técnica comum para estudo de diversidade fungica,
assim como ocotre para os estudos de diversidade
bacteriana do microbioma. O gene RNA ribossomal
¢ a regido alvo mais comumente utilizada, visando
principalmente a subunidade menor 18S do tDNA,
a subunidade maior 285 do tDNA e a regidao dos
espacadores internos transcritos (ITS). Entretanto, o
RNA 28S vem sendo gradualmente eliminado como
regido alvo, devido a auséncia de diferenciagdo para
muitas espécies fungicas (CUI et al., 2013).

Até o momento nio existe consenso de qual seria
a melhor regido alvo, 18S ou ITS. Comparada com a

regido alvo 18S, a ITS é mais diversificada permitindo
melhor classificagio filogenética (identificagdo de
géneros). Entretanto, a alta conservagiao da regido
188, facilita a amplificacio do rDNA fungico. A
escolha de qual regido dentro da regido alvo ITS deve
ser criteriosa, pois iniciadores ITS-1 e ITS-1F devem
ser utilizados para amplificacdo dos basidiomicetos
e iniciadores ITS-2 e ITS-4 para amplificacio dos
ascomicetos (CUI et al., 2013).

Existem poucos relatos da presenca de organismos
eucariotos na microbiota intestinal que reflitam
a abundancia ou diversidade de fungos entéricos
(SCUPHAM et al, 2000) (GOUBA, et al, 2014).
Um dos primeiros estudos para avaliar a micobiota
intestinal utilizou como modelo ratos. Os principais
filos de fungos descritos foram Ascomycota,
Basididiomycota, Chritidiomycota e Zigomycota. Os
géneros encontrados foram Acremonium, Monilia,
Fusarium, Cryptococcus, Scleroderma, Catenomyces,
Spizellomyces, =~ Neocallimastix, =~ Powellomyces,
Entophlyctis, Mortierella, Smittium e a ordem
Mucorales (SCUPHAM et al., 2000).

Recentemente um estudo revelou a diversidade
de fungos leveduriformes, filamentosos e também
organismos protistas na microbiota intestinal. Foram
avaliadas fezes de sete individuos de quatro paises
tropicais, dentre eles o Brasil. Foram identificadas 38
espécies de fungos por técnicas de cultivo e técnicas
moleculares. Os fungos Malassezia sp., Trichosporon
sp., ¢ Candida sp. foram encontrados em todas as
amostras analisadas, sugerindo distribuicdo mundial
destes, mas outros estudos sdo necessirios para
caracterizacdo completa deste micobioma (GOUBA,
et al., 2014).

Em outra abordagem, a avaliacio de amostras de
fezes de dez individuos saudaveis, por de técnicas
moleculares, revelou a presenca dos seguintes fungos:
Wallemia, Trichocomaceae, Saccharomycetaceae,
Rhodotorula, Pleosporaceae, Metschnikowiaceae,
Cystofilobasidiaceae, Ascomycota, Amphisphaeriaceae
e Agaricaceae (DOLLIVE et al.,, 2012).

3 DiscussAo

A obesidade, atualmente, configura-se como um
sério problema de satde puiblical, sendo reconhecida
como um fator negativo associado a um grande
numero de doengas como diabetes do tipo 2, doengas
vasculares, cardiacas e cancer (Speakman, 2004)
(DIXIT, 2008). Suas complicacées e implica¢oes
metabélicas sao consideradas os principais desafios
a serem combatidos no século XXI, uma vez que o
nimero de obesos é crescente em todo o mundo,
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atingindo inclusive os pafses mais pobres ou em
desenvolvimento (PRENTICE et al., 2000).

O aumento do nimero de individuos obesos e
de doengas associadas a obesidade possui um efeito
substancialmente negativo na longevidade: reducio
de 5 a 20 anos na expectativa de vida, dependendo do
grau de obesidade (Fontaine; Barofsky, 2001). Dados
originados da Pesquisa Nacional sobre Nutricdo
e Saude, realizada nos Estados Unidos, mostrou
que 33% da populagio adulta sio obesos e 17%
das criancas e adolescentes apresentam sobrepeso
(Mokdad et al., 2003) (Ogden; Carroll; Flegal, 2008).
Este aumento da obesidade entre os mais jovens é
um fato preocupante, uma vez que eles apresentario
riscos associados a obesidade durante um longo
periodo de suas vidas (Caballero, 2007).

Além do status imunoldgico alterado, ¢ sugerido
que a composicdo bacteriana (espécies e abundancia)
da microbiota intestinal seja unica para cada
individuo. Por outro lado, alguns autores propde o
conceito de um nucleo microbiano comum entre os
diferentes hospedeiros, entretanto, esta proposi¢ao
tem sido questionada visto que, espécies de nucleo
anteriormente proposto podem representar menos de
1% do total de componentes da microbiota intestinal
em alguns individuos semelhantes (MORALES et
al., 2010) (Brandt et al., 2006). Apesar da grande
variabilidade na composi¢io de espécies (microbiota),
os petfis genéticos funcionais (microbiomas) sio
semelhantes em individuos saudaveis. No entanto,
essa redundancia funcional pode refletir convergéncia
evolutiva de tiaxons nio relacionados, culminando
em dificuldades na compreensio do que constitui
a variacdo saudavel ou patolégica na estrutura da
comunidade microbiana (TRAYHURN; WOOD,
2004).

De forma geral, varios estudos tém sugerido a
relacio entre a obesidade e a microbiota residente
intestinal, entretanto esses dados requerem aten¢ao
em fungio da variagao regional e social dos individuos
que pode refletir na qualidade microbiana endégena
(BRANDT et al, 2006). Em muitos estudos
as diferencas observadas niao tem se mostrado
homogéneas. Além disso, sugere-se a utilizagdo de
diferentes metodologias analiticas e a observagiao
e descricio de um conjunto maior de varidveis que
inclua observacoes intrinsecas no individuo, além da
simples descri¢ao de peso e IMC, como a inclusao de
dados sociodemograficos e clinico-epidemioldgicos
(regionalismo), e outros fatores enddgenos dos
hospedeiros, como caracteristicas imunolégicas.

Assim, as proposicoes sobre a participacio
microbiana na etiopatogenia da obesidade reafirma
que o sempre foi um desafio para os pesquisadores:

o conhecimento das comunidades microbianas dos
diferentes ambientes. A limitacdo destes estudos no
passado foi principalmente devido as metodologias
usadas. Inicialmente as investigacoes eram basicamente
observagoes microscopicas (EIKELBOOM,
1975), porém as diferentes populagdes bacterianas
nio podiam ser distinguidas. A partir de métodos
baseados em cultivo e isolamento, algumas bactérias
comecaram a ser identificadas, e essa metodologia
foi indispensavel para aumentar a compreensio a
respeito de organismos especificos (GILBRIDE;
LEE; BEAUDETTE, 2000).

A grande maioria dos microrganismos nio pode
ser facilmente cultivada, assim essas técnicas baseada
em cultura selecionavam apenas os micro-organismos
heterétrofos que melhor se adaptavam as condigoes
de crescimento dos meios gerais de cultivo. Dessa
maneiraareal composicio ediversidade dacomunidade
microbiana dos diversos ecossistemas eram
subestimadas (GILBRIDE; LEE; BEAUDETTE,
2006) (WARD; WELLER; BATESON, 1990).
Ainda sobre a capacidade de cultivo, em quase todos
os sistemas, estima-se que o nimero de bactérias
cultivaveis é extremamente pequeno, menor que 1%
(WARD; WELLER; BATESON, 1990).

Alguns grupos de pesquisa tém utilizado
técnicas de sequenciamento de nova geracio para
caracterizar as diferentes populacSes microbianas,
revelando assim que o microbioma humano difere
profundamente em diferentes regides do corpo e entre
individuos. As diferencas entre as regides do corpo
estao associadas com disponibilidade de nutrientes,
dgua, oxigénio e outros fatores especificos de cada
local. A origem das diferencas entre individuos,
nio esta totalmente esclarecida, entretanto reflete
diferencas na colonizagdo durante a vida e diferentes
exposi¢oes ambientais, como por exemplo, utilizagao
de antibioticoterapia. Outra exposi¢ao ambiental nao
completamente esclarecida ¢ a dieta (HOFFMANN
el al,, 2013).

Em relagio a participagao fingica na homeostase
e, portanto saude dos hospedeiros, considera-se que o
estudo do micobioma humano possa contribuir para
expansio do conhecimento sobre a real significaincia e
papel do microbioma humano. Diversos micobiomas
em diferentes sitios anatomicos tem sido propostos e
diversos padroes de associagdo fingica sio associados
a diferentes patologias (CUI et al., 2013).

O micobioma contribui para a doenca através
da interacdo entre este e os diferentes biomas, bem
como através da interagdo direta com o hospedeiro.
Estudos futuros de caracterizagio do micobioma
serdo importantes para o entendimento da patogénese
das doencas, bem como para o desenvolvimento
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de novas terapias. Portanto, a caracterizacio do
micobioma intestinal torna-se muito importante para
o entendimento do processo da obesidade e pata a
selecdo de novos alvos terapéuticos contra essa nova
epidemia mundial, uma vez que pouco se sabe da
participacdo dos fungos da etiopatogenia da doenga.

4 CONCLUSAO

De forma geral, varios estudos tém sugerido a
relacio entre a obesidade e a microbiota residente
intestinal, entretanto esses dados requerem atengao
em funcio da variagdo regional e social dos individuos
que pode refletir na qualidade microbiana endégena.
Em muitos estudos as diferencas observadas nio
tem se mostrado homogéneas. Além disso, sugere-
se a utilizacdo de diferentes metodologias analiticas
e a observagdo e descricdo de um conjunto maior
de varidveis que inclua observa¢des intrinsecas no
individuo, além da simples descri¢ao de peso e IMC,
como a inclusio de dados sociodemogtraficos e clinico-
epidemiol6gicos  (regionalismo), e outros fatores

endégenos dos hospedeiros, como caracteristicas
imunoldgicas.

Neste contexto, a participacio dos fungos na
microbiota intestinal nio estd bem esclarecida, ao
contrario do observado para as bactérias, apesar
das divergéncias metodolégicas. O principal fungo
descrito na literatura como integrante da microbiota
humana é a levedura Candida albicans, e isto se
deve em grande parte pela utilizacio de métodos
dependentes de cultura para o estudo dos fungos.

A aplicacdo de métodos independentes de cultura,
baseados em técnicas moleculares de estudo constitui
um grande avango para a avaliacio do micobioma
intestinal humano. Entretanto, atualmente, poucos
estudos estio voltados para o conhecimento da
diversidade fungica existente neste sitio anatémico.

A determina¢do da composi¢io do micobioma
intestinal, bem como sua relagio com os demais
organismos presefites neste ecossistema, como pot
exemplo, as bactérias e seu envolvimento namodulagao
do sistema imune contribuirdo significativamente
para o entendimento da participagio dos fungos na
fisiopatologia da obesidade.

The role of microbiota in the modulation hosts homeostasis: correlation between obesity and intestinal

mycobiome

ABSTRACT

The fungi play an important role in human health and are components of the human microbiota anatomical
sites such as skin, oral cavity, gastrintestinal and genitourinary tract. They are also etiologic agents of various
infections, from superficial and systemic mycoses. The fungi are involved in regulating the immune system
and may promote the onset of upper airway allergies. They are present in the composition of the intestinal
microbiota, forming the mycobiome. Therefore, its role in the development of obesity should be considered,
acting both in the modulation of local and through immune response its interaction with other microorganisms
in the intestinal microbiota. This paper aims to review the involvement of microorganisms in the obesity
etiopathogeny and discuss the involvement of fungi in the intestinal microbiome, its relationship with obesity
and future prospects, with the use of molecular methods to better understand the role of fungi in the intestinal
microbiota in health and disease.

Keywords: Microbiota, Fungi, Obesity
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