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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a revisdo de material académico relativo a influéncia da
microbiota intestinal sobre a saide humana, a fim de consultar os conhecimentos atuais a
respeito de como a microbiota pode afetar o desenvolvimento de certas doencas. Os estudos
encontrados foram divididos em 4 grupos, relacionados a seu contetdo: Sistema nervoso
Central; Sistema Imune; Metabolismo e Outros sistemas do organismo humano afetados pela
microbiota. A partir da leitura dos artigos selecionados, foi possivel encontrar diversas
evidéncias demonstrando a influéncia que a microbiota intestinal tem no organismo humano, e
como estes mecanismos que a microbiota utiliza para se comunicar com seu hospedeiro podem
alterar a saide humana. No entanto, ainda ha muito a ser investigado em relacdo a influéncia
da microbiota intestinal em doencas que afligem o ser humano, néo s6 para confirmar as teorias
e hipdteses que temos hoje, mas também para identificar novos mecanismos de influéncia
microbiana e, potencialmente, desenvolver novos tratamentos que envolvam a manipulagéo da
microbiota intestinal.

Palavras-chave: Microbiota. Sistema imune. Sistema digestério. Sistema nervoso.

Metabolismo.



ABSTRACT

The main objective of this study was to gather as much academic material as possible regarding
the influence of the gut microbiota over human health, in order to consult current knowledge
regarding how the microbiota can affect the onset and development of certain diseases. The
selected articles were divided into 4 groups, related to their contents: Central Nervous System;
Immune system; Metabolism and Other systems in the human organism. From these articles, a
great quantity of evidence demonstrating the influence that the gut microbiota has over the
human organism was found and how the mechanisms which the microbiota utilizes to
communicate with its host can alter human health. However, further investigation of the
influence of the gut microbiota over diseases that affect mankind is still needed, as to not only
confirm theories and hypothesis we have today, but also to identify new, unknown mechanisms
of microbial influence and potentially develop new treatments that involve manipulating the
gut microbiota.

Keywords: Microbiota. Immune system. Digestive system. Nervous system. Metabolism.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

A microbiota intestinal humana consiste em bactérias, arqueias e fungos que habitam o
trato gastrointestinal do ser humano, contendo a maior populacdo e nimero de espécies
diferentes quando comparado a outras partes do corpo humano. Anteriormente considerada
apenas comensal, estudos recentes revelaram que 0s microrganismos que habitam o trato
gastrointestinal humano nao sé sdo simbiontes, mas também possuem grande importancia para
a saude humana.

O conhecimento a respeito da microbiota humana teve inicio no ano de 1886 quando o
pediatra Austriaco Theodor Escherich observou a presenca da bactéria Escherichia coli no
intestino de criancas saudaveis e acometidas por diarreia, juntamente com uma monografia
detalhando a relacéo entre a bactéria e o funcionamento do sistema digestorio infantil. Nos anos
seguintes, diversas outras espécies de bactérias habitando o intestino humano foram
descobertas, mas estudos detalhando o papel dessa microbiota e sua relagdo com o ser humano
somente comecgaram a surgir no comeco do século 21.

Anteriormente, acreditava-se que 0 ser humano nascesse com uma total auséncia de
microbiota, que seria adquirida ao longo dos primeiros anos de vida, mas novos estudos
demonstraram que h& um contato com microrganismos muito mais cedo do que se imaginava,
dentro do Utero durante a gestacdo. Em um estudo que analisou a placa basal de placentas
provenientes de um hospital terciario observou-se que cerca de um terco (27%) das placentas
analisadas tinham a presenca intracelular de bactérias. A auséncia de infeccdes e/ou
complicacdes na gravidez ou parto sugeriu que esta presenca bacteriana poderia ser a fonte da
futura microbiota do feto (STOUT et al., 2013). Adicionalmente, outro estudo (AAGAARD et
al., 2014) realizou uma analise de amostras placentarias e encontrou a presenca de diversos
microrganismos, novamente sem a presenca de infeccdes nocivas. Engquanto ainda sao
necessarios futuros estudos para investigar mais detalhadamente esta presenca de
microrganismos na placenta, € possivel que esses microrganismos presentes na placenta sejam
0s primeiros colonizadores da microbiota do feto.

Adicionalmente, a recente descoberta do eixo intestino-cérebro (uma intima conexao
entre o sistema nervoso central e o sistema digestorio atraves de sinalizagdes neuro-humorais)
abriu novas possibilidades para a comprovacéo da influéncia da microbiota ao descrever uma
possivel via para a acdo da microbiota sobre o sistema nervoso central. Esta conexao é possivel
através do sistema nervoso entérico, uma subdivisdo do sistema nervoso constituida por uma

rede de neurénios que controlam o sistema digestorio e opera de forma independente do sistema



nervoso central. A possivel importancia da microbiota no desenvolvimento e fungéo do sistema
nervoso entérico (OBATA; PACHNIS, 2016) providencia ainda mais provas para a sua
influéncia sobre o sistema nervoso central.

A microbiota, considerada participante deste eixo devido a sua influéncia sobre o trato
gastrointestinal, se comunica com o sistema nervoso central através da producao de diversas
substancias que afetam Orgdos e sistemas além do digestivo (CLARKE et al., 2014). A
microbiota também é capaz de modular o desenvolvimento e funcionamento do sistema imune.

Estas vias de influéncia serdo mais precisamente detalhadas no artigo cientifico.

1.1 JUSTIFICATIVA

Os conhecimentos atuais a respeito da microbiota humana séo limitados, devido ao
caracter novel desta area; no entanto, os resultados obtidos através de pesquisas recentes se

demonstraram promissores, provando a conexao entre a microbiota intestinal e a saide humana.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Reunir uma coletanea de artigos publicados a respeito da influéncia da microbiota
intestinal sobre a salde humana a fim de escrever uma revisao bibliogréafica sobre o assunto
para possibilitar uma atuacdo futura em possiveis estudos e pesquisas em uma area que se

demonstra promissora.

1.2.2 Objetivos especificos

a) Realizar diversas pesquisas em diferentes bases de dados online na procura de
artigos que explorem a possivel relacdo entre a microbiota intestinal e a saude
humana, subdividindo-os em subgrupos referentes as principais areas do corpo
humano afetados pela microbiota intestinal (sistema nervoso central, sistema imune,
metabolismo e outros sistemas do organismo humano afetados pela microbiota).

b) Reunir artigos a respeito do assunto a fim de extrair seus conteddos

c) Aprofundar o conhecimento a respeito da influéncia da microbiota intestinal sobre

a saude humana com base em dados atuais.
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ABSTRACT:

Este trabalho teve como objetivo a revisdo de material académico relativo a influéncia da
microbiota intestinal sobre a saide humana, a fim de consultar os conhecimentos atuais a
respeito de como a microbiota pode afetar o desenvolvimento de certas doencas. Os estudos
encontrados foram divididos em 4 grupos, relacionados a seu contetdo: sistema nervoso
central; sistema imune; metabolismo e outros sistemas do organismo humano afetados pela
microbiota. A partir da leitura dos artigos selecionados, foi possivel encontrar diversas
evidéncias demonstrando a influéncia que a microbiota intestinal tem no organismo humano,
e como estes mecanismos que a microbiota utiliza para se comunicar com seu hospedeiro
podem alterar a sallde humana. No entanto, ainda ha muito a ser investigado em relacéo a
influéncia da microbiota intestinal em doencas que afligem o ser humano, ndo sé para
confirmar as teorias e hipéteses que temos hoje, mas também para identificar novos
mecanismos de influéncia microbiana e, potencialmente, desenvolver novos tratamentos que
envolvam a manipulacdo da microbiota intestinal.

2.1 Introducéo

Foi realizada uma extensa pesquisa por
artigos relacionados a conexdes entre a microbiota e
a saude humana nos sites PUBMED e portal CAPES,
primeiramente com 0s termos “GUT
MICROBIOTA”, gerando 80 resultados. Em seguida,
foram realizadas novas buscas, adicionando outros
termos para obter resultados mais especificos, como
“IMMUNE SYSTEM”, “METABOLISM”,
“DEPRESSION”,  “AUTISM” entre  outros,
aumentando o nimero de artigos para 100. Todos 0s
artigos foram brevemente lidos a fim de excluir
aqueles que ndo possuissem informacdes relevantes,
diminuindo o nudmero de artigos para 19.

Considerando que uma parcela destes 19 artigos eram
revisbes  bibliograficas que  providenciaram
referéncias adicionais, o nimero total final de artigos
foi de 95. Os artigos foram entdo divididos em 4
grupos, de acordo com qual sistema do organismo
humano era mencionado pelo artigo: sistema nervoso
central, sistema imune, metabolismo e outros
sistemas do organismo humano afetados pela
microbiota.



2.2 Sistema nervoso central

A principio, era dificil imaginar que a
microbiota intestinal pudesse ter qualquer tipo de
influéncia sobre o sistema nervoso central. Todavia,
certas descobertas a respeito do organismo humano
providenciaram possiveis meios de comunicacdo e
acdo entre os dois sistemas: através do eixo cérebro-
intestino e pela manipulacdo do sistema imune e
inflamacGes, atraindo a atencéo de pesquisadores.

hematoencefalica [64]. Alguns exemplos de
SCFAs séo o acido butirico, acido acético, acido
propibénico, acido latico e &cido isovalérico. Estes
SCFAs, principalmente o acido butirico, tém um
importante papel na manutencdo da permeabilidade
normal do intestino, demonstrado por seu potencial
como tratamento para doencas causadas por
permeabilidade anormalmente alta do intestino [95].

Decreased Neurotransmitters
Increased Oxidative Stress

o S———
= —

Neuroinflammation

Disrupts
Blood-Brain Barrier

Uma das maneiras pelas quais a microbiota
pode afetar o sistema nervoso central (SNC) é pela
producdo de metabdlitos neurotransmissores ou
neuromoduladores [51], como o é&cido gama-
aminobutirico (GABA), fator neurotréfico derivado
do cérebro (BNDF) e serotonina [26].
Adicionalmente, os &cidos graxos de cadeia curta
(SCFA) sdo outra via de influéncia; certas bactérias
sdo capazes de produzir estas substancias, que
conseguem atravessar a barreira
Disfuncdes na permeabilidade intestinal geralmente
levam ao desenvolvimento de inflamacGes devido ao
“vazamento” de bactérias e metabodlitos associados,
como lipopolissacarideos (LPS), e a ativacdo
inflamatdria pode induzir neuroinflamacgdes [71],
potencialmente alterando a fungdo e morfologia
cerebral (Figura I).
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Figura 1 — Possiveis causas da neuroinflamacéo. Fonte: Quigley [70] — Um diagrama detalhando os
possiveis fatores que induzem a ocorréncia de neuroinflamacao.

Doencas neurodegenerativas, como a Doenga
de Parkinson e a Doenca de Alzheimer, foram um dos
alvos de estudo. Ambas envolvem a progressiva
perda de neurénios e sua funcéo, e a causa por tras do
desenvolvimento destas doencas ainda ndo & bem
compreendida. Apesar disto, acredita-se que a doenca
de Alzheimer ocorra devido ao acumulo de placas de
amiloide e emaranhados neurofibrilares, e que o

Parkinson ocorra devido ao acumulo de proteinas mal
enoveladas em corpos de Lewy. Como mencionado
acima, o sistema nervoso entérico é potencialmente
dependente da microbiota intestinal para o seu
desenvolvimento e funcionamento. Quigley [70]
sugere que devido a semelhangas morfologicas,
fisiologicas e farmacologicas entre o0 sistema nervoso
central e o sistema nervoso entérico, a microbiota seja



capaz de influenciar o SNC de maneira semelhante a
que influencia o sistema nervoso entérico.

Uma possivel correlacdo da microbiota com o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas é
demonstrada pela modificagdo da microbiota
intestinal com a idade. O envelhecimento altera a
composi¢cdo da microbiota [60], potencialmente
levando a disbiose e a potenciais reagOes
inflamatorias e imunes. Esta potencial disbiose
relacionada a idade pode estar ligada & maior
ocorréncia da doenca de Alzheimer em pessoas
idosas. Pacientes com Parkinson apresentam
modificacbes na sua microbiota intestinal; em
comparacdo com controles saudaveis, 0s pacientes
apresentaram populacfes maiores de bactérias pro-
inflamatorias, como Proteobacteria,
Enterococcaceae e Enterobacteriaceae, e populactes
menores de bactérias com potencial anti-
inflamatdrio, como bactérias Blautia, Coprococcus,
Roseburia e Fecalibacterium [42, 77, 33]. O mesmo
pode ser observado em pacientes com Alzheimer, que
demonstraram populac@es menores de Eubacterium
rectale anti-inflamatdrias, e populacGes maiores de
bactérias Escherichia e Shigella, pré-inflamatorias
[18].

Regulate digestive pH
Avoid inflammation
Increased BDNF

—J Probiotics

Cognitive improvement
Reduced AP plaques

Gut microbiota

)

Adicionalmente, é possivel que a microbiota
induza o acimulo e deposic¢éo de placas amiloides na
doenca de Alzheimer; testes in vitro mostraram que
metabolitos bacterianos, como LPS, podem causar a
formacdo de placas amiloides [5]. Esta teoria é
apoiada  por experimentos realizados em
camundongos geneticamente modificados para
carregarem a proteina precursora de amiloide-beta.
Camundongos germ-free (GF) apresentaram menor
deposicdo de amiloide, mas a deposi¢do aumentou
quando os camundongos receberam  uma
recolonizacdo microbiana do intestino, indicando que
a microbiota tem um papel na deposicéo de amiloide
[32]. No entanto, alguns estudos sugerem que o
amiloide-beta € um peptideo antimicrobiano, que
naturalmente € produzido em resposta a inflamacdes
[84] e que seu acumulo ocorre devido a prolongadas
reacOes inflamatorias [56]. Considerando o potencial
inflamatério da microbiota, €& possivel que
inflamacGes causadas por disbioses possam ser
responsaveis pelas placas de amiloides que se
acumulam no cérebro de pacientes com a doenca de
Alzheimer (Figura I1).

Neuroinflammation
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Reduced NMDAR
Dysbiosis —
. v
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Anxiety and depression
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Figura 2 — Influéncia da microbiota sobre a patologia da doenca de Alzheimer Fonte: Angelucci [4] — Figura
demonstrando o efeito que a microbiota pode ter sobre a neuroinflamacéo e a deposicdo de placas amiloides.

Curiosamente, é sugerido que o consumo de
café possa reduzir a chance do desenvolvimento da
doenca de Alzheimer. Acredita-se que esta protecédo
conferida pelo café seja majoritariamente devida a
presenca de polifendis antioxidantes que previnem a
morte de neurdnios, mas recentemente foi sugerido

gue a microbiota pode estar relacionada com esta
protecdo conferida pelo café. Primeiramente, o café
pode servir como um prebiotico para a microbiota,
auxiliando no crescimento de bactérias benignas [37],
e a microbiota pode ser vital para a absorcdo dos
polifendis antioxidantes, através da sua degradacéao



em componentes menores que sdo absorvidos pelo
organismo humano com maior facilidade [55].

Outras doencas potencialmente influenciadas
pela microbiota sdo os transtornos emocionais, Como
a depressdo e ansiedade. As exatas causas e
mecanismos destes disturbios ainda ndo séo
compreendidos com exatidédo, e o fato de que 30%
dos individuos com depressdo ndo respondem ao
tratamento com antidepressivos monoaminergicos
[8] sugere que h& outros fatores desconhecidos que
afetam o desenvolvimento e a progressao de
distarbios emocionais. Pacientes com depressédo
apresentam menores populacbes das bactérias
Veillonellaceae, Prevotellaceae e Sutterellaceae, e
maiores populagdes de Actinomycetaceae

Uma das principais correlagdes da microbiota
com transtornos emocionais € observada com
bactérias capazes de produzir neurotransmissores e
neuropeptidios, como GABA, BNDF e serotonina
[74]. Alteracbes nas populacbes de bactérias
produtoras destes metabolitos que tem agdo sobre o
SNC levaria & um déficit de neurotransmissores e
neuromoduladores, afetando a neurotransmiss&o.
Adicionalmente a inflamacao prolongada
(potencialmente causada por uma disbiose intestinal)
pode afetar o funcionamento do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal [53].

Considerando o potencial papel que as
inflamacGes provenientes do intestino devidas a
disbioses tém sobre alteracbes no SNC, Simpson et
al. [80] sugeriram uma correlacdo entre a sindrome
do colon irritvel com depressdo e ansiedade.
Pacientes com a sindrome do cdlon irritivel
geralmente apresentam um transtorno emocional
comorbitante, principalmente depressao e ansiedade
[41]. Através de uma revisdo bibliografica, Simpson
et al. [80] observaram que pacientes com sindrome do
colon irritavel (IBS) e depressdo/ansiedade
comorbida possuiam uma modificagdo caracteristica
da microbiota, com menores populagdes da familia

Lachnospiraceae e maiores populagbes do filo
Proteobacteria e dos géneros Bacteroides e
Prevotella [66]. Contudo, ainda ndo se sabe se esta
microbiota alterada € responsavel pela comorbidade
entre IBS e transtornos emocionais, ou se € apenas

coincidente devido & presenca de ambas
enfermidades.
Por dltimo, outra possivel doenca

influenciada pela microbiota é o autismo, uma doenca
de desenvolvimento que envolve disfungdes sociais e
comunicativas. O principal fenbmeno que sugere uma
ligacdo entre a microbiota e autismo é a comorbidade
de doencas gastrointestinais em pacientes com
autismo; pacientes com autismo severo tém uma
maior chance de também ter  sintomas
gastrointestinais severos, sugerindo que a disfuncao
gastrointestinal pode ter uma influéncia sobre o
autismo [2]. Uma particularidade quanto a possivel
influéncia da microbiota sobre o autismo é a a¢do da
bactéria Clostridium tetani, que produz a toxina
tetanica e causa o tétano, doenca caraterizada por
intensos espasmos musculares devido a esta toxina.
Enquanto que o tétano geralmente ocorre devido a
ferimentos com objetos contaminados, é possivel que
alteragfes na microbiota intestinal, principalmente
disbioses causadas pelo uso de antibidticos orais,
possibilitem a colonizacdo do intestino por bactérias
nocivas, como a C. tetani. O nervo vago liga o
sistema digestorio ao SNC, providenciando uma via
por onde metabdlitos microbianos podem atravessar,
possibilitando o transporte de toxina tetanica para o
cérebro, onde ela alteraria o funcionamento de
neurotransmissores e causaria mudancas de
comportamento semelhantes a autismo [11]. Esta
acdo da toxina tetanica é também evidenciada pela
apresentacdo de comportamentos estereotipicos de
autismo em animais laboratoriais que receberam
injecOes de baixas doses da toxina diretamente no
cérebro [28, 36].
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Figura 3 — Possiveis vias de influéncia da microbiota sobre o autismo
Fonte: Li (2016, p. 6) — Figura detalhando as vias de influéncia que a microbiota potencialmente utiliza, e
como a microbiota pode influenciar o desenvolvimento do autismo. (SCFA’s = acidos graxos de curta cadeia)

Em conclusdo, ha diversas conexdes entre o
intestino (e a microbiota que ali reside) e o SNC
humano, providenciando diversos meios de
influéncia que a microbiota intestinal pode exercer
sobre o seu hospedeiro.

2.3 Sistema Imune

Curiosamente, a microbiota intestinal tem um
amplo papel na defesa do organismo; ela ndo so
dificulta a colonizacdo do epitélio intestinal por
patdbgenos nocivos, mas também auxilia no
desenvolvimento e acdo do sistema imune.

A mera presenca da microbiota ja providencia
beneficios para o hospedeiro: as bactérias simbiontes
e comensais dificultam a colonizag&o e crescimento
de bactérias patogénicas, tanto diretamente quanto
indiretamente. As bactérias presentes no intestino
competem entre si pelos nutrientes presentes, e sao
capazes de metabolizar substancias nocivas para
eliminar bactérias adversérias [68] ou pela produgéo
de substancias bacteriostaticas [79].

A microbiota também esté relacionada com o
desenvolvimento e ativacdo do sistema imune. O ser
humano recebe grande parte de sua futura microbiota
atraves da méae, proveniente do trato vaginal e da

amamentacdo, e adquire uma microbiota semelhante
a de um adulto por volta do primeiro ou segundo ano
de vida. Esta “doac¢do” da microbiota é evidente pelas
diferencas observadas na microbiota de criangas que
nasceram via cesariana [9] ou que receberam formula
infantil [87], e pela maior incidéncia de doencas
relacionadas ao sistema imune nestas criangas, como
0 diabetes tipo 1 [17] ou a asma [35]. A presenca da
microbiota também é importante para o prdprio
desenvolvimento da mucosa intestinal, induzindo a
proliferacdo de células caliciformes e o
engrossamento da mucosa [78]. Adicionalmente, a
microbiota induz o desenvolvimento de estruturas
imunoldgicas no intestino, como as placas de Peyer e
os linfonodos mesentéricos [75] e a diferenciacdo de
células do sistema imune [61].

Levando isto em consideracéo, é possivel que
alteracbes na microbiota possam levar a disfuncdes
no sistema imune e ao desenvolvimento de doencas
autoimunes. Pessoas em paises desenvolvidos tém
maior acesso a higiene e antibioticos, potencialmente
alterando a sua microbiota. Um exemplo de doengas
autoimunes potencialmente afetadas pela microbiota
é a doenca celiaca, caracterizada por uma reacao
inflamatéria a presenca de glaten (ou mais
especificadamente, gliadina, um dos componentes do
gluten) no intestino, que impede o paciente de



consumir alimentos que contenham essa substancia.
Os pacientes com essa doenga apresentam a
expressdo do antigeno leucocitario humano (HLA)
DQ2 ou DQ8, que reagem a peptideos derivados do
gluten; estes antigenos estdo presentes em cerca de
35% da populacdo, mas somente 3% apresentam a
doenca celiaca [48], sugerindo que outros fatores
contribuem para o desenvolvimento desta doenga. De
acordo com Chibbar e Dieleman [20] a microbiota
pode influenciar a doenga celiaca de diversas
maneiras: algumas bactérias sao capazes de modificar
peptideos e alterar sua imunogenicidade, como a
Pseudomonas aeruginosa, que aumenta o potencial
imunogénico do peptideo 33-mer a-2-gliadina (um
dos peptideos derivados do glaten). Contudo,
algumas cepas de Lactobacillus, extraidas de
individuos sem a doenca celiaca, sdo capazes de
reduzir o potencial imunogénico do peptideo,
mostrando que essa modulacdo da imunogenicidade
de peptideos derivados de glaten € dependente da
espécie bacteriana [15]. A microbiota também
participa na regulacéo do sistema imune, e alteracGes
nas populagdes microbianas modificam o
desenvolvimento de linfocitos, gerando
subpopulacdes linfocitarias que atuam de maneira
defeituosa. Pacientes com a doenca celiaca
geralmente apresentam células T CD4+ que reagem
especificamente ao glaten e um aumento de
interleucinas inflamatorias 15 [81].

Outro exemplo semelhante ao anterior sdo a
doenca de Crohn e a colite ulcerativa, ambas doencas
inflamatorias do trato gastrointestinal, cuja causa
ainda ndo é bem compreendida. Estas doencas
propriamente fazem parte de um grupo denominado
“Doengas  inflamatorias do  intestino”, ou
Inflammatory bowel diseases em inglés. Estas
doencas geralmente estdo caracterizadas pela
modificagdo na microbiota intestinal, principalmente
a reducdo de populacOes de F. prausnitzii, Blautia
faecis, Roseburia inulinivorans, Ruminococcus
torques, e Clostridium lavalense; tais bactérias séo
responsaveis pela producédo de SCFAS, que possuem
uma acdo anti-inflamatéria [86], e, portanto, uma
diminuigdo de seus numeros poderia levar ao
desenvolvimento de inflamagdes. Pacientes com a
doenca de Crohn geralmente também apresentam um

aumento de bactérias com o potencial pro-
inflamatdrio, principalmente bactérias Escherichia
coli que se aderem a mucosa. Os pacientes também
apresentam maiores populacdes de bactérias
redutoras de sulfato, que criam sulfeto de hidrogénio
e causam danos na mucosa intestinal [50].
Curiosamente, ha indicios de que um dos tratamentos
utilizados para o tratamento de doengas inflamatorias
do colén (IBD), a Mesalazina, tem efeitos sobre a
microbiota.  Este  medicamento  diminui a
concentracdo de bactérias aderidas a mucosa [3], tem
efeito bacteriostatico sobre uma das principais
bactérias relacionadas com a doenca de Crohn,
Mycobacterium avium [57] e reduz as populagdes de
bactérias redutoras de sulfato [65].

A microbiota também é capaz de afetar o
desempenho do sistema imune em outros drgéos além
dos presentes no sistema digestdrio, como
evidenciado na asma, outra doen¢a imune que ocorre
nos pulmaes, levando a broncoespasmos, falta de ar e
tosse. Como muitas das outras doencas envolvendo o
sistema imune, 0s pacientes com asma apresentam
uma modificacdo na microbiota quando comparados
a individuos saudaveis, principalmente com a
reducdo da populacdo de bactérias simbiontes e o
aumento de bactérias potencialmente patogénicas.
Enquanto que fatores genéticos influenciam o
aparecimento desta doenca, a microbiota também
influencia o desenvolvimento da asma, e a
colonizacdo de certas espécies pode preveni-lo [39].
Este efeito benéfico da microbiota sobre alergias foi
observado em um experimento onde camundongos
foram expostos a pd comumente encontrado em
ambientes domésticos, levando a uma maior
expressdo de citocinas e células imunes e uma
microbiota mais diversa [29]. O mesmo foi observado
em um experimento semelhante, onde camundongos
receberam inoculacGes orais de Clostridium leptum,
causando uma proliferacdo de células T regulatorias
e uma atenuacdo das reagOes inflamatorias nas vias
aéreas [46].

De modo geral, os artigos descritos nesta
secdo demonstraram que a microbiota é indispensavel
para o desenvolvimento e funcionamento adequado
do sistema imune, e que mudangas no seu equilibrio



populacional podem afetar o organismo humano
inteiro.

2.4 Metabolismo

Muitas das espécies encontradas na
microbiota sdo essenciais para 0 metabolismo
humano, sintetizando compostos essenciais (como a
vitamina K, por exemplo) e processando carboidratos
que o organismo humano ndo é capaz de digerir. No
entanto, estudos recentes demonstraram que a
microbiota também é capaz de induzir ou exacerbar o
desenvolvimento de certos disturbios metabdlicos,
como a Diabetes mellitus (tipo 1 e 2), obesidade e
esteatose  hepdtica. Essas enfermidades sdo
correlacionadas devido a seu perfil metabdlico, e
geralmente pacientes obesos tém maior risco de
desenvolver as outras duas doencas [31].

Diversos estudos demonstraram que a
conexdo entra a microbiota e o organismo humano é
uma “via de mao dupla”, uma vez que a microbiota
pode afetar o organismo do hospedeiro, e vice-versa.
Eles confirmam que a dieta pode afetar a microbiota
de camundongos [25] e seres humanos [92]. Levando
isso em consideracdo, pesquisadores como Patterson
[62] demonstraram interesse em investigar como a
microbiota intestinal é impactada pela dieta ocidental,
caracterizada por alto consumo de gordura e agucar;
esta dieta é uma das principais causas do
desenvolvimento de diabetes tipo 2, obesidade e
doenca hepaética gordurosa.

Primeiramente, pacientes com doencas
metabolicas apresentam modificacbes na microbiota

intestinal. Essas modificacfes das populacOes
bacterianas ja sdo conhecidas, mas ainda séo pouco
entendidas. Individuos com diabetes tipo 2 possuem
uma microbiota drasticamente alterada, possuindo
maiores populacbes de bactérias do género
Lactobacillus e menores populacbes de Clostridium
coccoides e Clostridium leptum quando comparados
a microbiota de individuos saudaveis. Foi também
relatado uma notével diminuicdo das populacbes de
Clostridium ap6s 3 meses de tratamento contra
diabetes [19]. Pacientes obesos apresentam um
peculiar caso de modificacdo da proporcdo de dois
dos principais filos da microbiota, Firmicutes e
Bacteroidetes, onde pacientes obesos apresentam um
aumento de bactérias pertencentes ao filo
Bacteroidetes [88]. No entanto, resultados de outros
experimentos apresentaram valores diferentes,
portanto a relacéo entre estes dois filos e a obesidade
ainda ndo é bem estabelecido [62]. Na diabetes tipo
2, foi observado que a administracdo de metformina,
remédio oral mais utilizado para esta doenca, causa
alteracBes na microbiota, aumentando as populacdes
de Akkermansia muciniphila degradadora de mucina
e bactérias produtoras de SCFAS [24]. Este efeito ndo
aparenta ser apenas acidental, mas potencialmente
pode auxiliar no tratamento da Diabetes tipo 2, uma
vez que bactérias produtoras do SCFA &cido butirico
podem melhorar a glicemia de pacientes [43]. Esta
alteracdo da microbiota causada pela metformina
pode ser 0 motivo da diminuicdo das populacGes de
Clostridium observadas por Chen et al. [19],
mencionado acima (Figura IV).
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Uma das principais causas da obesidade é o
consumo excessivo de alimentos, muitas vezes pouco
saudaveis, e o sedentarismo. No entanto, é possivel
que certos casos de obesidade possam ser causados
por ganho de peso induzido por certas bactérias,
vulgarmente conhecidas como “bactérias obesas”.
Espécies como a Bacterioides thetaiotaomicron séo
capazes de metabolizar polissacarideos que o
organismo humano ndo consegue digerir, criando
SCFAs [83]. Estra transformacéo de polissacarideos
ndo-digestiveis providencia uma fonte de energia
adicional para o hospedeiro, evidenciado pelo menor
peso de ratos GF em comparagdo com camundongos
normais [14] e o ganho de peso em camundongos que
receberam um transplante fecal contendo “bactérias

obesas” provenientes de camundongos

geneticamente obesos [89]. Adicionalmente, um
estudo que utilizou “bactérias magras” (uma
microbiota relacionada com peso normal) descobriu
que estas bactérias tém influéncia sobre as “bactérias
obesas”, uma vez que a presen¢ca de camundongos
contendo “bactérias magras” na mesma gaiola que
camundongos contendo “bactérias obesas” preveniu
0 desenvolvimento da obesidade neste dltimo. Em
outro experimento, as “bactérias obesas” tiveram
dificuldade em colonizar ratos com uma dieta
saudavel consistindo de pouca gordura e bastantes
fibras [73]. Estes resultados demonstram que apesar
da influéncia que estas “bactérias obesas” impdem
sobre organismo hospedeiro, € possivel amenizar
seus efeitos e controla-las de maneira eficaz.



Um dos principais sintomas apresentados por
pacientes obesos, além do acUimulo excessivo de
gordura corporal, € uma ténue inflamacéo sistémica.
Patterson et al. [62] sugeriu que essa reacdo imune
presente na obesidade pode estar relacionada com a
microbiota intestinal, possivelmente exacerbando as
reacOes inflamatdrias j& presentes, através de LPS,
uma endotoxina encontrada em bactérias cuja
presenca ativa respostas imunes. Camundongos que
receberam uma dieta com altos niveis de gordura
apresentaram um grande aumento de niveis sericos de
LPS e a injecdo subcutanea de LPS em camundongos
induziu a resisténcia a insulina e o ganho de peso
[16]. A presenca destes LPS no sangue pode ser
causada por um aumento da permeabilidade da
parede intestinal devido a alteracGes em proteinas de
juncéo celular, um fendmeno denominado “intestino
permeavel”, que pode ocorrer devido a diversos
motivos, geralmente associados com superpopulacao
bacteriana e interleucinas. Pacientes com esteatose
hepatica  geralmente  apresentam casos de
superpopulacéo bacteriana, a expressado de receptores
do tipo Toll 4 (TLR4) no figado e liberacdo de
interleucina 8, causando uma reagdo inflamatéria
[52], que é exacerbada pela presenca de LPS no
sangue.  Interessantemente, um  mecanismo
semelhante é observado na diabetes mellitus tipo 1 e
2. Pacientes com a diabetes tipo 1 apresentam uma
diminuicao de cepas bacterianas produtoras de acido
butirico e um aumento da permeabilidade intestinal,
sugerindo que a presenca destas bactérias €
importante para a manutencdo da permeabilidade

intestinal normal [12]. O &cido butirico produzido
pela microbiota induz a producdo de mucinas
intestinais [13], reforcando a ideia que alteracGes na
populacdo de bactérias produtoras deste SCFA
especifico podem ser a causa de inflamacdes e
desenvolvimento de doencgas metabdlicas.

Quanto as doencas hepaticas gordurosas, o
desenvolvimento  destas  enfermidades  esta
relacionado com diversas substancias. A expressao
excessiva dos reguladores de citocinas SOCS 1 e 3
causam resisténcia a insulina e inibem a lipogénese
hepatica, comprovado pela normalizacdo da
sensibilidade a insulina e metabolismo de lipideos no
figado em camundongos que tiveram as citocinas em
questdo inibidas [27], sugerindo uma via de
influéncia da microbiota através da indugdo de
inflamagdes. Outra sustancia que influencia o
acumulo hepatico de gordura é a colina, uma
substancia encontrada em ovos e carnes, que
possibilita o transporte de lipideos pelos hepatocitos.
Certas bactérias presentes na microbiota sdo capazes
de metabolizar a colina, transformando-a em
trimetilamina, que é transformada no figado em N-
Oxido de trimetilamina, uma substéncia toxica que
causa inflamacdo [23]. Por ultimo, &cidos biliares
sintetizados a partir de colesterol ndo sé facilitam a
digestdo de lipideos, mas também controlam a
populacdo bacteriana intestinal e mantém a parede
intestinal [49]. Esses acidos biliares, no entanto,
podem ser metabolizados pela microbiota,
modificando suas fun¢des [38] (Figura V).
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toll; CD14 = grupamento de diferenciagdo 14; UBA = &cido biliar ndo-conjulgado; ZO-1 = proteina de jungdo celular;
FIAF = fator de adipdcito induzido por jejum; NF-kB= fator nuclear kB; MyD88 = fator diferenciador de mieloide 88;
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Curiosamente, a microbiota também pode
influenciar doengas metabolicas por meios ndo
convencionais: certas cepas de Klebsiella
pneumoniae sdo capazes de produzir etandis através
de seu metabolismo. Essa bactéria foi encontrada em
cerca de 60% de pacientes com doengas hepaticas
néo alcoolicas (NAFLD) de uma clinica chinesa.
Além disso, um paciente com esteatose hepatica
apresentou altos niveis séricos de alcool apds
consumir uma dieta ndo alcdolica, mas rica em
carboidratos. A K. pneumoniae foi isolada e
identificada das fezes deste paciente, confirmando
que esta era a responsavel pela presenca de alcool no

sangue [94]. Este mecanismo onde microrganismos
produzem quantidades intoxicantes de alcool é
conhecido como” Sindrome da Autocervejaria”;
populagdes anormalmente grandes destes
microrganismos produtores de alcool podem ter um
papel influente nas NAFLDs, potencialmente
causando ou intensificando casos ja existentes.

Os estudos avaliados investigaram 0s
diversos mecanismos que conectam as doencas
metabdlicas mencionadas e as vias que a microbiota
pode utilizar para afeta-las, e até trouxeram a tona
mecanismos menos convencionais.



2.5 Outros sistemas do organismo humano
afetados pela microbiota

A microbiota também é capaz de afetar
outros sistemas do organismo humano, mas tais
sistemas sd@o menos estudados em comparagéo aos
sistemas mencionados anteriormente. Como ja
mencionado, a microbiota intestinal pode exercer
influéncia sobre o organismo humano através do
sistema nervoso entérico, sistema imune ou pela
producdo de metabolitos. Essas vias de acdo da
microbiota foram o alvo de estudo de Yamashita T.
et al. [93] e Quach e Britton [69], que investigaram a
possivel influéncia da microbiota intestinal sobre a
doenca arterial coronariana e a perda de densidade
0ssea, respectivamente. A doenga arterial
coronariana se refere a um grupo de doencas
caracterizadas pela ocorréncia de aterosclerose em
artérias cardiacas, enquanto a perda de densidade
6ssea é um fendbmeno natural acentuado pela idade,

gue pode ser exacerbado por certos fatores. Ambas
as enfermidades ocorrem devido a diversos fatores
diferentes, sejam eles imunes, metabodlicos ou
hormonais.

Yamashita et al. [93] descreveram uma
influéncia metabolica da microbiota atraves do N-
oxido de trimetilamina (TMAQ), um metabdlito
produzido no figado, derivado de trimetilamina. Os
niveis de TMAO no organismo estdo associados a
microbiota intestinal, uma vez que a trimetilamina é
produzida a partir da metabolizacao de colina e
carnitina (substancias presentes em alimentos como
0VOS € carnes) por bactérias presentes no intestino.
Individuos com propensédo a doencas
cardiovasculares apresentaram altos niveis séricos
deste metabdlito, sugerindo uma correlagéo entre a
doenca coronéria arterial, 0 TMAO e a microbiota
intestinal, devido a sua participacdo na sintetizacao
desta substancia [91]. (Figura V1)
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Figura 6 - Rota de sintese do TMAO e seus efeitos no organismo Fonte: Yamashita [93] — Imagem demonstrando a
transformacdo da colina em trimetilamina, e seus diversos efeitos sobre o organismo humano.

Um desenvolvimento de doengas 0sseas
devido & microbiota intestinal também foi observado
de forma semelhante por Quach e Britton [69], onde

camundongos fémeas GF demonstraram uma maior
densidade dssea (comparados com camundongos
normais), menor quantidade de celulas precursoras de



osteoclastos (a célula responséavel pela reabsor¢do
6ssea) e linfécitos T CD4(+) na medula 6ssea e
osteoclastos na superficie 0ssea [82]. O mesmo foi
observado em um diferente estudo, onde
camundongos fémeas que receberam antibioticos
durante as primeiras semanas de vida (drasticamente
alterando a microbiota intestinal) apresentaram maior
densidade mineral nos o0ssos [21]. Estes estudos
sugeriram que a microbiota seria capaz de modular a
osteoclastogénese e, por consequéncia, seria
responsavel pela perda de densidade Ossea, mas
outros estudos mais recentes investigaram a
participacdo da microbiota mais profundamente. Dois
grupos de camundongos fémeas com deficiéncia de
estrogénio (induzida por leuprorrelina), normais e
GF, apresentaram niveis semelhantes de perda éssea
devido a osteoporose resultante. Os camundongos
também receberam implantes de diferentes bactérias,
com diferentes resultados: o probidtico Lactobacillus
rhamnosus GG causou uma diminuicdo da
permeabilidade do intestino, reduziu inflamagdes no
trato gastrointestinal e conferiu uma protecéo contra
a perda de densidade 6ssea. Os camundongos que
receberam uma cepa nao probidtica de E. coli ndo
apresentaram estes efeitos benéficos [44]. Esta
protecdo contra a osteoporose também foi observada
em um estudo semelhante, onde camundongos
ovariectomizados receberam a mesma bactéria
probidtica [10]. Estes estudos demonstraram que a
influéncia da microbiota sobre a satide 6ssea é muito
mais complexa e contextual do que previamente
imaginada, e altamente dependente da cepa da
bactéria em questao.

Adicionalmente, ambos o0s  estudos
demonstraram que a microbiota pode agir por meio
de diferentes vias ao mesmo tempo. No estudo sobre
aterosclerose, Yamashita T. et al. [93] ndo sé
descreveram o papel da microbiota intestinal no
metabolismo de TMAO e sua influéncia sobre
aterosclerose, mas também mencionaram a sua
influéncia sobre a regulagdo imune. A microbiota ndo
S0 é capaz de auxiliar a diferenciagdo de células Th17
[47] mas também potencialmente influencia a agéo da
FOXP3, uma importante proteina responsavel pelo
desenvolvimento de linfocitos T regulatérios, que
atenuam a resposta imune. Cepas de Clostridium

potencialmente causam a aglomerag&o de linfdcitos T
reguladores, evidenciado pela maior resisténcia a
colites e reacGes alérgicas em camundongos que
receberam cepas de Clostridium na infancia [6]. Esta
influéncia do género Clostridium sobre a regulacédo
imune também foi sugerida em outro experimento
que demonstrou que o &cido butirico, metabdlito
originado por bactérias anaerdbicas do intestino,
estimula a producdo e diferenciacdo de linfocitos T
reguladores através da suprarregulacdo epigenética
do gene FOXP3 [30]. Embora ainda se desconheca as
causas exatas da aterosclerose, sabe-se que o sistema
imune estd envolvido devido a presenca de
interleucinas inflamatérias; por isso, é possivel que
uma disbiose poderia desregular a resposta imune e
sua modulagdo, potencialmente gerando reacoes
inflamatorias que resultariam na formacdo da placa
aterosclerdtica. No estudo sobre a perda de densidade
Ossea, Quach e Britton [69] ndo sO elaboraram a
atuacdo da microbiota sobre a reabsorcdo dssea
através do sistema imune, mas também discutiram
uma possivel participacdo do sistema nervoso central
no metabolismo dsseo, sugerindo um possivel novo
eixo entre o cérebro, intestino e 0ssos. O hipotalamo,
a regido do cérebro que conecta o sistema nervoso ao
sistema enddcrino, é responsdvel pelo controle
enddcrino e é sensivel a sinalizagBGes provenientes de
outros sistemas, como o sistema digestorio; uma das
possiveis sinalizacdes que o trato gastrointestinal
produz é o estimulante orexigénico neuropeptidio Y
(NPY), que se mostrou capaz de estimular o
metabolismo 6sseo. A comunicacao entre o sistema
nervoso central e o sistema digestorio permite que o
sistema esquelético responda a condicdo nutricional
do organismo pela modulacdo de sua formacéo e
reabsorcdo [7]. Essa comunicagdo também é
discutida em outro estudo, que detalha uma
semelhante influéncia dos horménios leptina e
serotonina sobre a modulagdo metabdlica do
esqueleto [72]. Considerando esse possivel eixo
cerebro-osso-intestino, ndo é dificil considerar a
microbiota como uma integrante dessa conexao
sistémica. Estudos ja demonstraram a possivel agédo
de probioticos sobre a modulagdo hormonal, como a
estimulacdo da liberacdo de oxitocina por
Lactobacillus reuteri, ambos os horménios sendo



regulados pelo hipotdlamo. A conexdo entre o
probidtico e o sistema nervoso central foi mais
profundamente investigada através do nervo vago. Os
camundongos que tiveram esse nervo cortado néo
apresentaram o aumento dos niveis de oxitocina,
sugerindo que a comunicacgdo entre o intestino e o
sistema nervoso central é necessario para a atuacdo
do Lactobacilus reuteri [67].
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3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Esta revisdo bibliogréafica teve como objetivo reunir os conhecimentos atuais a respeito
da influéncia da microbiota intestinal sobre a saide humana, através da busca por materiais em
sites académicos, a fim de aprofundar o entendimento desta area para uma eventual atuagéo
nesta area.

N&o héa duvida que a microbiota intestinal tem uma intima conexao com o ser humano
hospedeiro. As mudancas na composi¢do da microbiota e seus efeitos ja sdo bem conhecidos,
mas conhecimentos mais aprofundados a respeito dos mecanismos atras da possivel influéncia
que a microbiota tem sobre o organismo s comegaram a surgir recentemente. Esta area de
estudo demonstra imenso potencial, trazendo possiveis explicacdes para enfermidades ainda
ndo bem compreendidas, revelando vias de influéncia desconhecidas e sugerindo novos
tratamentos.

De maneira geral, a microbiota intestinal se demonstrou capaz de influenciar o resto do
organismo de maneiras diretas, como a producdo de metabdlitos que influenciam outros
sistemas ou atravessam o sistema nervoso entérico e alcancam o sistema nervoso central, ou de
maneiras indiretas, escapando de seu ambiente natural devido a um aumento da permeabilidade
do intestino e causando reacdes inflamatdrias. Alguns estudos também detalharam vias mais
especificas de influéncia, como acimulo de placas amiloides na doenca de Alzheimer, a
producéo de toxina tetanica no autismo e a conversao de colina em TMAO na aterosclerose.

A microbiota se demonstrou capaz de prevenir e causar certas enfermidades.
Obviamente, isso se da pelas diferentes espécies que se encontram no microbioma intestinal,
sendo elas tanto bactérias benéficas como bactérias potencialmente patogénicas. A sua atuacdo
na salde humana é dependente do equilibrio populacional microbiano. Em condi¢des normais,
bactérias nocivas sdo inibidas pelas bactérias simbiontes, que protegem o hospedeiro contra
colonizac@es destas bactérias patogénicas. O material aqui investigado sugere que as disbioses
causam enfermidades tanto pelo aumento de bactérias nocivas como pela perda de bactérias
benéficas.

Dentre os diversos motivos que causam modificagcdes na microbiota, 0 uso de
antibioticos orais é um deles, principalmente os de amplo espectro de acdo. A eliminagdo bruta
que estes farmacos oferecem destroi o delicado equilibrio da microbiota intestinal, levando a
disfungdes no organismo. O uso de antibidticos ja € restrito, devido ao potencial de criacdo de
cepas resistentes ao efeito destes devido a uso indevido, mas o potencial mal que pode ser
causado pela alteracdo subita e severa da microbiota mediante o uso de antibidticos também
deve ser considerado.

Considerando a importancia que a microbiota tem, e seu potencial de influenciar o
organismo humano, varios pesquisadores consideraram a sua manipulacdo para o tratamento de
diversas doencas. Através da eliminacdo de bactérias nocivas e o estimulo do crescimento de
bacterias benignas, seria possivel atenuar os sintomas, ou até mesmo curar certas enfermidades.
No entanto, a area da pesquisa envolvendo a microbiota ainda € muito nova, e mais pesquisas
sdo necessarias para totalmente decifrar o funcionamento dos microrganismos que convivem
com o ser humano. Juntamente com o projeto do genoma humano, foi realizado um projeto do
metagenoma humano, referente ao material genético localizado nas popula¢des microbianas da



microbiota humana; esses projetos revelaram a filogenia de boa parte destes microrganismos,
mas o perfil metagenético da microbiota intestinal humana completo ainda é desconhecido.

Atualmente, ja sdo utilizados como tratamento probidticos microrganismos benignos
que providenciam beneficios para a salde e prebioticos, substdncias que estimulam o
crescimento desses microrganismos benignos. Contudo, seu uso e potenciais efeitos ainda néo
sdo totalmente cientificamente comprovados. Probidticos séo amplamente disponiveis na forma
de iogurtes e outros produtos fermentados, mas a sua dose e consumo ndo sdo propriamente
regulados, gerando nenhum efeito benéfico na melhor das hipoteses. Para a utilizacdo destes
compostos de maneira efetiva, € necessaria uma caracterizacdo detalhada da microbiota do
paciente, identificando quais popula¢cdes microbianas estdo em niveis anormais, e administrar
pro e prebidticos em quantidades adequadas, como qualquer outro farmaco. Antibidticos
também estdo sendo considerados possiveis tratamentos para disbioses, mas como ja
mencionado, sua acao € destrutiva demais e oferece mais desvantagens que beneficios.

Vale a pena também considerar o efeito que a dieta pode exercer sobre a microbiota.
Como ja foi mencionado, a dieta pode afetar a microbiota tanto positivamente quanto
negativamente. A dieta ocidental, que é rica em gordura e acucares, é responsavel por diversas
patologias e drasticamente altera a composi¢do da microbiota de forma nociva. No entanto,
adocdo de uma dieta mais saudavel ndo produz efeitos significativos na microbiota em curto
prazo, e seria insensato desconsiderar outros fatores que influenciam na patologia de doencas
além da microbiota (o sedentarismo na obesidade, por exemplo). Apesar disto, 0 consumo de
alimentos mais saudaveis € uma alternativa vultosa que amplamente traz beneficios para a salde
humana, e ndo deveria ser desconsiderada.

Levando tudo o que foi investigado neste trabalho, a utilizacdo da microbiota e sua
intima conexdo com o ser humano como tratamento para certas doencas tem um potencial
enorme. Apesar do fato de esta area de pesquisa ainda estar na sua infancia, muitos
pesquisadores demonstram grande interesse, e novos experimentos estdo sendo realizados
atualmente. Com suficiente paciéncia e dedicacao, desvendar os mistérios da microbiota pode
trazer novas descobertas de valor inimaginavel para a satde e qualidade de vida humana.
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Types of article
Original Article

Unstructured abstract {up to 250 words)
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2500 words maximum
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Review Article
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20 references maximum
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Letters should not exceed 1000 words, have no more than 5 references and only 1 figure/table.
Letters should begin "Sir, and should hawe no abstract.

Contact details for submission
If you have any problems submitting your paper through this system, please contact the Editorial
Office on humic@mediterranee-infection.com

Submission checklist
You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the joumnal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:
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One author has been designated as the corresponding author with contact details:
» E-mail address
= Full postal address

All necessary files have been uploaded:
Manuscript:
» Include keywords
= All figures (include relevant captions)
= All tables (including titles, description, footnotes)
= Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
= Indicate clearly if color should be used for any figures in print
ical Abstracts / Highlights files (where applicable)
Supplemental files (where applicable)
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« Manuscript has been 'spell checked' and ‘grammar checked®

= All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

= Permission has been obtained for use of copyrighted materal from other sources (including the
Inbernet)

= A competing interests statement is provided, even If the authors have no competing interests to
declare

= Journal policies detailed in this guide have been reviewed

» Referes suggestions and contact detalls provided, based on journal reguirements

For further information, visit our Support Cenber.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing
Please see our Information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.

Studies in humans and animals

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described
has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association
(Declaration of Halsinki) for experiments inialving humans. The manuscript should be in line with the
Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical
Jowrnals and alm for the inclusion of representative human populations (sex, age and ethnicity) as
per those recommendations. The terms sex and gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

Al animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carded out in
arcordance with the UK. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratary animals (MIH Publications Mo. 8023, revised 1978) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such guidelines hawve been followed. The sex of animals must
be indicated, and where appropriate, the influence (or association) of sex on the results of the study.

Informed consent and patient details

Studies on patients or volunteers require sthics committee approval and informed consent, which
should ke docurnented in the paper. Appropriate consents, permissions and releasas must be obtainad
wihere an author wishes to Include case details or other personal information or images of patients
and any other individuals in an Elsevier publication. Written consents must be retained by the author
but copies should not be provided to the journal. Only if specifically requested by the journal in
exceptional circumstances (for example if a legal issue arises) the author must provide copies of the
consents or evidence that such consents have been obtained. For more information, please review the
Elsevier Policy on the Use of Images or Personal Information of Patients or other Individuals. Unless
you hawe written permission from the patient {or, where applicable, the next of kin), the personal
details of any patient included in any part of the article and in any supplementary materals (including
all illustrations and videos) must be removed before submission.
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Declaration of competing interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence {bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/
registrations, and grants or other funding. Authors should create a declaration of competing interest
statement using this tool and upload to the submission systern at the Attach Files step. Nobe: Please
do not convert the .docx template to another file type. Author signatures sre not reguired.
This statement will ke published within the article if accepted.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or conowrrent
publication® for more Information), that it s not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities whers
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, incduding electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhers at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see ‘Multiple,
redundant or concurrent publication® for more Information).

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual is superior to
another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual ofentation, disability or health
condition; and use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias,
stereotypes, slang, reference to dominant culture andfor cultural assumptions. We advise to seek
gender neutrality by using plural nouns (“cinicians, patients/clients") as default/wherever possible
to avald using “he, she " or “hefshe.” We recommend awoiding the use of descriptors that refer to
personal attributes such as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orentation, disability or health
condition unless they are relevant and valid. These guidelines are meant as a point of reference to
help identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

Auvthor contributions

For transparency, we encourage authors to submit an author satement file outlining their individual
contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization; Data curation;
Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodalogy; Project administration; Resources:
Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing - original draft; Writing - review &
editing. Authorship statements should be formatied with the names of authors first and CRediT role{s)
follpwing. More details and an example

Authorship
All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the
artiche oF revising it critically for important intellectusl content, (3) final approval of the wersion to
be submitted.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors befere submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the joumnal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding authar: (a) the reason
for the change In author list and {b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agres with the addition, removal or rearrangement. [n the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or remowed.
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Only in exceptional droumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors afber the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in 2 corrigendum.

Article transfer senvice

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Bditor feels your article is
miore sultable in one of owr other participating joumals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of thase. If you agres, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please nobe that your article will be reviewed again by the new journal.
Maore information.

Copyright
Upon acceptance of an article, authars will be asked to complete a ‘License Agresment’ (See mors

information on this). Permitted third party reuse of open acoess articles is determined by the author's
chobce of user license,

Author rights

As an author you (or your employer oF institution) have certain rights to reuse wour work. More
information.

Eizevier supparts responsibie sharing
Fimd out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsons), if any, in sbedy design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the deciskon to
submit the article for publication. If the funding souwrce(s) had no such involvement then this should
be stated.

Open access
Please wisit our Open Access page for more information.

Eisewier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-leaming platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The “Learn” enwvironment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resowrces to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing senices)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these]. Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service awailable from Elsevier's Author Services.

Submission

Owr online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single POF file used in
the pesr-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are reguired to typesst yowr article for
final publication. All correspandence, including notification of the Bditor's decision and reguests for
revision, 5 sent by e-mail.

Please submit your articke via hitps://www.editorialmanager.com, hu mic/default.a Spx

PREPARATION

Peer review

This journal operates a single anomymized review process. All contributbons will be initially assessed by
the editor for sultability for the joumnal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimnum of
two independent expert reviewers bo assess the sclentific guality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors
are not invalved in decisions about papers which they hawe written themselves or have been written
by family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an
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interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review
handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types
of peer review.

Submission by an editor

A paper submitted by an editor or board member {including submission as a co-author) will be handlad
by one of the other Senior Editors who will manage the peer review process. The Journal's submission
system does not allow Editors to manage their own papers in the system.

Use of word processing software

It is impartant that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in singbe-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. 'When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columins.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Mote that sowrce files of figures, tables and text graphics
will be reguired whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary efrors you are strongly advised to use the ‘spell-check' and ‘grammar-check’
functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article inte cleary defined and numbered sections. Subsections should be numberad
1.1 (them 1.1.1, 1.1.2, ...}, 1.2, etc. (the abstract is mot included in section numbering). Use this
numbering also for intemal cross-referencing: do not just refer bo “the bext'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Essential title page information

» Title. Concise and Informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avold
abbreviations and formulas where possible.

= Author names and affillations. Please clearly indicate the given name(s) and family nameis)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affillations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author

= Corresponding authar. Clearly indicate wiho will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

= Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a ‘Present address’ [or ‘Permanent address’) may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the discoverability of
your article wia search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the
novel results of your research as well 2s new methods that were used during the study (if any). Please
hawe a look at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use "Highlights® in the file name and include 3 to 5 bullet points {masimuem 85 characters, including
spaces, per bullet point).

Graphical abstract

Althowgh a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws maore attention to the online
artiche. The graphical abstract should surmmarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
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separate file in the onling submission system. Image size: Please provide an image with 2 minimum
of 531 = 1328 pixels (h = w) or proportionally mare. The image should be readable at & size of 5 =
13 ¢m using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EFS, POF or MS Office
files. You can wiew Example Graphical Abstracts on owr information site.

Authors can make use of Elsevier's [lustration Services to ensure the best presentation of their images
and in acoordance with all technical reguirements.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of & keywords, using British spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts {avoid, for example, ‘and’, "of'). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do

not, therefore, include them on the title page, as a footnobe to the title or otherwise. List here thosa
individwals who provided help during the research {e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, stc.).

Artwork

Electronic arwork

General poinis

= Make sure you use uniform lettering and sizing of your original arbwork.

» Embed the usad fonts if the application provides that option.

= Al to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times Mew Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

= Number the illustrations according to their sequence in the text.

» Use a logical naming convention for your arfwork files.

= Prowide captions to illustrations separately.

= Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

» Ensure that cobor images are accessible to all, incleding those with impaired color visbon.

A detalled guide on electronic artwork 1S available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detalled information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Micrasoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as k' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electranic artwark is
finalized, please "Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and ling/halftone combinations given below):

EPS [or POF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to @ minimum of 300 dpi.

TIFF [or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to @ minimum of 1000 dpi.
TIFF {or JPEG): Combinations bitmapped lingfhalf-tone {color or grayscale), keep to a minimum of
E00 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPGE); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

= Supply files that are too low in resolution;

= Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Mustration services

Elsevier's Author Services offers Hlustratbon Services to authors preparing to submit a manuscript but
concermed about the quality of the images accompanying thelr article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image ‘polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each llustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title {pot on the figure itself) and a description of the (lustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations usead.
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Tables

Please submit tables as editable vext and not as images. Tables can be placed either next o the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Mumber tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and enswre that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhers in the article. Please avold using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text Is also present in the reference list (and wice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
commisnications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they showld follow the standard reference style of the
joumal and should include & substitution of the publication date with either ‘Unpublished results’ or
‘Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been acocepted
fior publication.

Data references

This jowmnal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and inclueding a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify It as a data reference. The [dataset] dentifier will not appear in your published artiche.

Referances in 3 special issug
Please ensure that the words ‘this issue’ are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Specdial Issue.

Referance style

Text: Indicate references by numben(s) in square bracksts in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference numbens) must always be given.

List: Murmnber the references (numbers in sguare brackets) in the list in the arder in which they appear
in the text.

Exampies:

Reference to a journal publication:

[1] wan der Geer 1, Hanraads JA), Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
2010;163:51-9. https://dol.org,/ 10.1016/).5c. 2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] van der Geer ], Hanraads 1AJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. Heliyon.
2018;19:e00205. hitps:/fdol.ongd 10. 10164)-heliyon.2018.00205

Reference to a book:

[3] Strunk Ir W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000,

Reference to a chapter in an edited book:

[4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones B%, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, Mew York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.
Reference to a website:

[5] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK, http://www.cancerresearchuk.ongy
aboutcancer)statistics/cancerstatsreport; 2003 [accessed 13 March 2003].

Reference to a dataset:

[datasat] [&] Ogura M, Imahiro %, Saito 5, Makashizuka T. Mortality data for Japaness oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015. https://dol.org/ 10.17632)
*w]FEND39r 1.

Mote shortened form for last pege number. e.g., 51-9, and that for more than & authors the first 6
should be listed followed by ‘et al.' For further details you are referred to "Uniform Reguirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals® (1 Am Med Assoc 1997:277:927-34) (see also Samples
of Formatted References).

{see also hthp://www.nim.nih.gov/Bsd/ uniform_reguirements.homl)

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with thelr article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
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same way as a figure or table by referring to the wideo or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be propery labeled so that they directly
relate to the video file's content. In arder to ensure that your video of animation material is directly
usaple, please provide e file in one of our recommended file fOFMErs with 2 preferrad maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Vides and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including Sciencelirect. Pleasa supply
‘stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
maore detailed instructions please visit our video instruction pages. Mote: since widea and animation
cannot e embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print wersion for the partions of the article that refer to this content.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
artiche to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are recaiwed [Excel
or PowerPoint files will appear a5 such onling). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any cormectons on @ previous version. Please switch off the Track Changes’ option
in Microsoft Office files as these will appear in the published wersion.

Research data

This jouwrnal encourages and enables you to share data that swpports your research publication
where approgriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materals related to the project.

Below are a number of ways in which you can associabe data with your article or make a stabtement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References” secthon for more information about data citation. For more information on depaositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the ressarch data page.

Data linking

If i hawe made your research data available in 2 data repository, you an link your article directly to
the dataset. Elsavier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your articke. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, wisit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on Scienceldrect.

In addition, you can link to relevant data or entities throwgh identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: wooo {e.g., TAIR: ATLGOL020; CCDC: 734053;
PDB: LXFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
YOur manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next o your published article online.

For more informatian, visit the Mendeley Data for journals page.

AUTHOR INFORMATION PACK 10 Apr 2021 www. elsevier. com/locate humic 10




Data statemeant

To foster transparency, we encourage you to stabe the availability of your data in youwr submission.
This may be a requirernent of your funding bady or instinution. If your data is unavailable to access
of unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate wihy during the submission process,
for example by stating that the research data s confidential. The statement will appear with your
published article on Sclencelirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOL) may be used to dte and link to electronic documents. The DOL
consists of a unigue alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DO1 never changes. Therefore, it s an ideal
medium fior Citing & document, particularly “Articles in press’ because they hawve not yet recelved their
full biblisgraphic information. Exarmple of a correctly given D01 {in URL format; here an article in the
joumnal Physics Letters 8):

hitp://dx.doi.org/10. 1016/]. physletb. 2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with thelr proof
corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link o gur online
proafing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to
MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questhons
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less emmor-prone process by allowing
you to directly type wour corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and wpload your edits on the POF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including altemative methods to the online
wversion and PDF

We will do everything possible to get your article published guickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to enswre that all corrections are sent back
to ws in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibdlity.

Offprints

The comresponding author will be notified and receive a link to the published wersion of the open
access article on Sclencelirect. This link is in the form of an article DO link which can be shared via
email and social networks. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order
form which Is sent once the article |s accepted for publication. Both corresponding and co-authors
may order offprinks at any time via Elsevier's Author Services.

AUTHOR INQUIRIES

Wisit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in towch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.

£ Copyright 2018 Elsevier | hitps:/fwew. elsevier.com
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