JOURNAL OF THE AMERICAN COLLEGE OF CARDIOLOGY Vol.
© 2019 POR AMERICAN COLLEGE OF CARDIOLOGY FOUNDATION
PUBLICADO POR ELSEVIER

73, No. 16, 2019
ISSN 0735-1097
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2019.03.024

EDICAO COM FOCO ESPECIAL: PROMOCAO DA SAUDE CARDIOVASCULAR

((-

Ouga o dudio com o resumo
deste artigo, apresentado
pelo editor-chefe,

Dr. Valentin Fuster em
JACC.org.

O PRESENTE E O FUTURO: REVISAO DO ESTADO DA ARTE DO JACC

Microbiota intestinal na satlide

e doenca cardiovascular

Revisao do Estado da Arte do JACC

W.H. Wilson Tang, MD,*"<Fredrik Biackhed, PHD,* Ulf Landmesser, MD,’ Stanley L. Hazen, MD*"

RESUMO

nutricdo é um dos principais fatores de risco

modificaveis para a saude cardiovascular. No

entanto, a prevaléncia de niveis ideais de dieta
permanece baixa, atingindo 0,6% em crian¢ase 1,5% em
adultos (1). Em contraste, 50% dos adultos jovens (de 20
a 49 anos de idade) e 30,9% dos adultos mais velhos (50
anos ou mais) apresentaram baixos niveis de dieta (1).
Estudosrecentestém destacado aingestido de nutrientes
alimentares, como fator contribuinte fundamental para
a saude global e suscetibilidade a doenca (2). O que nés
comemos também fornece nutrientes para o metabo-

Apesar de grandes avangos na reducdo do 6nus da doenga cardiovascular (DCV) com a modificacdo dos fatores classicos

de risco de DCV, riscos residuais significativos persistem. Descobertas recentes que ligavam microbiota intestinal e DCV
tém ampliado a nossa compreensdo de como os nutrientes alimentares podem afetar a satide e a doenga cardiovascular.
Embora a Gltima geracdo de técnicas de sequenciamento possa identificar os participantes da comunidade microbiana
intestinal e dispor de ideias sobre as mudancas da composicao microbiana em retorno a respostas fisioldgicas e exposicoes
alimentares, disposic6es sobre prebidticos ou probiéticos ainda precisam demonstrar beneficio terapéutico para a DCV. A
nossa compreensao cada vez maior sobre moduladores fisioldgicos derivados da microbiota intestinal (por exemplo, acidos
graxos de cadeia curta) e mediadores patogénicos (por exemplo, N-oxido de trimetilamina) de suscetibilidade a doenca do
hospedeiro tem criado oportunidades terapéuticas possiveis para melhorar a satide cardiovascular. Esta revisdo discute as
fungdes da microbiota intestinal humana na fisiologia normal, suas associagdes com susceptibilidades da DCV, e o potencial
de modular a composi¢do da microbiota intestinal e o metabolismo como um novo alvo terapéutico para DCV. (J Am Coll
Cardiol 2019;73:2089-105) © 2019 pela American College of Cardiology Foundation.

lismo microbiano intestinal. Assim, uma visdo mais
holistica do metabolismo esta evoluindo; a combinacao
de microbiota intestinal e transformacdes metabélicas
no hospedeiro contribuem ao nosso metabolismo global
e a variagdes interindividuais nos nossos perfis meta-
bélicos. A microbiota intestinal serve como filtro de
nossas maiores exposicdes ambientais: o que comemos.
Como varios metabolitos gerados pela microbiota intes-
tinal sdo biologicamente ativos e afetam os feno6tipos do
hospedeiro, o microbioma intestinal também funciona
como um importante 6rgdo enddcrino que é responsivo
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ABREVIATURAS
E ACRONIMOS

AGCC = 4cidos graxos de cadeira

curta

DAC = doenga arterial
coronariana

DCV =doenca cardiovascular
DRC =doencarenal crénica
FMO = flavina monooxigenase

FXR =receptor farnesoide X

gBB = g-butirobetaina
IC =insuficiéncia cardiaca
TMA = trimetilamina

TMAO =N-éxido de
trimetilamina

TML = trimetil-lisina

a ingestdo alimentar. Ele se comunica com
os oOrgdos distais no hospedeiro por meio de
caminhos complexos através dos metabolitos
gerados pela microbiota intestinal e foi de-
monstrado que afeta fendtipos relevantes para
a doenga cardiovascular (DCV), variando de
inflamacdo, obesidade e resisténcia a insulina
a processos mais diretos, como suscetibilidade
a aterosclerose e trombose (3). Esta revisao
discute as fungdes da microbiota intestinal
humana na fisiologia normal, suas associagdes
com susceptibilidades a doenga, e o potencial
de modulagao da microbiota intestinal, como

novos alvos terapéuticos para DCV.

MICROBIOMA INTESTINAL NORMAL

O intestino humano abriga trilhdes de células
microbianas como uma parte essencial do nosso ecos-
sistema fisiolégico saudavel. Essas comunidades de
bactérias, fungos, Archaea e virus sao frequentemente
referidas coletivamente como “microbiota”, e seu
genoma como “microbioma”. A maioria da comunidade
microbiana intestinal conhecida é composta de bacté-
rias do filo Bacteroidetes e Firmicutes (especialmente
espécies de Clostridia), Actinobacteria, Proteobacteria
e Verrucomicrobia (Figura 1) (4). Entender ou definir
0 que constitui um microbioma normal é desafiador e
pode abranger as consideragdes do nucleo funcional,
a ecologia da comunidade saudavel e a resisténcia,
resiliéncia, estabilidade e perspectivas da ecologia
microbiana e os metabélitos (5). No entanto, taxons
nestes filos sdo relativamente estaveis ao longo do
tempo dentro de um individuo, e relativamente consis-
tente entre os membros da familia, embora variando
amplamente entre individuos nao relacionados que
vivem em domicilios diferentes (6). No entanto, as
comunidades microbianas em um domicilio podem ser
substancialmente alteradas, especialmente quando ha
contato fisico (7). A medida de quanto a microbiota
¢ alterada ao longo do tempo dentro de um individuo
ainda precisa ser determinada. Comeg¢ando no parto,
existem influéncias ambientais importantes sobre
a composicdo, funcdo e metabolismo microbiano
intestinal de um individuo, que podem, direta ou
indiretamente, afetar o metabolismo de hospedeiro
(8). Sob condigdes fisioloégicas, a microbiota intestinal
continua a estimular o sistema imune, especialmente
por meio de tecidos linfoides associados ao intestino.
Além disso, a microbiota intestinal esta envolvida
na ativacdo e diferenciagdo de uma vasta gama de
linfécitos T e B, bem como a modulagdo da produgao
de mucosa de imunoglobulinas (principalmente imu-
noglobulina A) (4).
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DESTAQUES

¢ A microbiota intestinal é mecanicamente
ligada a processos fisioldgicos que afetam a
saude cardiovascular.

e Nutrientes alimentares servem como prin-
cipais influéncias ambientais na microbiota
intestinal e no metabolismo do hospedeiro
humano.

e Modularacomposi¢cdo damicrobiota intestinal
e 0 metabolismo pode servir como alvo para

prevencao das doencas cardiovasculares.

METODOS DE SEQUENCIAMENTO DE ULTIMA

GERAGCAO PARA AVALIAR A DIVERSIDADE MICRO-

BIANA. Historicamente, a composicdo microbiana

foi investigada por métodos baseados em culturas

tradicionais, o que pode ser magante e permitir apenas

a amostragem de uma pequena parte da populagido mi-

crobiana intestinal. As abordagens baseadas em cultura

oferecem uma oportunidade valiosa para obter infor-
magdes sobre requisitos de metabolismo e crescimento
bacteriano, bem como a possivel utilizagdo futura de
tais cepas cultivadas para investigagdes experimentais.

Por conseguinte, ha um grande esforgo em isolar cepas

de culturas do intestino humano (9, 10). Recentemente,

o sequenciamento de ultima geragdo independente

da cultura focou em atribui¢des taxondmicas através

de sequéncias de DNA, que permitiram bactérias ndo
cultivaveis anteriormente a serem identificadas com

a “culturomial@ alvo para ganhar novas ideias meca-

nicistas (11). O termo “metagenomia” refere-se a um

genoma coletivo de microrganismos de uma amostra
ambiental que informa o ecossistema microbiano. Se-
quéncias de nucleicas microbianas sdo utilizadas como

proxy para estimativa da identidade do organismo e a

abundancia relativa de comunidades microbianas com-

plexas. Como mostrado na Figura 2, duas estratégias
comuns (12) foram utilizadas para obter essa sequéncia
de informagdes:

1. A sequéncia alvo: um método de sequéncia comum
detecta as diferengas sequenciais da regido de hiper-
variabilidade do RNA ribossémico 16S (rRNA) bacte-
riano para a identificagdo taxondmica das bactérias
presentes. Embora sejam faceis e informativas, as
regides de variabilidade com analises 16S sdo geral-
mente insuficientes para fornecer uma resolugdo em
nivel de espécie. Além disso, resultados diferentes
podem ser gerados com base nas diferentes regioes
analisadas.

2. Sequenciamento shotgun gendmico completo: utilizar
sequenciamento gendmico em larga escala combi-
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FIGURA 1 Arvore de fitogenética representando a microbiota intestinal humana

G1: Odoribacter
G2: Butyrivibrio
G3: Roseburia

Negativicutes
: Sel'en_omonadajes

A: O. splanchnicus
B: B. vulgatus
C: Bacteroides sp.

Bacteroigi

gpapeqoalmdmag

>1). O tamanho dos nds refletem sua abundancia relativa (143).

Cladograma taxondmico relatando todos os clados presentes em uma ou ambas as coortes da microbiota intestinal em populag6es assintomaticos ocidentais como
inferido pelo MetaPhlAn em 224 amostras combinadas nas coortes do Projeto do Microbioma Humano (n = 139) e MetaHIT (METAgenomia do Trato Intestinal Humano)
(n = 85). 0 tamanho do circulo é proporcional ao log da abundancia média, a cor representa enriquecimento relativo dos taxons mais abundantes (média 1% em coorte

nado com a bioinformatica computacional avangada,
identificacdo de perfis funcionais taxondmicos e
potenciais de comunidades microbianas conhecidas
e desconhecidas pode ser feito sem a necessidade
de cultura no laboratério (muitos ainda precisam
ser explorados) (13). Apesar de teoricamente abran-
gente e perspicaz, muitos estudos ainda sdo mal
aproveitados.
Apesar dos avangos no sequenciamento microbiano
de ultima geragdo, hd algumas limitagdes em suas
aplicagdes clinicas e de pesquisa (14). A qualidade e a

quantidade de acidos nucleicos recuperados podem
variar dependendo da hora da coleta da amostra (tipos
de amostra, local de origem, bem como métodos de
coleta e/ou transformagdo), armazenamento e técnicas
de processamento (de extragdo do genoma microbiano
a preparagdo da biblioteca, sequenciamento, filtro de
qualidade ou passos de identificagdo da sequéncia).
Tecnicamente, o viés de amplificagdo, controles de
sequenciamento interno inadequados (positivo e ne-
gativo) ou contaminagdo pode resultar em alteragdes
na composi¢do microbiana que ndo refletem as verda-
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FIGURA 2 Técnicas contemporaneas de sequenciamento metagenomico
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Ribosomal Database Project (projeto de banco de dados ribossomais).

Métodos de bioinformatica para metagenomia funcional para definir a composicdo e a fun¢ao de comunidades microbianas nao cultivadas, utilizando ensaios baseados
em sequéncia. O DNA da comunidade é extraido de uma amostra, e os taxons bacterianos presentes sdo mais frequentemente definidos pela amplificagdo do gene

16S rRNA e pelo sequenciamento dele com sequéncias muito similares agrupadas em unidades taxondmicas operacionais (UTOs). Sequenciamento metagendmico
direto usando uma abordagem shotgun para comparar diretamente com genomas de referéncia ou catalogos de genes melhora a resolucdo taxondmica e permite a
observagdo de polimorfismos de nucleotideo tinico (PNUs) e outras sequéncias variantes, com capacidades funcionais determinadas, comparando-se as sequéncias a
bases de dados funcionais (144). BLAST = Basic Local Alignment Search Tool (ferramenta de pesquisa de alinhamento local basico); KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomas (enciclopédia Kyoto de genes e genomas); NCBI = National Center for Biotechnology Information (centro nacional de informagdes biotecnoldgicas); RDP =

deiras mudancas. Entretanto, as amostras de tecido sao
dominadas pelo DNA do hospedeiro, e profundidade de
sequenciamento alta ou abordagens sdo necessarias
para enriquecer o DNA microbiano. Além disso, os re-
sultados dessas andlises sdo geralmente apresentados
como uma proporg¢io, em vez de um nivel absoluto, e a

presenca de micrébios especificos em um espécime ndo
pode igualar a patogenicidade.

ESPECTRO DE DIVERSIDADE MICROBIANA NAS
ESPECIES. Além das variabilidades interindividuais, os
seres humanos tém microbiota intestinal distinta das
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Primeiro autor
(no ref.), ano

Populagio Técnica

TABELA 1 Composicdo alterada da microbiota intestinal associada a doencas cardiovasculares

Aumento de DCV

Diminuicdo de DCV

Karlsson et al.
(145), 2012

12 pacientes suecos com IM/AVC versus 13
individuos pareados por idade/sexo como
controle

Dinakaran et al.
(146), 2014

80 pacientes indianos com DCV (valvar,
isquémica, congénita) versus 40 individuos
saudaveis como controle

sanguineo

Yin et al. (147), 141 pacientes chineses AVC/AIT versus 94
2015 individuos assintomaticos como controle

Emoto et al. (32),

2016 pareados por idade/sexo com fatores de risco
como controle versus 50 individuos saudaveis
como controle

Feng et al. (148), 59 pacientes chineses com DAC versus 43
2016 individuos saudaveis como controle

Jieetal. (33),2017 218 pacientes chineses com DCVA (angina
estavel/instavel, IAM) versus 187 individuos
saudaveis como controle

Metagenoma intestinal

Regido V4 do 165 rRNA.

39 pacientes japoneses DAC versus 30 individuos ~ RFLP terminal

Metagenoma intestinal

Metagenoma intestinal

Collinsella

16S rRNA e metagenoma  Proteobacteria

Actinobacteria

Fagos de Propionibacterium
Fagos de Pseudomonas
Fagos de Rhizobium
Lymphocystis virus

Torque teno virus
Enterobacteriaceae

Proteobacteria
Escherichia/Shigella

Relagdo de firmicutes/bateriodetes
com Lactobacillales

sp. HGF2

Enterobaceriaceae
Escherichia coli
Klebsiella spp

Streptococcus sp. M334 e M143 Clostridium

Eubacterium
Roseburia

Bacteriodetes
Bacteriodales
Bacteroidaceae
Bacteriodes

Bacteroides + Prevotella

Bactérias produtoras de buticarato
Roseburia intestinalis
Faecalibacterium cf. prausnitzii
Membros comuns do microbioma

Enterobacter aerogenes
Microbioma da cavidade oral
Streptococcus sp

Lactobacillus salivarius
Solobacterium moorei
Atropobium parvulum

Outros membros do microbioma
Ruminococcus gnavus
Eggerthella lenta

Bacteriodes spp
Prevotella copri
Alistipes shahii

AIT = ataque isquémico transitorio; DAC = doenga arterial coronariana; DCVA = doenga cardiovascular aterosclerdtica; DCV = doenca cardiovascular; IM = infarto do miocardio; RFLP =
restriction fragment length polymorphism (polimorfismo no comprimento de fragmentos de restri¢ao).

outras espécies. No entanto, a maioria da pesquisa me-
canicista sobre microbiota intestinal utiliza o modelo
murino com seus fendtipos e genétipos bem-definidos,
bem como variagdes ambientais cuidadosamente
controladas como, por exemplo, dietas e condi¢oes de
domicilio em experimentos. Os camundongos podem
variar muito entre linhagens de endocruzamento
e podem ser bem diferentes dos seres humanos na
anatomia, genética e fisiologia, bem como exposi¢des
ambientais e ingestdo alimentar. Diferentes modelos
de camundongos também podem levar a mudangas
divergentes na composicdo da microbiota intestinal
e podem ter uma relagdo diferente entre a microbiota
intestinal e o hospedeiro. No entanto, muitas provas
de conceito utilizam modelos de camundongo gnoto-
biéticos [todos os microrganismos sdo conhecidos ou
excluidos (como naqueles sem germes)]. Alguns dos
dados mais fortes que demonstraram a possivel parti-
cipacdo da microbiota intestinal na susceptibilidade a
DCV utilizaram camundongos sem germes durante os
estudos de transplante microbiano para demonstrar a
transmissdo de um fendtipo ou uma doenga, que pre-
enche um elemento essencial do “postulado de Koch”
para patogénese microbiana (15, 16). Exemplos em que
estudos com camundongos de transferéncia microbiana
demonstraram a transmissdo de fendtipos relevantes
para DCV incluem obesidade e/ou adiposidade (17, 18),

aterosclerose (19, 20), hipertensdo arterial (21-23),
trombose (24), insuficiéncia renal (25) e resisténcia
a insulina (26, 27). A introducdo de amostras fecais
humanas para demonstrar a transmissibilidade de
fenétipos de doengas (por exemplo, caracteristicas
da sindrome metabdlica) foi relatada (28). Discussdes
sobre o papel contributivo da microbiota intestinal na
obesidade e doencas inflamatorias tém sido extensiva-
mente revisadas em outros lugares (29).

ALTERAGCOES NA COMPOSIGCAO DA
MICROBIOTA INTESTINAL: DISBIOSE

O termo “disbiose” refere-se a um desequilibrio nas
comunidades microbianas dentro ou sobre o corpo.
Alteragdes na composicdo da microbiana intestinal
associada a presenga de numerosas doengas e/ou
fenétipos foram o foco da maioria dos estudos sobre mi-
crobioma na tltima década. A capacidade de identificar
os padrdes especificos de composi¢do da microbiota
que estdo associados a maior suscetibilidade da doenga
ao longo do tempo é um conceito atraente. No intestino
saudavel, Bacteroidetes e Firmicutes contribuem a
maioria do total das espécies bacterianas, e sua relagdo
é frequentemente considerada uma estimativa relativa
de satide da microbiana intestinal. Embora intrigante e,
potencialmente, perspicaz, os Bacteroidetes e Firmicutes

75



76

JACC Vol. 73, No. 16, 2019
30 de abril de 2019: 2089-105

Tang et al.
Microbiota intestinal e DCV

ILUSTRACAO CENTRAL Microbiota intestinal e suas contribuicdes metabélicas para a saiide e doenca cardiovascular
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Nutrientes alimentares sdo filtrados pela microbiota intestinal pelos efeitos dependentes de metabolismo [geragdo de metabélitos microbianos, como acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) e
trimetilamina de carboidratos alimentares e colina/carnitina, respectivamente] e efeitos independentes do metabolismo (lipopolissacarideos e peptidoglicano), levando, por sua vez, a alteragdes
metabdlicas que afetam os sistemas cardiovascular e finalidades do 6rgao (145). BA = dcidos biliares; DCV = doenca cardiovascular; FMO3 = flavina monooxigenase; GPCR = receptores acoplados a

proteina G; HDAC = histona deacetilase; TAM = tecido adiposo marrom.

representam diversos filos, e tais analises sdo, por con-
seguinte, relativamente grosseiras e também puramente
associativa por natureza. Além disso, as interagdes
microbianas do hospedeiro sdo muitas vezes dindmicos
e dependem da disponibilidade de nutrientes no local,
tensdo de oxigénio, pH, motilidade gastrica e muitos ou-
tros pardmetros. Portanto, as comunidades microbianas
sdo, muitas vezes, Gnicas e distintas entre regioes, e ao
longo de todo o aparelho digestivo. Essa caracteristica
acrescenta desafios na interpretacdo da composicao
microbiana baseada em andlises de materiais fecais
(30). Virus, fungos e Archaea contribuem, também, para
os dados da sequéncia de DNA sem hospedeiro obtidos
durante a analise de sequenciamento de profundidade
além de bactérias, contribuindo assim para uma maior
complexidade nas analises e interpretagdes.

DISBIOSE EM ATEROSCLEROSE E DOENCA AR-
TERIAL CORONARIANA. Alteragdes na composi¢do
microbiana distintas foram descritas na definicdo da
doenga aterosclerotica coronariana (DAC) em varios es-

tudos de caso-controle que utilizaram amostras fecais
de pacientes com fendtipos diferentes (Tabela 1). Ndo
foi totalmente caracterizado se elas representam taxons
microbiotas associados a DAC versus medicamentos ou
fatores de risco que contribuem ao desenvolvimento
da DAC. O primeiro estudo que explorou as alteracgodes
da composi¢cdo microbiana associadas a placas ateros-
cleréticas, bem como microbiota intestinal e oral, foi
relatado por Koren et al. (31). Esse estudo utilizou piro-
sequenciamento de genes 16S rRNA para buscar taxons
bacterianos cujas proporg¢des foram associadas a DAC.
Mais estudos contemporaneos relataram alteragoes
caracteristicas em pacientes com DAC que tiveram um
aumento significativo de Firmicutes (Lactobacillales)
acoplados com uma diminui¢do na Bacteroidetes (Bac-
teroides e Prevotella), o que nao foi observado em uma
coorte comparativa de pacientes com diabetes (32).
Em um dos maiores estudos de associacdo de amplo
metagenoma até o momento, Jie et al. (33) observaram
uma maior abundancia de Enterobacteriaceae e bacté-
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rias associadas a cavidade oral e bactérias produtoras
de buticarato relativamente escassas em pacientes
com DCV aterosclerética versus individuos saudaveis
como controle (33). A influéncia potencial de disbiose
na patogénese da DCV aterosclerética nido deve ser
confundida com investigagdes anteriores que focaram
em patégenos microbianos implicados em associagdes
epidemiolégicas. Estudos mecanicistas implicaram que
patégenos microbianos especificos, como Chlamydia
pneumoniae, Helicobacter pylori e Porphyromonas gingi-
valis poderiam diretamente invadir células vasculares
e leucécitos, promovendo inflamagdo da gengiva ou
pulmdes. No entanto, ensaios clinicos randomizados
com antibidticos para atingir esses patdgenos micro-
bianos ndo produziram quaisquer beneficios clinicos na
reducdo da morbidade e da mortalidade em pacientes
com DAC. As contribui¢des patogénicas desses micro-
bios permanecem incertas (34). Um exame cuidadoso
dos primeiros estudos revelou que Chryseomonas foi
identificado em amostras de placa aterosclerdtica, e a
abundédncia combinada de Veillonella e Streptococcus
em placas aterosclerdticas foram correlacionados com
sua abundancia na cavidade oral, que é outra ligagdo
indireta entre doenga periodontal e aterosclerose
(31). Uma coorte maior com amostras disponiveis de
endarterectomia revelou taxons que pertenciam pre-
dominantemente a Proteobacteria e Actinobacteria, sem
diferenga entre pacientes assintomaticos e sintoma-
ticos, ouregides da placa, o que sugere menor influéncia
na vulnerabilidade da placa (35).

DISBIOSE NA INSUFICIENCIA CARDIACA. Altera-
¢des na composicdo microbiana intestinal foram bem
descritas em pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC),
especialmente com reducio da diversidade e deplegao
da microbiota intestinal do ntcleo (36). Como um
resultado possivel, observou-se que pacientes com
IC eram mais propensos a infec¢oes por Clostridium
difficile (37). A caracterizagdo cuidadosa de superficies
luminais intestinais tem revelado aumento bacteriano
significativamente maior com biofilme da mucosa e
aumento de adesdes bacterianas em pacientes com IC
versus individuos sem IC como controle (38). Com edema
na parede do intestino durante a congestao esplancnica
acompanhada de IC, a funcdo de barreira intestinal é
prejudicada, e componentes estruturais da microbiota
podem ter uma interacdo maior com a mucosa intestinal
do hospedeiro (Ilustragdo central). Quando essas inte-
racoes ocorrem com a superficie das células epiteliais
intestinais através de receptores de reconhecimento de
padrio, isso pode estimular respostas imunes do hos-
pedeiro e levar a inflamacao vascular. Essa situagao foi
observada em casos de IC em que exacerbagdes agudas
foram associadas ao aumento da deteccao de lipopolis-
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Aumento de riscos proporcionais com niveis de N-6xido de trimetilamina (TMAO) em jejum em uma
coorte de 2.235 pacientes que foram submetidos a angiografia coronariana eletiva. O ponto de corte do
quarto quartil de TMAO em jejum de 6,2 pM representou um risco de mortalidade por todas as causas

sacarideos circulantes e a respostas inflamatérias (39).
Uma maior abundancia de coldnias microbianas patogé-
nicas (Candida spp) e bactérias (Campylobacter, Shigella
e Yersinia) foram isoladas a partir de amostras fecais de
pacientes com IC, especialmente naqueles com elevagdo
da pressdo atrial direita e diminui¢do da fun¢do da bar-
reira intestinal (40). Trés coortes independentes de IC
que utilizaram técnicas de sequenciamento para carac-
terizar a composi¢cdo microbiana intestinal relataram
uma diminuicdo consistente na diversidade microbiana
e uma deplegdo de varios produtores de buticarato
(Fecalibacterium prasusnitzii, familia Lachnospiraceae,
Eubacterium hallii) que foram inversamente associados
a biomarcadores inflamatoérios (36, 41-43).

DISBIOSE E HIPERTENSAO ARTERIAL E DIABETES
MELLITUS. Embora haja diversosrelatérios sobre perfis
de microbiota intestinal, pacientes com diabetes tipo 2
tém assinaturas de microbiota intestinal distintas em
comparacdo com individuos sem diabetes (44). Espe-
cificamente, observou-se concentragdes menores de
micrdbios produtores de buticarato, como Roseburia in-
testinalis e Fecalibacterium prausnitzii, e concentragodes
maiores de Lactobacillus gasseri, Streptococcus mutans
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e algumas espécies de Clostridiales, Desulfovibrio e
Proteobacteria (45). A administracdo de metformina
aumentou a Akkermansia muciniphila e resultou em um
aumento relativo em algumas espécies de Escherichia
que poderiam ter efeitos benéficos sobre a homeostase
da glicose (46, 47). Entretanto, pacientes resistentes a
insulina apresentaram aumento dos niveis de amino-
acidos de cadeia ramificada, que foram especialmente
associados a presenca de Prevotella copri e Bacteroides
vulgatus, o que pode aumentar a resisténcia a insulina
e os niveis de aminodacidos de cadeia ramificada em ca-
mundongos (48). Os estudos humanos revelaram que as
respostas de glicose pds-prandial a ingestdo alimentar
podem ser moduladas pela microbiota intestinal (49).

A pressio arterial elevada é causa principal de DCV, e
aaltaingestdo de sal na dieta tem sido implicada na fisio-
patologia da hipertensao arterial. Altera¢des do micro-
bioma intestinal em resposta a alta ingestao de sal foram
recentemente observadas em um estudo experimental
em camundongos (50). A alta ingestdo de sal resultou em
um empobrecimento de Lactobacillus murinus. Por conse-
guinte, o tratamento de camundongos com Lactobacillus
murinus preveniu a hipertensdo sensivel a sal, em parte
pela modulagdo de células TH17 (50). Esses resultados
merecem mais estudos em seres humanos.

INTERVENCOES PROBIOTICAS E DIETETICAS
VISANDO MICROBIOTA INTESTINAL. Uma visdo da
microbiota intestinal e suas respectivas vias metab6-
licas proporcionou a oportunidade de explorar o papel
contributivo da microbiota intestinal na geragdo de
variabilidade de respostas fisioldgicas de nutrientes
alimentares. Aproveitando a capacidade de monitorar
os niveis continuos de glicose, um padrdo glicémico
individualizado surgiu quando informagdes dietéticas
cuidadosamente curadas com algoritmos de apren-
dizado de maquina foram baseadas em informacgoes
metagendmicas (49). As respostas do microbioma
foram medidas em >800 pessoas usando o 16SrRNA e o
perfil metagendmico shotgun para avaliar taxonomia e
funcio, respectivamente; portanto, adequar a ingestdo
dietética ao microbioma intestinal de um individuo po-
deria potencialmente minimizar um aumento na glucose
pds-prandial (49). Esses resultados destacaram como
aconselhamento alimentar e/ou interven¢des podem
ter o potencial para ser adaptado individualmente para
cada pessoa (devido a enorme variagdo na resposta da
glucose pds-prandial a comida “ruim” e “boa”). Essas
observagoes podem permitir uma precisdo avancada
maior sobre o aconselhamento nutricional no futuro, na
medida em que entramos na era da “medicina persona-
lizada”. No entanto, ainda sdo necessarios estudos pros-
pectivos rigorosos para determinar se tais abordagens
podem afetar o risco cardiovascular.
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Teoricacamente, a modulagdo direta da composi¢io
microbiana tem o potencial de restaurar as comunidades
microbianassaudaveisepromoverasaudecardiovascular.
Em um modelo de infarto do miocardio em camundongos,
a administragdo de antibidticos de largo espectro foi
associada a alteragdes nos niveis de leptina e catabdlitos
de aminoacidos aromatizados, bem como uma redugdo
do tamanho do infarto (51). Além disso, a administragdo
de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus
GR-1 foi associada a atenuagdo da remodelagdo cardiaca
pos-infarto em camundongos (51, 52). Curiosamente, 0s
micrdbios alimentares apenas colonizaram transitoria-
mente os intestinos. Ao contrario da diarreia associada
a antibidticos e a Clostridium difficile, ndo se estabeleceu
em estudos humanos se probioticos e prebidticos podem
influenciar diretamente as distribuigdes microbianas ge-
rais (53, 54). Embora existam relatos variados de efeitos
de redugdo da pressdo arterial e de lipidios com probié-
ticos, estudos com intervengao humana que demonstrem
sua eficacia sdo limitados, e ndo existem recomendagdes
clinicas para sua prescrigdo (55).

METABOLITOS MICROBIANOS COMO
MODULADORES FISIOLOGICAS: ACIDOS
GRAXOS DE CADEIA CURTA E ACIDOS
BILIARES

Um papel chave para a microbiota intestinal é apoiar
todos os dias fungoes fisiolégicas na digestao de ali-
mentos através de varios processos de fermentagcio em
resposta a ingestdo de substratos (56). Alguns metabo-
litos podem ser absorvidos diretamente na circulagao
do hospedeiro e servem como hormdnios para 6rgaos
distantes como sitios de acdo. Outros metabdlitos
podem ser metabolizados por enzimas do hospedeiro
semelhantes a pro-hormonios, que servem como
mediadores ou moléculas sinalizadoras. E provavel
que a maioria dos metabdlitos gerados por microbiana
possam proporcionar efeitos sinérgicos que promovem
asaude. No entanto, metabdlitos téxicos também podem
acumular, especialmente quando espécies patogénicas
estdo colonizando ou quando os mecanismos normais
de limpeza do hospedeiro (por exemplo, fun¢do renal)
desses metabdlitos estdo comprometidos. A detecgado
dessa Blmetaboloma de comida” fornece uma oportuni-
dade unica de obter uma ideia ndo sé para a qualidade
e a quantidade da ingestao de alimentos, mas também
para as consequéncias funcionais como resultado do
metabolismo microbiano complexo do hospedeiro (57).

EFEITOS FISIOLOGICOS DE ACIDOS GRAXOS DE CA-
DEIA CURTA. A fermentac¢do anaerdbica de nutrientes
ndo digeridos, como amido resistente, fibras dietéticas
e varios polissacarideos complexos, produzem acidos
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graxos variando de 1 a 6 cadeias de carbono, que sdo
comumente referidas como acidos graxos de cadeia
curta (AGCCs). Os exemplos incluem acetato, propionato
e buticarato, que sdo absorvidos de maneira ativa e
passiva no epitélio colonico na veia porta (58). Embora
fornecam cerca de 5% a 10% de energia para o hospe-
deiro humano, os AGCCs servem como moléculas sinali-
zadoras para sistemas corporais, incluindo a modulagdo
de sistemas autondémicos e pressdo arterial sistémica,
bem como respostas inflamatérias e outras fungdes
celulares. Os AGCCs apresentam uma ampla variedade
de fungdes fisiolégicas, incluindo inibi¢do da histona de-
acetilase, da quimiotaxia e da modulagio de fagocitose,
indugdo de espécies reativas de oxigénio, proliferagdo
celular e alteragao da integridade da barreira intestinal
(58). Pacientes com diabetes mellitus tipo 2 tém menor
abundéncia de bactérias produtoras de butirato e mais
Lactobacillus spp (44, 45, 59). AGCCs, em particular,
butirato, podem servir como substrato energético
para as células epiteliais dos intestinos (60, 61). Além
disso, tratamento vancomicina reduz a abundéincia de
bactérias produtoras de buticarato em pacientes com
sindrome metabdlica, o que destaca seu importante
papel na manutengdo da sensibilidade a insulina (62).
Manifestagdes mecanicistas recentes também reve-
laram que AGCCs podem ativar diretamente receptores
distintos e especificos acoplados a proteina G. Alguns
dos receptores acoplados a proteina G identificados
para interagir com AGCCs de estudos genéticos de mo-
delo de camundongos incluem o receptor 41 da proteina
G (GRP41) e 78 receptores olfativos (Olfr78) (Figura 2)
(63). Em particular, p Olfr78 é altamente expresso no
aparelho justaglomerular renal, onde media a secrec¢ado
de renina em resposta a AGCCs. Além disso, ambos
Olfr78 e GRP41 sdo expressos em células do musculo
liso de pequenos vasos de resisténcia, em que diferen-
cialmente mediam o tonus vascular. Curiosamente,
camundongos knock-out com Olfr78 sdo hipotensos
(64), enquanto camundongos knock-out GRP41 sao
hipertensos (65), o que implica que essas vias podem
ser ligagdes fisiologicamente importantes entre AGCCs
e controle da pressao arterial do hospedeiro. O propio-
nato AGCC de 3 carbonos pode estimular Olfr78 para
elevar a pressdo arterial, enquanto a estimulagdo de
GRP41 pode reduzir a pressao arterial (64, 66). O papel
obrigatorio da microbiota intestinal em gerar AGCCs
foi demonstrado por tratamento com antibidticos que
elevou a pressdo arterial em camundongos knock-out
Olfr78, assim, apoiando o envolvimento desses recep-
tores no controle da pressdo arterial. Estudos recentes
em animais demonstraram que AGCCs derivados da mi-
crobiota intestinal sdo essenciais para a resposta imune
do hospedeiro e a capacidade de reparo cardiaco apés
o infarto do miocardio em um modelo de camundongo
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com ou sem antibidticos (67). No entanto, permanece
limitada a demonstracgdo direta de tais efeitos em hu-
manos com DCV.

EFEITOS FISIOLOGICOS DOS ACIDOS BILIARES E
MODULACOES MICROBIANAS. Acidos biliares faci-
litam a absor¢do de gorduras dietéticas e moléculas
soliveis em gordura. Varios acidos biliares podem
regular o metabolismo energético através da ativagdo
de receptores nucleares, como acido biliar acoplado
a proteina G do receptor 1 (TGR5) e o receptor X far-
nesoide (FXR) (68). O FXR intestinal parece regular o
colesterol hepatico 7a-hidroxilase (CYP7A1), a enzima
de taxa limitante na sintese de acido biliar, por meio de
um mecanismo dependente de fator de crescimento dos
fibroblastos (FGF)-15/19 (69). Por conseguinte, os seres
humanos produzem uma grande quantidade de acido
biliar hidrofilico e conjugado, que é mantido por anta-
gonismo de retrocontrole positivo de FXR no intestino e
no figado. Por meio da hidrélise de sais biliares e da 7a-
desidroxilagdo do acido biliar, a microbiota intestinal é
capaz de produzir horménios do acido biliar secundario
que afetam a fisiologia do hospedeiro por agonismo do
FXR no intestino e no figado, resultando em uma quanti-
dade menor de acidos biliares hidrofilicos e conjugados
(68). Acidos biliares como o 4cido deoxicélico podem
servir como um agente antimicrobiano direto por causa
de sua hidrofobicidade e propriedades detergentes nas
membranas bacterianas (70). Portanto, existe um equi-
librio dindmico entre quantidade e composi¢do do acido
biliar do microbioma e da dieta intestinal. A hidrofili-
dade da quantidade do acido biliar pode ser associada
a estados da doenga, enquanto os niveis reduzidos de
acidos biliares no intestino podem ser associados ao au-
mento bacteriano e a inflamagdo. Um analogo do acido
biliar semissintético e um agonista potente do FXR
que foi recentemente aprovado para o tratamento de
hepatopatia gordurosa ndo alcodlica, acido obeticélico,
pode reduzir a translocagdo bacteriana e a inflamagao
intestinal (71).

O POTENCIAL TERAPEUTICO DAS INTERVENCOES
DIETETICAS PARA MODULAR AGCCS. As muitas liga-
¢oes entre acomunidade microbiana intestinal alterada,
metabdlitos e a suscetibilidade para DCV e doengas
metabdlicas tém colocado em evidéncia o microbioma
intestinal como novo alvo potencial para a terapéutica.
Atualmente, a modulagdo da dieta é a principal ferra-
mentaterapéuticautilizadanapraticaclinicaparaafetar
doengas metabdlicas cronicas, e embora interagdes de
estilo de vida possam afetar claramente a comunidade
microbiana intestinal da estrutura e fung¢do, ha poucos
estudos que exploraram os efeitos de intervengdes die-
téticas sobre o microbioma intestinal em humanos. Os
estudos existentes sobre dieta na microbiota intestinal
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em humanos observaram, no geral, efeitos modestos no
curto prazo (72). No entanto, altera¢des extremas de
dietas a base de animais para dietas a base de plantas
podem modificar as produgdes sistémicas e regionais
dos AGCCs, contribuindo potencialmente para alguns
dos efeitos benéficos propostos dessas dietas. Em um
estudo, uma dieta a base de animais foi associada a
aumento na abundéncia de microrganismos tolerantes
a bile (Alistipes, Bilophila e Bacteroides) e redugdo nos
niveis de Firmicutes que metabolizam polissacarideos
dietéticos de plantas (Roseburia, Eubacterium rectale e
Ruminococcus bromii) (53). Como resultado, houve re-
dugdo significativa no acetato fecal e nas concentragdes
de buticarato quando os individuos mudaram de dieta a
base de plantas paraabase de animais (53). A transplan-
tacdo da microbiota fecal de doadores para pacientes
com resisténcia a insulina e sindrome metabélica levou
a melhora na sensibilidade a insulina e foi associada a
maior abundéncia de bactérias produtoras de butirato
como Roseburia (28). Colonizar camundongos sem
germes e deficientes em apolipoproteina E (Apoe-/-)
com comunidades microbianas intencionais, com ou
sem o Roseburia intestinalis revelou que interagdes com
micrébio na dieta sdo fundamentais paraa compreensdo
da interagdo entre microbiota e DCV (73). Na presenca
de polissacarideos vegetais, Roseburia intestinalis
poderia produzir butirato e conferir protegao contra
a aterosclerose, embora nenhuma protec¢do tenha sido
observada naqueles em dietas de polissacarideo baixo
em vegetal (73). Da mesma forma, camundongos da
microbiota protegeram Apoe-/- contra aterosclerose
quando alimentados com uma dieta rica em chow em
polissacarideos vegetais, mas ndo quando alimentados
com dietas do estilo ocidental (74).

METABOLITOS MICROBIANOS COMO
MEDIADORES PATOGENICOS: N-OXIDO DE
TRIMETILAMINA

Descobertas de mediadores patogénicos potenciais
que, direta ou indiretamente, modulam as susceptibi-
lidades da doenca forneceram uma janela valiosa para
interagdes microbianas no hospedeiro, que podem mo-
dular riscos cardiorrenais. Em uma descoberta inicial
baseada na analise metabolémica sem alvo, Wang et al.
(75) identificaram 18 analitos de pequenas moléculas,
que na coorte caso-controle posterior para de validagao
(aproximadamente 2.000 individuos) repetidamente
distinguiu entre pacientes com e sem futuro desenvol-
vimento de eventos cardiovasculares adversos maiores
(morte, infarto do miocardio e AVC). Alguns desses
metabdlitos foram identificados como preditores de
risco de DCV conhecidos, que ndo estido associadas a
microbiota intestinal (como L-citrulina) (76). Trés dos
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analitos (m/z 76, 104 e 118) foram correlacionados
estreitamente uns com os outros, o que sugere parti-
cipacdo em uma via comum. Um em particular (m/z
76) parecia estar conduzindo a associagdo com riscos
de DCV incidente e, posteriormente, demonstrou ser
N-6xido de trimetilamina (TMAO), uma microbiota
intestinal dependente por produto de colina dietética
e fosfatidilcolina (75). Outro metabdlito desconhecido
cujos niveis foram fortemente associados com os riscos
de DCV incidentes também foi identificado como o
aminoacido trimetilisina (TML), que se demonstrou
servir como um precursor de nutriente para a geragdo
de TMAO dependente da microbiota intestinal (77).

GERAGAO DE MICROBIANA DE TML E PRODUCAO DE
HOSPEDEIRO DE TMAO. Catabolismo microbiano de nu-
trientes dietéticos que possuem agrupamento de trime-
tilamina (TMA) [N(CH3)3], como colina, fosfatidilcolina e
L-carnitina, podem servir como precursores de geracao
de TMA por enzimas microbianas especificas (“liase
TMA”), residindo nos intestinos (75, 78, 79). TMA, um gas
odoroso com cheiro de peixe podre, € entdo absorvido pelo
hospedeiro, e apds a chegada ao figado pela circulagdo
portal, é rapidamente convertido em TMAO pela flavina
monooxigenase hepatica(FMOs; particularmente FMO3)
(80). Embora os camundongos do sexo feminino paregam
ter maior atividade de FMO3 do que camundongos do
sexo masculino, estudos de associagdo ampla do genoma
humano ainda precisam identificar quaisquer diferencas
de sexo nas variantes do FMO3 (81, 82). Pacientes com
polimorfismos genéticos de FMO3 experienciaram um
distirbio metabdlico de TMA excessivo, chamado de
sindrome do odor de peixe (ou trimetilamindria) (83). 0
TMADO é finalmente excretado predominantemente pelos
rins (Ilustragdo central) (84).

Muito da quimica do TMA como um metabélito téxico
foi inicialmente estudado por causa de seu acimulo
como resultado da purificagdo em esgoto (85). Colina é
uma abundante parcela quimicanabile, e continuamente
chega ao intestino em onivoros e veganos. A carnitina
é um nutriente abundantes em carnes, especialmente
carnes vermelhas. Tanto a colina e carnitina dentro
do intestino sdo absorvidas no intestino delgado por
meio de transportadores especificos, mas a absorg¢ao é
incompleta, especialmente com grandes refeicdes que
podem saturar os sistemas de captagdo. Consequente-
mente, tanto a ingestdo dietética de colina e carnitina
pode levar a elevagdes significativas na TMA e TMAO,
o que se demonstrou ter muitos efeitos adversos no
metabolismo do hospedeiro, especialmente aqueles que
afetam a satude cardiovascular (86).

GERAGCAO E ATEROGENESE DE TMAO INDUZIDA POR
DIETA. Depois de observar que os niveis plasmaticos
de TMAO sdo dependentes de dose associadas a DAC
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em individuos, estudos funcionais iniciais procuraram
determinar se as associa¢des observadas foram meca-
nicamente ligadas a causa da doenca. Para demonstrar
diretamente uma contribuicio proé-aterogénica da via
de TMAO com meta-organismos (ou seja, envolvendo
tanto micrébio e hospedeiro), estudos iniciais alimen-
taram camundongos com uma dieta rica em colina
ou carnitina, e demonstraram aumentos nos niveis
de plasma TMAO, formagdo de células espumosas do
macroéfago com colesterol e maior desenvolvimento da
placa aterosclerética da aorta (75, 79). Por outro lado,
camundongos sem germes (auséncia de micrébios in-
testinais) ou supressdo de antibidtico de largo espectro
e de curto prazo de microbiota intestinal eliminou a
capacidade de geragdo de TMAO e suprimiu o aumento
da placa aterosclerdtica dependente da dieta (colina
ou carnitina) (75, 79). Experimentos de transplante
microbiano utilizando comunidades microbianas cecais
recuperadas de uma linhagem pura de alta producao de
TMA/TMAO de camundongos (C57BL/6]) em compa-
racao com uma de baixa produg¢do de TMA/TMAO (ca-
mundongos NZW/Lac]) demonstraram transmitir um
aumento dependente da dieta de colina na aterosclerose
(19). Da mesma forma, Zhu et al. (24) demonstraram
que o transplante microbiano de uma comunidade de
alta producdo de TMA poderia transmitir geracao de
TMAO e aumento potencial de trombose em camun-
dongos recipientes sem germes. Em outros estudos que
utilizaram camundongos sem germes como recipientes
e comunidades microbianas sintéticas capazes de
produzir TMA versus ndo produtoras de TMA, foi firme-
mente estabelecido que o metabdlito aterogénico TMAO
e o metabolismo de colina foram integralmente ligados
amicrobiota intestinal e suas consequéncias funcionais
adversas (20, 87).

0OS ESTUDOS HUMANOS DE VALOR PROGNOSTICO
DOS NiVEIS CIRCULANTES DE TMAO. Quando tradu-
zido para os seres humanos, a supressao da produgao
de TMAO foi observada em individuos saudaveis, tendo
um curso curto de antibiéticos mal absorvidos, o que
ilustrou o papel obrigatério da microbiota intestinal em
na geragdo de TMA/TMAO (79, 88). Em uma coorte de
>1.800 individuos, niveis plasmaticos de TMAO foram
positivamente associados a DAC, doenca arterial peri-
férica e historia de infarto do miocardio, independente
dos fatores de risco tradicionais (75). Em um estudo
posterior que combinou dados de >4.000 individuos
que se submeteram a angiografia coronariana eletiva,
TMAO elevado previu eventos cardiacos adversos
grandes, como morte, infarto do miocardio e AVC
durante um periodo de 3 anos, mesmo na presenca de
niveis elevados de colina e betaina (metabdlitos nado
microbianos) (88, 89). Esses efeitos de progndstico
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também foram observados em subgrupos de pacientes
com histéria de insuficiéncia cardiaca (90), diabetes
mellitus (91), doenga arterial periférica (92), doenca
renal cronica (DRC) (93), elevada carga aterosclerética
(94), sindrome coronariana aguda ou infarto do mio-
cardio (95-97), e até mesmo pacientes sem DCV (98),
todos independentes de fatores de risco tradicionais.
Além disso, niveis elevados de TMAO foram associados
a um grau de carga aterosclerotica, como definido pelo
numero de veias com DAC por angiografia, e com escores
do SYNTAX (sinergia entre PCI com Taxus e cirurgia
cardiaca) (99). Esses resultados foram validados por
coortes independentes em diferentes continentes e re-
visados recentemente em varias metanalises (100-102),
que sugeria uma estimativa de valor de corte de >6 pM
(aproximadamente o ponto de corte do terceiro e/ou
quarto quartil de muitas coortes) foi preditor de maior
risco de eventos cardiacos adversos (Figura 3). No en-
tanto, naqueles com excesso de TMAO circulante (como
aqueles com estagio final de doeng¢a renal em hemodia-
lise, com o primeiro quartil em excesso de 25 a 50 pM),
o valor prognéstico incremental do TMAO pareceu ser
reduzido (103.104 ), e probidticos ndo tiveram efeitos
sobre os niveis de TMAO nesta populacao (105).

Embora TMAO em modelos animais exer¢a nu-
merosos efeitos de promoc¢do da aterosclerose e/ou
trombose e inflamacgdo, o receptor preciso ou sensor
quimico que detecta TMAO permanece desconhecido.
Estudos em animais indicam que a producao de TMA/
TMAO leva a modulacdo de colesterol e de metabolismo
de esterdis e/ou do acido biliar, assim como alteragdes
da quantidade, composicao e transportes de acido biliar
(79). Efeitos globais adicionais de TMAO incluem com-
prometimento do transporte reverso do colesterol e a
promocao do transporte reverso do colesterol. Evidén-
cias experimentais in vitro e in vivo de TMAO também
demonstraram disfung¢do vascular e respostas infla-
matoérias (106), incluindo na via inflamasoma NLRP3
(107.108 ). Em camundongos mais velhos, antibioticos
reverteram a disfuncio endotelial e o enrijecimento
arterial acompanhados por niveis menores de TMAO e
de estresse oxidativo, bem como uma maior expressao
de enzimas antioxidantes (109).

Recentemente, demonstrou-se que TMAO tinha efeitos
diretos sobre as plaquetas, alterando o calcio intrace-
lular dependente de estimulo, sinalizando em resposta
a multiplos agonistas, fomentando aumento da reativi-
dade plaquetaria e riscos trombdticos. Por exemplo, a
injecdo direta de TMAO ou colina dietética e elevagao de
TMAO dependente de microbiota intestinal demonstrou
aumentar a responsividade de plaquetas e promover for-
magdo mais rapida de coagulo in vivo, utilizando varios
modelos de trombose em camundongos (24). Da mesma
forma, a manipulagdo genética dos niveis de expressdo
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de FMO3 hepatico do hospedeiro em camundongos (por
exemplo, reducdo através de oligonucleotideos antisense
alvos ou sobre-expressdo do transgene) demonstraram
alterar os niveis de TMAO sistémico, e, correspondente-
mente, ambos alteraram a responsividade plaquetaria e
o potencial de trombose in vivo (110). Aumento da res-
ponsividade plaquetaria com suplementagdo de colina
dietética e elevagdo de TMAO também foi observada em
estudos de intervengdo recente que examinaram a agre-
gacdo plaquetaria nas respostas de humanos (111). Esses
estudos também demonstraram que a aspirina em baixa
dose ligeiramente reduziu niveis de TMAO em individuos,
e atenuou o efeito pré-tromboético (maior respostas de
agregacdo plaquetaria) observado com niveis elevados
de TMAO (111).

Relatou-se que niveis elevados de TMAO em indivi-
duos com fung¢do renal normal na coorte de Framingham
anunciaram risco maior para desenvolvimento de DRC
(112), e estudos em modelo animal, demonstrou-se que
elevagdo cronica de TMAO promoveu tanto compro-
metimento funcional renal e fibrose tubulointersticial,
juntamente com a ativa¢do das vias do fator de trans-
formagdo do crescimento-beta de proé-fibréticos (93).
0 modelo de camundongos induzidos com adenina de
DRC, o aumento concomitante na expressio hepatica
de FMO3 ocorreu com aumentos dos niveis circulantes
de TMAOs (113). Da mesma forma, individuos com IC ti-
veram niveis elevados de TMAO e piores resultados (90,
114-116). Em modelos murinos, o aumento dos niveis de
TMAO exacerbou a remodelagdo cardiaca com sobre-
carga de pressdo via constrigdo transadrtica (117).

OUTROS METABOLITOS GERADOS NA MICROBIOTA
INTESTINAL RELACIONADOS. O mesmo nutriente
pode ser processado por diferentes vias metabdlicas e
em diferentesregides do intestino; assim, a metaboloma
de comida detectada a partir de amostras de plasma sé
pode representar a soma total de seus balangos. No com-
plexo da via de biossintese da carnitina, precursores da
carnitina, y-butirobetaina (yBB) e TML também foram
investigados como possiveis substratos para produgdo
de TMA/TMAO (77,118). Especificamente, a L-carnitina
é convertida em TMAO via 2 transformacgdes depen-
dentesde microbiotaintestinal e sequencial em seres hu-
manos — uma gerac¢do rapida inicial do yBB intermédio
aterogeénico, seguida pela transforma¢do em TMA via
comunidades de microbiota de baixa abundancia em vez
de espécie inica em resposta a padrdes de dieta onivora
(119). Niveis elevados de ambos os metabélitos foram
associados com desfechos adversos de longo prazo em
coortes de pacientes, mas estudos mecanicistas reve-
laram que poderiam exercer efeitos patogénicos e/ou fi-
sioldgicos um pouco diferentes na satde cardiovascular
do que TMAO (77, 79). Por exemplo, embora a carnitina
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dietética no modelo Apoe-/- acelere a aterosclerose,
esse efeito parece ser mediado pela TMA gerada pela
microbiota intestinal (e, assim, TMAO) porque o efeito
dietético da carnitina ndo é mais observado quando
a microbiota intestinal é suprimida com antibiéticos
orais mal absorvidos. Os estudos clinicos com humanos
demonstraram que o valor de progndstico da carnitina
na predic¢do incidente de risco de DCV foi atenuada em
modelos estatisticos em que TMAO foi incluido (79).
Estudos que examinaram a associagdo entre niveis
circulantes de yBB e riscos cardiovasculares adversos
incidentes ainda ndo foi devidamente avaliada. Da
mesma forma, é necessaria a analise do valor prognés-
tico clinico da yBB antes de ajustes para TMAO versus
ajustes seguintes para TMAO em trabalhos futuros,
porque o fornecimento dietético de yBB a camundongos
propensos a aterosclerose aumentou a aterosclerose
raiz adértica, mas somente na presenca de microbiota
intestinal intacta e geragio de TMAO (118). E provavel
que tenhamos observado apenas a ponta do iceberg de
metabdlitos produzidos microbialmente que modulam a
DCV. A recente identificacao de propionato de imidazol
como um metabdlito produzido microbialmente que
é enriquecido na diabetes tipo 2 e induz resisténcia a
insulina quando injetado em camundongos sugere que
outras classes de metabdlitos devem ser consideradas
como moduladoras da doencga (120).

INTERVENGCOES DIETETICAS E MEDICAMENTOSAS
COM ALVO NOS NiVEIS DE TMAO. Como AGCCs, é evi-
dente que a formagdo de TMA/TMAO é em grande parte
dependente de fontes de nutrientes. Fontes alimentares
de colina e/ou fosfatidilcolina e carnitina podem
claramente influenciar os niveis sistémicos. De modo
geral, os veganos e vegetarianos tém niveis inferiores
de TMAO circulante e de capacidades fecais de geragao
de TMA/TMAO do que suas contrapartes onivoras (79).
Especificamente, dietas ricas em carne vermelha estdo
associadas com maiores niveis circulantes de TMAO e
excre¢do renal fracional significativamente reduzida
de TMAO em comparacgio com dietas com carne branca
ou sem carne (121). A exposicdo a longo prazo de
suplemento de L-carnitina oral também pode induzir
a capacidades de geracdo de TMA/TMAO em seres hu-
manos. Esse mesmo efeito do suplemento de L-carnitina
foi observado em camundongos (118) e em humanos
(122, 123). Como sdo suplementos nutricionais comuns
de venda livre e servem como aditivos alimentares
para consumo humano e animal, seu impacto de longo
prazo geral na saude cardiovascular é desconhecido e
precisa ser investigado. Os niveis de plasma de TMAO
também podem aumentar com alto teor de gordura
(124), embora os efeitos sejam menos claros em dietas
isocaléricas (121). Também é de interesse clinico que
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medicamentos cardioprotetores, como as estatinas,
também possam ter efeitos no TMAO (125). Individuos
sadios que recebem suplemento de colina ou carnitina
podem ter um aumento no nivel de TMAO circulante,
porém esses niveis podem ser parcialmente atenuados
pela ingestdo concomitante de aspirina oral (111, 119,
126). Em um estudo recente de intervencdo clinica,
o transplante microbiano fecal de doadores veganos
para recipientes da sindrome metabdlica ndo alterou
os niveis de TMAO, apesar de melhorar os indices de
controle glicémico (127). No entanto, os niveis basais
de TMAO em individuos com sindrome metabédlica
incluidos no estudo foram, em geral, baixos na linha de
base, tornando o estudo mais poderoso ao observar uma
melhora em anormalidades no metabolismo da glucose
do que umaredugdo na geragdo de TMAO dependente de
microbiota (127).

Uma minoria dos peixes tem niveis elevados de TMAO
(especialmente peixes de mar), em que o metabdlito é
utilizado como parte do mecanismo de prevencao de
congelamento. Assim, a ingestdo de peixe pode gerar
altos niveis de TMAO em humanos, embora o peixe
especifico e mesmo a época do ano (temperatura da
dgua em que o peixe foi pescado) possam afetar os
niveis de TMAO em peixes (128.129 ). Portanto, ndo é
surpreendente que questdes tém sido levantadas em
relacdo se o TMAO é meramente um marcador de DCVs,
como décadas de pesquisas epidemiolégicas demons-
traram que o consumo de peixes pode reduzir o risco
de DCV (130, 131). Ha relatos de efeitos variaveis de
forma aguda ou de curto prazo dos grupos de alimentos,
como ovos (rico em fosfatidilcolina) e carnes vermelhas
(ricas em carnitina) em niveis circulantes de TMAO
(129). No entanto, deve-se ter cuidado sobre como fazer
hipoteses causais de que contar grupos de alimentos
equivale a modular vias metabdlicas da microbiana e/
ou hospedeiro. Partindo de uma perspectiva cientifica,
as concentragcdes de TMA sao elevadas em peixes em
comparagdo com quantidades equivalentes de proteina
de soja e caseina (leite). Porém, quando quantidades
equivalentes de proteinas dessas fontes foram ali-
mentadas a camundongos com propensdo aterogénica,
aqueles alimentados com proteinas de peixe tiveram
a maior quantidade de formagido de ateromas (132). E
importante destacar também que nem todos os peixes
sdo equivalentes. A maioria dos peixes ndo tém acidos
graxos Omega-3. Além disso, ndo foi demonstrado
diretamente que as mudangas no consumo de peixe sao
benéficas a todos os pacientes (130), nem naqueles que
sdo vulneraveis a acumula¢do de TMAO (por exemplo,
em pacientes com DRC).

Com a disponibilidade de TMAO como um teste de
diagnéstico clinico in vitro para identificar aqueles com
maior risco de DCV, ainda se desconhece se as recomen-
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dagdes dietéticas podem ser adaptadas para monitorar
TMAO, da mesma forma que os triglicerideos e a glicemia
sanguinea sdo monitorados e fornecem aconselhamento
dietético. Ainda precisar ser determinado se as reco-
mendagdes dietéticas atuais que promovem a saudde
cardiovascular tém potencial impacto benéfico sobre
o microbioma intestinal em geral ou TMAO especifica-
mente. E importante reconhecer que a maioria dos acon-
selhamentos dietéticos recomenda abordagens que se
esperaria baixar TMAO, incluindo a redugdo do consumo
de gorduras e calorias, e centrando-se na redugdo de
comidas com alta gordura e colesterol alto (por exemplo,
em geral, produtos de origem animal). Um painel europeu
recente levou em conta o impacto potencial do TMAO
gerado pela microbiota intestinal para as recomendagdes
dietéticas de referéncia para a colina (133). Dados preli-
minares que suportam os efeitos de redu¢cdo de TMAO da
dieta e exercicio hipocalodricos (134), bem como o jejum
intermitente (135), sdo promissores.

O POTENCIAL DE INTERVENGOES TERAPEUTICAS
PARA MODULAR DIRETAMENTE A PRODUGAO DO
TMAO. Abordagens para manipular o microbioma intes-
tinal e suas vias metabdlicas sdo promissoras, embora
ainda tenham de ser conduzidas na pratica clinica. A
identificacdo de enzimas microbianas que trabalham em
conjunto para converter nutriente como colina ou carni-
tina em TMA geraram a descoberta de varios inibidores
de pequena molécula que podem modular os niveis de
TMA/TMAO e causar efeitos cardiovasculares adversos
em estudos experimentais (79, 136-138). O protoétipo de
um inibidor de liase do TMA é chamado de 3,3-dimetil-1-
butanol, que, em culturas de células microbianas e mo-
delos em camundongos in vivo pode reduzir a produgdo
de TMA/TMAO sem comprometer a sobrevivéncia de
células microbianas (138). Camundongos que receberam
3,3-dimetil-1-butanol pareciam ter uma redugdo na carga
aterosclerdtica, menor formagdo de células espumosas
do macroéfago e ter atenuado a progressdo da doenga car-
diorrenal (138). O levantamento de fontes alimentares
comuns identificou 3,3-dimetil-1-butanol em algumas
amostras de azeite de oliva extravirgem prensado a frio,
um componente importante da dieta mediterranica, que
tem sido associada a melhora na saude cardiovascular
(138). No entanto, o impacto da dieta mediterranica
sobre as alteragdes do TMAO foi um pouco conflitante
(139-141). A ultima geragdo de inibidores da liase do TMA
foi relatada recentemente como altamente potente, su-
primindo os niveis de TMAO em modelos animais. Esses
agentes também tém mostrado o potencial de escolher
um alvo eacumular dentro de microbiota intestinal, o que
permite a inibicdo sustentada de enzimas microbianas
produtoras de TMA com a exposi¢do sistémica limitada
dentro do hospedeiro (142).
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Nos ultimos anos, dados acumulados sugeriram
uma ligacdo importante entre o microbioma intestinal
e DCV. Tornou-se claro que o microbioma desempenha
um papel importante na intersec¢do da dieta e da
DCV, isto é, metabolizando componentes da dieta
que levam a liberagdo de AGCCs, alguns dos quais
provavelmente promovem efeitos cardiovasculares
benéficos importantes. No entanto, existe uma grande
lacuna de conhecimento, pois a maioria dos estudos
tém focado em caracterizar a composi¢do microbiana
em vez de alteragdes funcionais e suas consequéncias.
Reconhecemos agora que o metabolismo dependente
de microbioma também pode levar a produc¢do de me-
taboélitos com efeitos cardiovasculares adversos pos-
siveis, como TMAO, que pode promover maior risco de
aterosclerose e trombose. Essas observagdes fornecem
uma oportunidade excelente para o desenvolvimento
e teste de novas estratégias terapéuticas que visam o
microbioma intestinal para a prevenc¢do e tratamento
da DCV. As abordagens podem incluir intervengdes
dietéticas personalizadas, probidticos e/ou prebio-
ticos, ou inibidores microbianos nio letais que tém
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como alvo vias especificas, uma vez identificadas (por
exemplo, produgdo de TMA). Também se esperaria dos
agentes que visam a via de TMAO ter varios potenciais
beneficios terapéuticos, incluindo a redugdo da pro-
gressdo do declinio funcional renal, progressdo dalCe
desfechos adversos em coortes numerosas de alto risco
(aquelas com diabetes tipo 2, DRC e IC). No entanto,
estudos prospectivos de intervencdo de bom poder
sdo necessarios para validar essa nova abordagem
terapéutica. Também é importante salientar que as
doengas cardiometabélicas provavelmente resultam
de varios metabélitos, que podem contribuir para uma
extensdo variavel em diferentes individuos com alta ou
baixa susceptibilidade, e que TMAO é provavelmente
apenas a “ponta do iceberg”. A futura identificagdo
de metabolitos produzidos microbialmente e investi-
gacdo de se sdo ou ndo causalmente ligados a doengas
cardiometabdlicas oferecerd possiveis oportunidades
para melhorar a saude e a prevengdo cardiovascular.

CORRESPONDENCIA. Dr. W.H. Wilson Tang, Cleve-
land Clinic, 9500 Euclid Avenue, Desk ]3-4, Cleveland,
Ohio, EUA 44195. E-mail: tangw@ccf.org. Twitter:
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