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RESUMO

O trato gastrointestinal humano é composto por milhdes de micro-organismos que formam a
microbiota intestinal (MI) e atua na modulagcdo do metabolismo e da imunidade, visando a
homeostase. O desequilibrio quantitativo e/ou qualitativo da Ml (disbiose) tem sido associado
ao desenvolvimento e manutencao de doencas inflamatorias intestinais (D11s), como a retocolite
ulcerativa (RCU), que apresenta patogénese complexa e afeta a camada protetora da mucosa do
cblon. Sendo assim, objetivou-se identificar a composicdo do microbioma intestinal de
pacientes com RCU utilizando sequenciamento de DNA de alto rendimento (metabarcoding) e
comparando com a Ml de individuos saudaveis. Efetivou-se estudo do tipo caso-controle com
pacientes voluntéarios diagnosticados com RCU (grupo teste) no Hospital Universitario
Professor Alberto Antunes (HUPAA), com aplicacao de questionario estruturado e obtencdo de
informagdes com base em prontuarios. Individuos sem Dlls cadastrados como doadores
saudaveis em um repositorio de material fecal passaram pelas mesmas etapas dos pacientes para
compor o grupo controle. Pacientes e doadores sauddveis foram encaminhados para exames
laboratoriais e coletaram amostras de fezes individualmente com kit estéril. Uma aliquota foi
enviada a empresa Probiome® para extracio de DNA e sequenciamento de regifo do 16S rDNA,
através da técnica de metabarcoding pela plataforma Illumina®, enquanto outra parte foi
processada em laboratdrio (pesagem, filtracdo e diluicdo) para armazenamento a -80°C em
repositorio. Ferramentas bioinformaticas foram utilizadas para organizar as reads sequenciadas
usando QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology, versdo 1.9.1), e o software on-
line MicrobiomeAnalyst foi usado para gerar unidades taxonémicas operacionais (OTUs) com
classificagdo filogenética de filo a género. Dezoito pacientes com RCU responderam a
questionario estruturado e detectou-se diferentes situacfes clinicas: colite distal (44,44%),
pancolite (50%) e 5,56% dos pacientes com ambas extensdes da doenca. Sete pacientes
(38,88%) possuiam comorbidades alem de RCU, como diabetes (11,11%) e hipertenséo
(16,67%), controladas por medicacdo especifica. Em relacdo aos exames laboratoriais, destaca-
se que 13 pacientes (72,2%) apresentaram calprotectina fecal (CF) elevada e 8 (44,44%) foram
reagentes ao exame de Proteina C-reativa. Ap0s as indicacBes taxondmicas de OTUs,
constatou-se que membros dos filos Bacteroidetes e Firmicutes foram predominantes em 13
(72,22%) e 16 (88,89%) pacientes, respectivamente, acompanhados de abundancia relativa de
Proteobacteria aumentada 72,22% (13). As familias Bacteroidaceae, Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae e Prevotellaceae apresentaram importantes variacdes nos pacientes (10% a
47%, 1% a 28% e de 1% a 52%, respectivamente), com presenca de Escherichia-Shigella em 5
(27,78%). Entre os pacientes, 2 apresentaram discrepancias em seus microbiomas, como
auséncia de Prevotellaceae em um e outro com cerca de 70% do microbioma sem identificacdo.
A depender da condicdo clinica do paciente (medida pelo marcador inflamatério CF),
constatamos Bacteroides spp. e Faecalibacterium spp. em abundancia relativa alta em quadros
de remissao da RCU, enquanto que pacientes com RCU ativa apresentara abundancia da familia
Prevotellaceae. Roseburia spp. e Faecalibacterium spp. foram identificados em abundancia nos
individuos saudaveis (controle), além de constatar a auséncia de Escherichia-Shigella neste
grupo. Importantes diferencas em relacdo as enterobactérias (Filo Proteobacteria) foram
observadas ao comparar 0s microbiomas de pacientes com RCU com grupo controle, havendo
abundancia destas nos pacientes e auséncia no microbioma saudavel. Padrdes de disbhiose
caracteristicos foram identificados no microbioma RCU com possiveis marcadores
microbianos, e a identificacdo de elevadas concentragdes de micro-organismos benéficos no
grupo controle indicou potencial para uso em transplante de microbiota fecal para beneficiar
pacientes com RCU.

PALAVRAS-CHAVE: Retocolite ulcerativa, microbiota, disbiose, metabarcoding.



ABSTRACT

The human gastrointestinal tract is composed of millions of microorganisms that form the
intestinal microbiota (IM), which act in the modulation of metabolism and immunity aiming at
homeostasis. The quantitative and/or qualitative imbalance of IM (dysbiosis) has been
associated with the development and maintenance of inflammatory bowel diseases (IBDs), such
as ulcerative colitis (UC), which has a complex pathogenesis and affects the protective layer of
the colonic mucosa.Therefore, the objective was to identify the composition of the intestinal
microbiome of patients with UC using high-throughput DNA sequencing (metabarcoding),
comparing it with the IM of healthy individuals.A case-control study was carried out with
volunteer patients diagnosed with UC (test group) at the Professor Alberto Antunes University
Hospital (HUPAA), with application of a structured questionnaire and and obtaining
information based on medical records. Individuals without IBD registered as healthy donors in
a fecal material repository went through the same steps as the patients to compose the control
group. Both patients and healthy donors were referred for laboratory tests and individually
collected stool samples with a sterile kit. An aliquot was sent to the Probiome® company for
DNA extraction and 16S rDNA sequencing, through the metabarcoding technique by the
Illumina® platform, while another part was processed in the laboratory (weighing, filtration
and dilution) for storage at - 80°C in a repository. Bioinformatics tools were used to organize
the sequenced reads using QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology, version
1.9.1), and the online software MicrobiomeAnalyst was used to generate operational taxonomic
units (OTU) with phylogenetic classification from phylum to genus. Eighteen patients with UC
answered a structured questionnaire and different clinical situations were detected: distal colitis
(44.44%), pancolitis (50%) and 5.56% of patients with both extensions of the disease. Seven
patients (38.88%) had comorbidities in addition to UR, such as diabetes (11.11%) and
hypertension (16.67%), controlled by specific medication. Regarding laboratory tests, it is
noteworthy that 13 patients (72.2%) had high fecal calprotectin (FC) and 8 (44.44%) were
reactive to the C-reactive protein test. After the taxonomic indications of OTUs, members of
the phyla Bacteroidetes and Firmicutes were found to be predominant in 13 (72.22%) and 16
(88.89%) patients, respectively, accompanied by an increased relative abundance of
Proteobacteria 72.22% (13). The Bacteroidaceae, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae and
Prevotellaceae families showed important variations in patients (10% to 47%, 1% to 28% and
1% to 52%, respectively), with the presence of Escherichia-Shigella in 5 (27.78% ). Among the
patients, two had discrepancies in their microbiomes, such as the absence of Prevotellaceae in
one and another with about 70% of the microbiome without identification. Depending on the
patient's clinical condition (measuring by the inflammatory marker CF), we found Bacteroides
spp. and Faecalibacterium spp. in high relative abundance in cases of UC remission, while
patients with active UC had an abundance of the Prevotellaceae family. Rosebury spp. and
Faecalibacterium spp. were identified in abundance in healthy individuals (control), in addition
to noting the absence of Escherichia-Shigella in this group. Important differences in relation to
enterobacteria (Phylum Proteobacteria) were observed when comparing the microbiomes of
patients with UC with a control group, with an abundance of these in patients and absence in
the healthy microbiome. Characteristic dysbiosis patterns were identified in the RCU
microbiome with possible microbial markers, and the identification of high concentrations of
beneficial microorganisms in the control group indicated potential for use in faecal microbiota
transplantation to benefit patients with UC.

KEYWORDS: Ulcerative colitis, microbiota, dysbiosis, metabarcoding.
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1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal (MI) humana abrange um ecossistema formado por milhdes de
micro-organismos que estdo presentes no trato gastrointestinal (TGI), atuando na modulacéo
do metabolismo e na imunidade com o objetivo de manter a homeostase do organismo (SHEN
et al., 2018; GLASSNER et al., 2020). No sitio intestinal, constitui-se como uma microbiota
saudavel aquelas que apresentam determinados géneros presentes de maneira majoritaria (por
exemplo, Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.), enquanto 0s micro-organismos com
potencial patogénico devem colonizar o TGI em propor¢des pequenas e preferencialmente de
forma transitoria, ndo sendo prejudicial nessa situacdo (SHEN et al., 2018).

A disbiose intestinal resulta da alteracdo quantitativa e qualitativa da microbiota, e tais
alteracbes podem ter diversas origens, como por exemplo, fatores ambientais que podem
promover mudancas no ambiente enteral em individuos geneticamente suscetiveis
(GLASSNER et al., 2020). Fatores deletérios podem induzir a uma diminuicdo significativa
dos géneros que deveriam ser dominantes e 0 aumento dos micro-organismos negativos, que
deveriam estar em menor quantidade, desencadeando um desequilibrio da MI (SHEN et al.,
2018; GLASSNER et al., 2020).

As doencas inflamatorias intestinais (DI11s) sdo doencas cronicas imuno-mediadas que
afetam o trato gastrointestinal e incluem mais frequentemente os subtipos retocolite ulcerativa
(RCU) e doenca de Crohn (DC) (PORTER et al., 2020; GLASSNER et al., 2020). Nos ultimos
anos, as DIIs vem apresentado-se em ascensdo mundial (STANGE; SCHROEDER, 2019), e
em paises desenvolvidos mostra-se com alta prevaléncia, estimando-se que em 2025 podera
chegar a 30 milhGes de individuos afetados, de acordo com Porter e colaboradores (2020).

Descrita pela primeira vez por Samuel Wilks em 1859, a RCU e uma doenca
inflamatdria recidiva e cronica idiopatica do colon e que causa inflamagdo mucosa continua que
se estende do reto ao cdlon mais proximal, com extensdes variaveis (DAMMAN et al., 2015;
GAJENDRAN et al., 2019). Apresenta-se clinicamente com casos de presenca de sangue nas
fezes com ou sem muco, urgéncia retal, tenesmo e graus variaveis de dor abdominal, com
alteracdes inflamatdrias restritas principalmente ao intestino grosso (GAJENDRAN et al.,
2019; NEURATH; LEPPKES, 2019; SUN et al., 2019).

Shen e colaboradores (2018) citaram que nos individuos portadores de DIl ocorrem
guedas em comunidades anaerdbicas (p. ex., Firmicutes) e aumento de patdgenos condicionais
(p. ex., Enterobacter spp.), bactérias aerobias facultativas e bactérias intestinais nao
dominantes. A patogénese da RCU é complexa e acredita-se que seja mediada por fatores de

risco como a suscetibilidade genética, desregulacdo microbiana, fatores ambientais e
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imunoldgicos; porém, a etiologia permanece incerta e faltam métodos terapéuticos eficazes para
a doenca (SHEN et al., 2018; DAMMAN et al., 2015).

O microbioma intestinal tem sido descrito com diferencas significativas em sua
composicao entre individuos saudaveis e aqueles com DIl (KOZIK et al., 2019). Pesquisadores
observaram que o0 uso de antibioticos e probioticos para o tratamento de RCU demonstraram
alguma melhora clinica, sugerindo que a alteracdo da microbiota pode ser uma estratégia bem
sucedida para alcancar o controle da doenca em alguns pacientes (KHAN et al., 2011; MEIJER,;
DIELEMAN, 2011). Dessa forma, é importante avaliar o cenario microbiolégico associado a
RCU e DC, identificando as comunidades microbiolégicas de forma quantitativas e qualitativas
que podem indicar uma assinatura microbiana nas principais DIIs.

Os estudos moleculares com técnicas avangadas de sequenciamento de alto rendimento e
ferramentas bioinformaticas combinadas permitem isolar e identificar quais os conjuntos
microbianos mais presentes baseando-se na concentracdo dos principais filos, familias e
géneros na microbiota de um sitio anatémico especifico (PREIDIS; VERSALOVIC, 2009;
MANDAL et. al., 2015). Tais estudos focando o microbioma intestinal de individuos portadores
de doencas como a RCU devem permitir a avaliacdo de quais géneros microbianos estdo mais
frequentemente envolvidos na patogénese e na manutencdo desta doenca multifatorial,
auxiliando no entendimento da mesma e com potencial de auxiliar na indicagdo de tratamentos

focados em estabelecer a harmonia microbiana intestinal.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizagéo geral da microbiota intestinal

A microbiota intestinal (MI) é composta por milhdes de micro-organismos habitando
todo o TGI humano, entre eles as bactérias anaerdbicas presentes majoritariamente na Ml,
contendo 0s géneros mais abundantes pertencentes as familias Bacteroidaceae, Prevotellaceae
e Ruminococcaceae (KIM; JAZWINSKI, 2018). Durante o parto inicia-se a aquisi¢ao de micro-
organismos, que o recém-nascido adquire a depender do tipo de parto por meio do contato com
a via vaginal, das fezes materna e do ambiente, formando uma camada de col6nias bacterianas
na superficie da mucosa intestinal estabelecendo relagdes simbidticas com o hospedeiro
(BECKER et al., 2015; KATAOKA, 2016).

No intestino grosso encontram-se 70% dos microbios e uma baixa abundancia do filo
Proteobacteria e niveis altos de bactérias pertencentes aos géneros Bacteroides, Prevotella e
Ruminococcus em uma microbiota saudavel (JANDHYALA, 2015; ILJAZOVIC et al., 2021).
Em geral, ha uma estabilidade da microbiota que ocorre aproximadamente aos 3 anos do
individuo, podendo permanecer por décadas com mesmos os dados filogenéticos microbianos
(KIM; JAZWINSKI, 2018).

Becker e colaboradores (2015) trazem em seu estudo que durante os primeiros anos de
vida, a complexidade da MI € menor devido a estar em processo de colonizacdo e
desenvolvimento. O desenvolvimento da MI envolve fatores nutricionais, ambientais e
genéticos gerando alteracBes composicionais a curto e longo prazo, e essa contribuicéo favorece
a diversidade da MI, em que as bactérias benéficas na mucosa promovem maturacao do tecido
intestinal, melhora o metabolismo e absorcao de nutrientes e a produgdo de muco, fortalecendo
0s sistemas de protecdo do hospedeiro (BECKER et al., 2015; KATAOKA, 2016).

Ha uma relacdo estabelecida entre a microbiota residente do limen intestinal e o
hospedeiro, relacdo em que ha beneficios para ambas as partes (simbiose), em que para o
hospedeiro a microbiota promove um papel importante no estado de boa salde geral
(JANDHYALA, 2015). A microbiota intestinal promove uma grande contribuicdo para a
homeostase do TGI, p. ex., fornecer acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), fomentar a
restricdo de crescimento de patdgenos e no auxilio do bom funcionamento do sistema imune.

Ja a modulacdo do sistema imune se da através de citocinas anti-inflamatorias, como



19

interleucinas (IL)-10, Fator de crescimento Transformador (TGF)-8 e menor ativagdo de células
imunoldgicas T auxiliar (Th)17 e Thl (BALDELLI et al., 2021).

Grande parte das bactérias possuem uma relagao simbidtica com o hospedeiro, sendo a
maioria anaerdbia e que estdo ligadas as células epiteliais da mucosa, apresentando-se
dominante na microbiota e que contribui na nutricio e regulacdo imunoldgica, como
Bifidobacterium spp., Bacteroides spp. (SHEN et al., 2018; KATAOKA, 2016). Shen e
colaboradores (2018) tratam em seu estudo que ha também a presenca de bactérias aerdbias
facultativas ndo dominantes intestinais, que podem ser patégenos condicionais presentes na Ml

em determinadas concentra¢des, como as enterobactérias (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica das condicfes de eubiose e disbiose intestinal.
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Fonte: BALDELLI et al., 2021, p. 4.

As bactérias patogénicas ndo sdo encontradas a longo prazo na Ml saudavel ou estdo
em pequena guantidade, com potencial minimo de patogenicidade, mas com mudancas

consideraveis no ambiente enteral e externo que podem levar ao declinio da MI dominante,
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levando a disbiose pela promocéo de patdgenos ou patdgenos condicionais aumentados (SHEN
et al., 2018); essas mudancas podem ser através da diminuicdo de AGCCs juntamente com
aumento de citocinas pré-inflamatoérias responsaveis pela ativacdo de Thl7 e Thl ligadas a
resposta inflamatoria. Nessas condi¢des, com diminui¢do na diversidade e menor estabilidade
intestinal, familias bacterianas como a Enterobacteriaceae aumentam, potencializado também
pela permeabilidade na mucosa intestinal devido as juncBes estreitas serem afetadas
(BALDELLI et al., 2021).

De maneira geral, a MI saudavel possui filos dominantes, que sdo os Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria, além de grandes quantidades de espécies
produtoras de butirato; o ambiente rico em butirato torna-se mais propenso a producdo de
hidrogénio, promovendo ao lumen intestinal um ambiente de alta variabilidade em espécies
(JANDHYALA et al., 2015, RIZZATTI et al., 2017). Com a reducdo das bactérias que se
apresentam dominantes em microbiotas saudaveis, somada a menor diversidade da microbiota

intestinal sdo consideradas caracteristicas comuns da DIl (KATAOKA, 2016).

2.2 Retocolite ulcerativa

As doencas inflamatdrias intestinais (DIIs) s&o um conjunto complexo de doencas do
TGI sem etiologia totalmente definida, de manifestacdo espontanea, crénicas e inflamatorias,
sendo passiveis de recidivas no individuo afetado (BECKER et al., 2015). Sabe-se que a Ml
desempenha um papel importante no desenvolvimento e na manutencdo de DlIls, bem como
determinada suscetibilidade genética (WEINGARDEN; VAUGHN, 2017), havendo indicacGes
de que a resposta imune desregulada do individuo contra integrantes da microbiota comensal

do TGl esta envolvida na fisiopatologia dessas doencas (BECKER et al., 2015).

As formas mais comuns de Dlls sdo a retocolite ulcerativa (RCU) e a doenca de Crohn
(DC), sendo a RCU restrita ao intestino grosso (Figura 2), caracterizando-se como uma doenca
inflamatdria de patogénese complexa, em que a camada protetora da mucosa do célon do
paciente apresenta-se diminuida ou perdida como consequéncia da reducdo das células

caliciformes produtoras de mucina e reacdo inflamatéria excessiva (KATAOKA, 2016).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos fendtipos de doencga inflamatoria intestinal,
doenca de Crohn e retocolite ulcerativa.

DOENCA DE CROHN

RETOCOLITE ULCERATIVA
T

Fonte: Modificado de Pio (2014, p. 1)

Com a perda de mucina no co6lon, hd um aumento significativo da permeabilidade da
mucosa afetando principalmente o colon e o reto (Figura 3), podendo também atingir de forma
continua o intestino grosso a partir do reto e sua progressao pode levar a pancolite (SHEN,
2018; NEURATH; LEPPKES, 2019).
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Figura 3 - Avaliacdo por colonoscopia do Iimen do intestino grosso em diferentes
gravidades da retocolite ulcerativa.
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Fonte: Kobayashi et al., 2020, p. 9.

A fisiopatologia da RCU inclui uma diminuicdo de AGCCs, o que leva a menor
diversidade, alteracdo do perfil metabdlico da Ml e diminuigcdo da camada de muco no limen
intestinal (Figura 4); com a reducdo do muco, ha uma quebra da barreira que facilita o contato
de bactérias com o epitélio intestinal, situacdo que é potencializada com prejuizos nas fungdes
das juncOes estreitas das células epiteliais, permitindo maior permeabilidade (PORTER et al.,
2020; UNGARO et al., 2017). Assim, essa invasdo bacteriana ativa células imunes inatas, como
macrofagos e células apresentadoras de antigenos (APCs), que atraem neutrdfilos através da
liberacdo de quimiocinas (ORDAS et al., 2012; KOBAYASHI et al., 2020).

Figura 4 - Esquema representativo da fisiopatologia da retocolite ulcerativa
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Fonte: Modificado de Kobayashi et al. (2020 p. 5)

Apbs o reconhecimento dos antigenos luminais pelas células imunes inatas e

recrutamento de neutrofilos e mondcitos, as células recrutadas infiltram-se no epitélio
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promovendo o aumento na producdo de citocinas inflamatérias TNF, 1L-12, 1L-23 e IL-6
(KOBAYASHI et al., 2020; YE; MCGOVERN, 2017 ). Observa-se também que IL-36y
proveniente da expressao do epitélio intestinal atua na inibicéo de células T regulatdrias (Treg)
e aumenta producdo de IL-9 e IL-36, que possui ativacdo na fibrogénese, bem como IL-13
advinda de células NK (Natural Killer) contribuem com a alteracdo na barreira intestinal
(ORDAS et al., 2012).

As manifestacdes clinicas geralmente apresentadas pelos pacientes acometidos com
RCU (Figura 5) sdo dores na regido abdominal acompanhadas de diarreia com sangue, mas
pode ocorrer também excrecao retal de muco e pus, incontinéncia, fadiga, defeca¢fes noturnas
e desconforto abdominal (colicas) (DANESE; FIOCCHI, 2011; UNGARO, et al., 2017).
Somado as sintomatologias mais comuns, pode haver manifestacfes extra-intestinais da pele,
figado, olhos ou articulagdes (SEGAL et al., 2021; NEURATH; LEPPKES, 2019).

Figura 5 - Representacéo esquematica dos sinais e sintomas da retocolite ulcerativa.
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Fonte: Modificado do Centre de Radiologie Belledonne. (2019)

Acredita-se que a etiologia da RCU esta relacionada a MI, é possivel constatar um
disturbio quantitativo de espécies bacterianas nesta doenca e uma microbiota mais instavel ao
longo do tempo quando comparada a um intestino saudavel (BECKER et al., 2015). Observa-
se em pacientes com RCU que ha diminuicdo em relacdo a diversidade de bactérias de sua Ml
e que filos como Firmicutes, por exemplo, apresenta-se em menor proporcao e ha aumento
significativo de Enterobacteriaceae (KATAOKA 2016; NICHOLSON et al. 2012).
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Morgan e colaboradores (2012) relatam que na microbiota de individuos com DIl hd um
aumento consideravel em Actinobacteria e Proteobacteria e uma diminuicéo na diversidade da
microbiota na DIl. Com o declinio quantitativo da diversidade de Firmicutes e géneros
bacterianos anaerobios pertencentes ao clostridial 1V que possuem atividades associadas a
protecdo da mucosa, Faecalibacterium spp., Bifidobacterium spp., por exemplo, podem estar
relacionadas com a diminuicdo da diversidade da MI em pacientes com DlIs (KANG et al.
2010).

O histérico familiar torna os individuos mais propensos ao desenvolvimento de Dlls,
acredita-se que quando o parentesco é de primeiro grau o risco é aumentado em quatro vezes e
muitos fatores podem influenciar para o desenvolvimento da RCU; observa-se também que a
populacdo judaica apresenta taxas altas de DIls em relacdo as demais (UNGARO et al., 2017,
ORDAS et al., 2012), e que paises desenvolvidos e em desenvolvimento possuem alta
prevaléncia nas Dlls (Figura 6), estimando-se que em 2025 podera chegar a 30 milhdes de

individuos afetados, de acordo com Porter e colaboradores (2020).

Figura 6 - Incidéncia global da Retocolite ulcerativa.
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Fonte: Modificado de Kobayashi et al. (2020, p. 4)

Ordés e colaboradores (2012) citaram em seu estudo que alguns individuos que
apresentaram episodios de infec¢do gastrointestinal, causados por Salmonella spp., Shigella

spp. e Campylobacter spp., por exemplo, o risco subsequente de desenvolverem RCU
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aumentou. A apendicectomia pode conferir um possivel protecdo contra o desenvolvimento da
RCU, reduzindo o risco nos casos de apendicite aguda, principalmente em pacientes jovens,
possivelmente hd um efeito imunomodulador que promove protecdo ao desenvolvimento de
RCU com a excisdo do apéndice (ORDAS et al., 2012; CHEN et al., 2018).

Outra situacdo que promove protecdo do limen intestinal é a promoc¢do do aumento da
diversidade microbiana, fomentado pelo aleitamento materno, quando a amamentacéo ocorre
em um tempo superior a trés meses gera aumento na protecdo da mucosa e diminui o risco da
RCU, devido aos componentes presentes no leite materno serem capazes de atuar no
desenvolvimento da imunidade inata da mucosa (UNGARO et al., 2017; XU, 2017).

2.3 Bactérias recorrentes na microbiota intestinal da retocolite ulcerativa

2.3.1. Filo Firmicutes

O filo Firmicutes € composto por bactérias Gram-positivas produtoras de butirato que
compdem o limen da mucosa do TGI e contribuem para um ambiente de alta variabilidade em
espécies e a homeostase intestinal (Consorcio do Projeto Microbioma Humano, 2013). A
composicdo da MI de adultos saudaveis € composta majoritariamente por Firmicutes e
Bacteroidetes, que juntos representam mais de 90% da comunidade microbiana, com isso
Firmicutes é encontrado normalmente em niveis altos na mucosa intestinal (WEXLER, 2017;
BECKER et al., 2015).

Quando comparados ao filo Bacteroidetes, o filo Firmicutes promove uma absorc¢éo
mais eficiente de calorias, pois, apresentam alta eficiéncia em extrair energia dos alimentos;
com a metabolizacdo do substrato amido, por exemplo, para a producdo de butirato e outros
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), o filo Firmicutes mostra-se com maior capacidade na
captacdo de energia em relacdo ao filo Bacteroidetes, que também tem capacidade em extrair
energia do amido (MAGNE et al, 2020; VACCA et al., 2020).

2.3.1.1 Familia Ruminococcaceae

As bactérias da familia Ruminococcaceae pertencem ao filo Firmicutes, a familia
abrange espécies que hidrolisam amido e outros acuUcares para produzir butirato e outros
AGCCs, funcdo realizada também pelas familias Lachnospiraceae e Lactobacillaceae (VACCA
et al., 2020; SCOTT et al., 2015). Em algumas espécies da familia Ruminococcaceae pode-se

encontrar a capacidade de processar carboidratos ndo digestos que beneficiam a producdo de
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AGCCs, que sdo encontrados em niveis diminuidos nas DIls (KUMP et al., 2017; HIIPPALA
et., 2018).

Na DIl pode haver um aumento significativo de espécies de Ruminococcus spp. levando
a degradacdo excessiva do muco, e dessa forma, facilitando que Streptococcus spp. infiltrem na
mucosa causando inflamacdo, pois, 0 muco age como uma barreira protetora do limen intestinal
(MAZZAWI et al, 2018). Henke e colaboradores (2019) relatam que Ruminococcus gnavus,
por exemplo, possui uma relacdo importante na doenca inflamatéria intestinal (Figura 7), e sua
alta prevaléncia tem sido associada a exacerbacdo dos sintomas de DC, representando em casos
graves um pico de 69% da MI, enquanto em individuos saudaveis representa <0,1% da

microbiota.

Figura 7 -Ruminococcus gnavus em micrografia apos coloragdo com azul de metileno.

Fonte: Modificado de Hansen et al. (2013, p 2.)

Uma das principais espécies da familia Ruminococcaceae é Faecalibacterium
prausnitzii, um anaerdbio sensivel a presenca de oxigénio e considerada a bactéria comensal
mais abundante do TGI de um adulto saudavel (Figura 8), representando cerca de 2 a 15% da
MI (HIIPPALA et al., 2018, LOPEZ-SILES et al., 2018). O metabolismo de F. prausnitzii
permite a utilizacdo de carboidratos mais complexos, sendo esta uma caracteristica da espécie,
pois, majoritariamente as bactérias utilizam acgucares simples como fonte de energia (KIM et
al., 2020; HIIPPALA et al., 2018).
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Figura 8 - Faecalibacterium prausnitzii visualizado através da microscopia eletrénica de
varredura.

Fonte: Modificado de Miquel et al. (2013, p. 2.)

Devido a importancia e sua quantidade significativa na microbiota de individuos
saudaveis, F. prausnitzii pode ser utilizada como um possivel marcador microbioldgico para
diagndstico e prognoéstico de Dlls, pois, se encontra em niveis baixos em pacientes com DIl
(KIM et al., 2020; KOWALSKA-DUPLAGA et al., 2019). Em experimentos realizados em
murina por Hiippala e colaboradores (2018) foi observado que a presenca de F. prausnitzii em
quantidades significativas reduziram a gravidade da colite aguda e promoveram o aumento da

secrecdo de IL-10 anti-inflamatorio e uma menor secrecéo de citocinas pro-inflamatorias.

A espécie F. prausnitzii € um dos principais produtores de butirato, produto final
resultante do processo da fermentacdo de glicose e acetato, a espécie também produz uma
molécula anti-inflamatoria microbiana (MAM) que mostrou atividade no alivio da inflamagéo
intestinal e na restauracdo da mucosa epitelial (BELZER et al, 2017; XU, 2020). Ao participar
da modulacdo imunoldgica a espécie também demonstrou atividade anti-inflamatéria, inibindo
a ativacdo do fator Kappa B (NF-kB) através da produgdo de acido salicilico por F. prausnitzii;
esse 4cido atua bloqueando a ativagdo NF-kB e afetando a produgdo da IL-8 (interleucina pro-
inflamatoria) na liberagcdo de citocinas, e favorece o aumento de citocinas anti-inflamatorias
como, IL-10, e consequentemente, leva a um alivio na inflamacdo intestinal (HIIPPALA et al.,
2018; KIM et al., 2020).
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2.3.1.2 Familia Lachnospiraceae

Os membros da familia Lachnospiraceae pertencem ao aglomerado clostridial XIV do
filo Firmicutes, sdo anaerdbios, fermentativos, quimiorganotréficos e algumas espécies
contidas na familia apresentam atividade de hidrolise, e estdo entre os principais produtores de
AGCCs (VACCA et al., 2020; KIM et al., 2018). A familia é presente em alta concentracdo na
MI de individuos saudaveis, colonizam o TGI desde o nascimento e durante toda a vida do
individuo, aumentando sua variedade em espécies e sua abundancia relativa para contribuir com
a homeostase intestinal (VACCA et al., 2020; HIIPPALA et al., 2018).

As bactérias pertencentes a familia Lachnospiraceae sdo capazes de realizar a conversao
de &cidos biliares primarios em secundarios, contribuem para homeostase intestinal por meio
também da producdo de AGCCs e butirato, promovendo resisténcia a colonizagdo contra
patogenos diversos (SORBARA et al, 2020; VACCA et al., 2020). Segundo Vacca e
colaboradores (2020), as bactérias pertencentes a esta familia demonstram capacidade em
utilizar polissacarideos derivados da dieta, como a inulina, bem como o amido como fontes para
producdo de AGCCs.

O aumento das concentragdes de AGCCs na mucosa intestinal pode levar a uma
acidificacdo do lumen do TGI, o que poderia ser uma contribuicdo da familia Lachnospiraceae,
levando a uma resisténcia a colonizacao de patdogenos, como Enterobacteriaceae (SORBARA
et al, 2020). Entretanto, o aumento da abundancia de Lachnospiraceae pode estar associado ao
envelhecimento, assim como essa taxa mostra-se elevada no lumen intestinal em diversas
doencas intra e extra intestinal (VACCA et al., 2020).

Um dos seus representantes € a bactéria Gram-positiva e anaerébia Roseburia
intestinalis (Figura 9), uma das espécies mais abundantes da Ml saudavel; o género Roseburia
representa cerca de 0,9 a 5,0% da microbiota total e possui capacidade de produzir butirato,
substancia que beneficia a homeostase da microbiota do limen intestinal (HOLD et al., 2003).
Entretanto, o género é encontrado em niveis baixos nas doencas do TGI, indicando um potencial
de contribuicdo para homeostase da MI (MACHIELS et al., 2014; IMHANN et al., 2016).
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Figura 9 - Roseburia intestinalis em microscopia fluorescente.

Fonte: La Rosa et al. (2019, p. 7.)

Em estudos realizados em camundongos, R. intestinalis promoveu agfes anti-
inflamatorias através da inducdo da producdo em niveis maiores de citocinas anti-inflamatérias
(IL-22) e reducéo de citocinas pro-inflamatorias (IFNy e IL-17) (HOFFMANN et al., 2015;
ZHU et al., 2018). Em individuos com DIl h4d uma diminui¢do de R. intestinalis com F.
praunitzii e outras espécies na microbiota do TGI, principalmente produtoras de butirato.
Quando essa diminuicdo é vista somada a um aumento significativo de patdgenos pertencentes
a familia Enterobacteriaceae, por exemplo, favorece o aparecimento da disbiose intestinal
caracterizando a MI de um individuo com DIl (IMHANN et al., 2016; HIIPPALA et al., 2018).

2.3.2 Filo Bacteroidetes

Membros dos filos Bacteroidetes e Firmicutes sdo predominantes nas microbiotas
intestinais saudaveis dos seres humanos e colonizam principalmente o intestino grosso; além
disso, o filo Bacteroidetes variam em abundancia relativa entre os individuos, geralmente
atingem a metade ou mais da Ml (JANDHYALA et al., 2015; HUMAN MICROBIOME
PROJECT CONSORTIUM, 2012). No filo Bacteroidetes encontramos bactérias Gram-
negativas que vivem em diversos ecossistemas (livre no meio ambiente e na MI de animais), e
habitam principalmente o intestino distal, contribuindo com a homeostase intestinal através da
sua capacidade em fermentar polissacarideos ndo digeriveis e fornecendo energia ao
hospedeiro, além de produzir AGCCs (JOHNSON et al., 2017; LAPEBIE et al, 2019).

Um dos géneros que contribuem para a homeostase intestinal é Bacteroides encontradas
no TGI, no trato respiratorio superior e genital (ZHOU; ZHI, 2016), possuem efeitos

promotores de salde que ocorre através de moléculas imunomoduladoras excretadas que se


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27999802
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comunicam com o sistema imunolégico do hospedeiro, e assim, podem atuar como protetoras
contra DIIs (JACOBSON et al., 2018).

O polissacarideo A (PSA) pode ser expresso por Bacteroides spp., e tem potencial para
induzir o crescimento de células T regulatdrias e a expressdo de citocinas que sdo protetoras
contraa RCU (ZHOU; ZHI, F., 2016). A comunicagdo entre B.fragilis e o sistema imunoldgico,
por exemplo, se d& através de PSA liberadas pelas membranas bacterianas em vesiculas de
membrana externa (VMES) para as células dendriticas, permitindo a interacdo de Bacteroides

spp. com o epitélio intestinal através da camada de muco (HIIPPALA et al., 2018).

Uma das espécies mais abundantes do género é B. fragilis, um comensal humano com
propriedades imunomoduladoras benéficas para o hospedeiro (CHU et al., 2016). B. fragilis
também produz uma molécula imunomoduladora PSA, que ativa as respostas imunes
dependentes de células T envolvidas na homeostase intestinal e na expressao de citocinas que
séo protetoras contra a colite (CHU et al., 2016; ZHOU; ZHI, F., 2016).

Schirmer e colaboradores (2018) mostram em seu estudo que ao comparar a microbiota
de pacientes RCU e individuos que ndo possuiam DII foi visto que, B. fragilis apresentou-se
em menor densidade em pacientes RCU. Em modelo de camundongo com colite induzida, o B.
fragilis aumenta a expressao anti-inflamatoria, por conseguinte, melhora os sintomas de colite
e reforca a barreira epitelial, corrigindo a permeabilidade intestinal, alteracdes nas juncdes
estreitas e expressao de citocinas (HIIPPALA et al., 2018; DONALDSON, 2018).

Um dos géneros pertencentes ao filo Bacteroidetes é Prevotella spp. com mais de 80
espécies majoritariamente identificadas na cavidade oral, enquanto cerca de 10 espécies foram
identificadas na Ml humana (ILJAZOVIC et al., 2021). Prevotella spp. sdo encontrados
principalmente em individuos que fazem consumo maior de plantas, como aqueles que vivem
em sociedades agréarias e ndo ocidentalizadas (GORVITOVSKAIA et al., 2016; TETT et al.,
2019).

O aumento da concentracdo de espécies de Prevotella necessita de derivados de plantas
que sdo fontes de polissacarideos complexos, e acredita-se que o0s habitos alimentares sejam
responsaveis pela concentracdo destas bactérias, pois, em sociedades ocidentais hd menor

prevaléncia quando comparada as orientais (ILJAZOVIC et al., 2021).

Prevotella spp. desempenham atividades benéficas a homeostase intestinal, entretanto,

h& estudos que relatam a atuagdo de algumas espécies na contribui¢do no desenvolvimento das
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doencas inflamatorias (ILJAZOVIC et al., 2021; VIGSNAS et al., 2012). P. copri é encontrada
em individuos saudaveis atuando na tolerancia da glicose e da insulina, mas tem sido associada
também a microbiota de pacientes com Dlls, estimulando a producdo de interleucinas (IL- 8,
IL- 6) que podem promover respostas imunes e recrutamento de neutrofilos para a mucosa
(LARSEN, 2017; TETT et al., 2019). Vigsnas e colaboradores (2012) observaram que
pacientes com recaida na RCU apresentavam maior quantidade de Prevotella spp. em relacéo

aos pacientes considerados saudaveis.

Em modelos experimentais para RCU, lljazovic e colaboradores (2021) confirmaram
que Prevotella spp. pode aumentar significativamente a inflamacéo intestinal em ratos, e
analises metabolémicas mostraram a capacidade em perturbar a Ml através do mecanismo que
promove a diminui¢do dos niveis de AGCCs, e com a reducdo da camada de muco protetor ha

aumento da suscetibilidade para infeccdes.

2.3.3 Filo Proteobacteria

Proteobacteria, considerado o filo que possui a maior composicéao filogenética, dispde
de anaerdbios facultativos, Gram-negativos, que possuem morfologia variavel e fisiologia
versatil, essas caracteristicas podem conferir vantagem competitiva frente aos demais micro-
organismos que possam interagir (SHIN et al, 2015). O filo abrange algumas bactérias
conhecidas por sua patogenicidade (p. ex., Escherichia coli e Shigella spp.), e sua auséncia ou
uma abundancia relativa baixa na Ml € observada em individuos saudaveis (HOLLISTER,
2014; RIZZATTI et al., 2017).

H& mudancas nas comunidades microbianas intestinais nas DIIs, e essa mudanca inclui
um aumento significativo de bactérias anaerdbias facultativas da familia Enterobacteriaceae,
(filo Proteobacteria) (ZHU et al., 2018). Alteracdes na composicdo da microbiota ocorrem em
diversas condicGes inflamatdrias, nessas circunstancias € observado um aumento significativo
de proteobactérias na M, alguns autores consideram essa abundancia como um marcador de
instabilidade da microbiota (SHIN et al., 2015).
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2.3.3.1 Familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae pertence ao filo Proteobacteria, Gram-negativas, abrange
organismos comensais e organismos que podem atuar com patdgenos, em geral, estdo presentes
em menos de 1% da MI de individuo saudavel e quando estdo em maior abundancia relaciona-
se a disbiose (DONALDSON et al., 2016; WINTER et al., 2013). Entre os patdgenos entéricos
desta familia Enterobacteriaceae estdo Escherichia coli, Shigella flexneri, Yersinia
enterocolitica e outros, que possuem a capacidade de colonizar e replicar no TGI, além de
invadir tecidos mais profundos (HEROVEN et al., 2017).

Nas DIl observa-se que frequentemente hd mudancas significativas nas comunidades
microbianas que colonizam o limen intestinal, destacando-se o aumento na abundancia relativa
de bactérias facultativas da familia Enterobacteriaceae (ZHU et al., 2018). Essa familia possui
propriedades pro-inflamatorias, e uma das consequéncias de sua expansdo é a contribuicdo para
0 desencadeamento ou exacerbacdo da resposta inflamatéria do hospedeiro (MORGAN et al.,
2012; JALANKA et al., 2020).

Uma das espécies que podem atuar na promocao do desencadeamento ou exacerbacao
da resposta inflamatdria € Escherichia coli, um comensal comumente encontrado no TGI dos
seres humanos e em animais de sangue quente (ALLOCATI et al., 2013; JANG et al, 2017).
Ha uma diversidade filogenética dentro da espécie E. coli com linhagens bacterianas contendo
diferentes combinacdes de genes de viruléncia, permitindo a existéncia de muitos patotipos com
variados fatores de viruléncia na microbiota normal e que podem ser oportunistas (KITTANA
et al., 2018).

De acordo com Mirsepasi-Lauridsen e colaboradores (2019), E. coli pode ser
classificada em trés tipos baseando-se em critérios genéticos e clinicos, como cepas comensais,
cepas patogeénicas intestinais e cepas patogénicas extra intestinais (ExPEC). A espécie possui
capacidade em converter nitrato ndo fermentavel em fermentavel e utiliza VMEs como
mecanismo molecular de liberacdo de fator de viruléncia ativos, como proteases, proteinas pro-
inflamatérias, LPS, e toxinas, além disso tem sido associada a Dlls (RUETER;
BIELASZEWSKA, 2020; MIRSEPASI-LAURIDSEN et al, 2019).

O principal potencial patogénico que liga E. coli a DIl é sua propriedade em aderir e
invadir células epiteliais, multiplicando-se dentro dos macrofagos, e em RCU observa-se que 0

E. coli induz morte celular em células dendriticas e estimula a liberacdo de certas citocinas,
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como, TNF-a, IL-6 e 1L-23 (MIRSEPASI-LAURIDSEN et al, 2019). Como possivel relacéo
benéfica da bactéria nas Mls, Pilarczyk-Zurek e colaboradores (2016) relatam casos de RCU
exacerbada em pacientes com nivel alto de espécies reativas de oxigénio (ROS); e uma vez que
altas taxas de ROS aceleram o processo de necrose do epitélio intestinal, E. coli pode atuar
como anulador de substratos que ddo origem ao ROS, promovendo a diminuicdo da necrose do

epitélio intestinal de pacientes com RCU.

Na década de 1970 alguns experimentos de fenotipagem utilizados ndo conseguiram
distinguir algumas espécies das cepas de Escherichia coli, com isso Shigella spp. e E. coli foram
considerados como uma espécie e permanecem atualmente como espécies irmas, com isso
Shigella spp. ¢ membro do género Escherichia, e ndo cepa de E. coli (ZUO et al., 2013).
Shigella spp. sdo enterobactérias patogénicas Gram-negativas constituida por quatro grupos,
Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae e Shigella boydii, e € 0 agente etiologico
da disenteria bacilar também chamada de shigelose (associada a febre, célicas abdominais)
(ANDERSON et al., 2016).

Shigella spp. possui capacidade em rapidamente adquirir resisténcia a antibioticos o
que gera uma preocupacao por parte dos pesquisadores (QU et al., 2014) e 0 género é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade infantil, pois, se relaciona a formas graves de
diarreia (KOTLOFF et al., 2013). A invasdo na mucosa do colon dos seres humanos e ndo no
intestino delgado ainda é desconhecida, mas antes da invasao, Shigella spp. precisa competir
com as bactérias comensais luminais do célon, apos conseguir ultrapassar 0s micro-organismos
rompe a espessa camada protetora de muco invade e coloniza a mucosa (ANDERSON et al.,
2016). Nas doencas inflamatdrias intestinais que ha uma dishiose microbiana presente é
caracterizada principalmente pelo aumento nos niveis do género Escherichia-Shigella, quando
somada a uma diminuicéo do filo Firmicutes caracteriza-se a microbiota da mucosa inflamada
de pacientes com RCU e de pacientes com DC (XU et al., 2018; THORKILDSEN et al., 2013).

Outro género de bacilos Gram-negativos pertencente a Enterobacteriaceae e que tem
sido relacionado a RCU é Klebsiella, geralmente imdveis e agentes etioldgicos de infeccbes
nosocomiais oportunistas, principalmente pneumonia promovida por K. pneumoniae
(CAPUTO et al., 2015; GARRETT et al., 2010). Espécies de Klebsiella foram identificadas
como patobiontes apos isolamento da cavidade oral de pacientes com DI, local acometido por
manifestacOes extra-intestinais da DII; com a translocacdo de Klebsiella spp. da mucosa oral

para a parte inferior intestinal, seu acimulo pode induzir ao desenvolvimento de colite, pois
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promove a ativagcdo de macrofagos da mucosa intestinal, agravando a patogénese da RCU
(KITAMOTO et al., 2020).

2.3.4 Filo Fusobacteria

As bactérias que pertencem ao filo Fusobacteria sdo bastonetes anaerébios, Gram-
negativos, ndo formam esporos e ndo moveis, possuem baixa capacidade fermentavel, sdo
conhecidos por serem infecciosos e invasivas, bem como podem induzir a inflamagéo, como a
género Fusobacterium (ARANE; GOLDMAN 2016; YANG et al., 2020). Estudos relatam que
o filo tem sido considerado como uma caracteristica clinico-patolégica para pacientes
diagnosticados com RCU, podendo influenciar na ocorréncia e progressdo da RCU, além disso,
sua capacidade invasiva foi correlacionada com a gravidade da DIl no hospedeiro (MA et al.,
2018; WEINGARDEN; VAUGHN, 2017).

2.3.4.1 Familia Fusobacteriaceae

Familia Fusobacteriaceae pertence ao filo Fusobacteria, em estudos sua abundéancia na
MI correlaciona-se a algumas patologias, como DII, bem como possivel biomarcador da DC e
RCU, retratam ainda, que essa familia pode possivelmente promover um ambiente propicio
para a progressdo de uma complicacéo a longo prazo da DII, o carcinoma colorretal, entretanto
requer, mais investigacdo (GEVERS, D. et al., 2014; KOSTIC, A. D. et al., 2012). O aumento
em niveis quantitativos da familia Fusobacteriaceae foi observado em alguns estudos, um deles
foi realizado com coorte de DC pediatrica e outro com pacientes RCU, e entre os estudos a
abundancia aumentada de Fusobacteriaceae e sua possivel relacdo com a patologia (GEVERS
et al., 2014; BAJER et al., 2017).

Um dos géneros que compde a familia é Fusobacterium, composto por bactérias Gram-
negativas, bastonetes ndo formadores de esporos e fazem parte da microbiota das mucosas oral
e intestinal de humanos e possuem caracteristicas invasivas, aderentes e pro-inflamatorias
(STRAUSS et al, 2011; TAHARA et al, 2017). O nivel desse género aumentado é associado a
cancer colorretal e adenomas com fendtipos de metilacdo, indicando uma possivel atuacao desta
bactéria em doencas relacionadas & metilagdo do DNA (TAHARA et al, 2017).
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Fusobacterium spp. possuem a capacidade de invadir ativamente células hospedeiras
através de moléculas adesivas extracelular e de invasdo, como FadA; também apresentam
caracteristicas aderentes e pro-inflamatérias na microbiota (SEKIZUKA et al., 2017). Ademais,
algumas espécies podem ser consideradas patégenos oportunistas, pois, tem sido associadas a
alguns distarbios como Dlls, e nesse caso se observou a capacidade da bactéria em invadir
ativamente as células hospedeiras, mas sua atuacdo na patogénese da DIl ainda ndo foi
determinada (LIU et al., 2019; SEKIZUKA et al., 2017).

Fusobacterium nucleatum é um anaerdbio obrigatério Gram-negativo que coloniza 0s
espacos periodontais, presente também associada a infec¢gdes invasivas em todo o corpo
humano (LEWIS et al., 2016). Em estudo realizado por Liu e colaboradores (2020) foi
observado altos niveis de F. nucleatum em fezes de pacientes com DII, fazendo correlacdo da
sua abundancia a atividade da doenca. Ha evidéncias de que o comensal e oportunista F.
nucleatum tem associagdo com o RCU, por meio de um mecanismo de acéo ainda ndo definido

que promove inflamacdo intestinal nessa patologia (CHEN et al., 2020).

Chen e colaboradores (2020) demonstraram que F. nucleatum promove a expressao de
citocinas inflamatdrias (p.ex., IL-1B, I1-6, IL-17F e TNF-a) ¢ aumenta a degradacdo do epitélio
intestinal, afetando a sua integridade e facilitando o contato da mucosa exposta com patdgenos.
Tahara e colaboradores (2015) relataram que outras espécies de Fusobacterium sdo encontradas
na microbiota de pacientes com RCU, e que exercem funcdo importante na persisténcia da

inflamacéo do colon devido a sua atuacao pré-inflamatoria.

2.3.5 Filo Verrucomicrobia

O filo bacteriano Verrucomicrobia possui um unico isolado intestinal que ¢é
Akkermansia ou Akkermansia muciniphila, contudo, seu representante é altamente ramificado
e possui uma importancia significativa na MI (LI et al., 2019; DERRIEN et al., 2017). A.
muciniphila possui atividade no limen intestinal na degradacdo de muco, que por meio de
enzimas degradadoras codificadas, atuam na protecdo da barreira intestinal, aumentando a
producdo de muco intestinal, consequentemente tornando a camada de muco mais espessa, alem
disso, essa degradacdo promove a producdo de carbono, energia e nitrogénio para outras
bactérias que podem produzir butirato, substrato utilizado pelos colonécitos (FUJIO-VEJAR et
al., 2017).
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Observou-se que em individuos saudaveis o percentual que compreendia a microbiota
fecal ocupada por Akkermansia spp. é cerca de 1-4%, e esse percentual é encontrado desde 0s
primeiros anos da vida (LI et al., 2019). Em distdrbios microbiol6gicos como encontrado na
DC e RCU, em que a mucosa encontra-se inflamada, houve uma diminuig&o na abundancia de
Verrucomicrobia (Akkermansia ssp.) nesses pacientes quando comparada a individuos sem DI
(SALEM et al, 2019). A. muciniphila encontra-se em niveis altos na MI saudavel
(aproximadamente 3%) e atua na regulacdo da barreira intestinal para manutencdo da
homeostase e integridade das funcBes metabdlicas, contudo, esses mecanismos permanecem
desconhecidos (EVERARD et al., 2013; DE VOS, 2017).

A. muciniphila (Figura 10) produz oligossacarideos e &cidos graxos de cadeia curta
(AGCCs), como acetato e propionato, e outros produtos de fermentacéo através do processo de
degradacdo de mucina presente na mucosa do TGl (JOHANSSON; HANSSON, 2016;
BELZER; DE VOS, 2012). Esse muco é degradado por A. muciniphila e outras espécies
bacterianas promovendo uma renovagdo do muco atraves de feedback positivo que estimula a
producdo de muco e favorece o crescimento bacteriano (EVERARD et al., 2013). Os produtos
de fermentacdo resultantes da degradacdo do muco servem como fontes de energia para outras
bactérias, contribuindo para a diversidade da Ml (BELZER; DE VOS, 2012).

Figura 10 - Akkermansia muciniphila por micrografia eletrénica de varredura.
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Fonte: Zhang et al. (2019, p. 3.)

O propionato é um produto de fermentacédo resultante da degradacdo da mucina e que
atua como sinalizador para o hospedeiro, resultando em uma estimulacdo imunoldgica e

sinalizacdo metabdlica (HOSSEINI et al., 2011). Estudos mostram que em uma microbiota
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saudavel A. muciniphila desempenha um papel protetor ou anti-inflamatério na mucosa
intestinal, quando observada em pacientes com DIls, a espécie apresenta-se em niveis
quantitativos baixos, independente se a doenga esta na fase ativa ou em remissdo (BELZER;
DE VOS, 2012; VIGSNAS et al., 2012).

2.3.6 Filo Actinobacteria

As bactérias que compdem Actinobacteria sdo de vida livre, amplamente distribuidas
nos ecossistemas, algumas podem ser patogénicas (por exemplo, Corynebacterium spp.,
Mycobacterium spp.) e outras, como comensais no TGI (por exemplo, Bifidobacterium spp.)
(BARKA et al., 2015; POLKADE et al., 2016). As actinobactérias sdo bactérias Gram-
positivas, e esse filo possui uma das maiores unidades taxondmicas entre as principais linhagens
atualmente reconhecidas no dominio Bacteria (GAO; GUPTA, 2012).

As bactérias que fazem parte do filo Actinobacteria séo utilizadas pela industria
farmacéutica na producdo de compostos biologicamente ativos (por exemplo, drogas
antibacterianas, anticancer ou antifungicas) (RANGSEEKAEW; PATHOM-AREE, 2019). As
actinobactérias encontradas geralmente no TGl sdo da familia Bifidobacteriaceae e sdo
importantes na promogdo e manutencdo da homeostase da MlI, devido seu potencial probiético
(GAO; GUPTA, 2012). Em um estudo com pacientes com RCU, em que a mucosa estd em
processo de inflamacdo exacerbada, ainda assim o filo apresentou-se abundante com o filo
Proteobacteria (ZAKERSKA-BANASZAK et al., 2021).

2.3.6.1 Familia Bifidobacteraceae

Trata-se de uma familia formada por quatro géneros (Bifidobacterium spp., Gardnerella
spp., Scardovia spp. e Parascardovia spp.), em que cada género é constituido por uma espécie
apenas, exceto o género Bifidobacterium (VENTURA et al., 2007). As bifidobactérias sdo
imbveis, ndo possuem a capacidade de esporular, possui metabolismo fermentativo e sdo
anaerdbias ou anaerdbias facultativas, e estdo entre as populacdes bacterianas dominantes do
TGI (HIDALGO-CANTABRANA et al., 2017).

O género Bifidobacterium é formado por bactérias Gram-positivas, 0 género esta entre

as populagdes bacterianas dominantes no TGI dos humanos, algumas das espécies que o género
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abrange é comumente encontrado na MI de individuos saudaveis (B. adolescentis, B. longum,
B. breve, B. bifidum) (HIDALGO-CANTABRANA et al., 2017). Algumas espécies podem
estabelecer uma interagdo patogénica com o hospedeiro (como, B. dentium) ou como comensais
no TGI (como, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium breve) (TURRONI et al, 2011,
QUAGLIARIELLO et al, 2016).

Satish Kumar e colaboradores (2017) utilizaram B. bifidum em que houve um aumento
significativo da espécie por suplementacdo observou-se que o nivel de IL-10 aumentou e
concomitante com a reducdo de IL-1p no c6lon, mostrando o efeito antiinflamatério da espécie.
Em um estudo utilizando modelo murino de colite induzida, os resultados demonstraram que
B. bifidum reduziu o curso da doenca, demonstrando seu potencial como modulador e

capacidade em reduzir a inflamagéo e sintomas da colite (DURANTI et al., 2016).

As Dbifidobactérias possuem capacidade de fermentar variados oligossacarideos
presentes no TGI, entre eles os que ndo sdo digeridos pelo hospedeiro, chamados tambem de
pré-bidticos (LUGLI et al., 2017). Geralmente, sdo encontradas no TGI e possuem grande
importancia na manutencdo e para estabelecer a homeostase do ecossistema intestinal, que
através da capacidade de fermentagdo contribuem para uma melhor digestdo (GAO; GUPTA,
2012).

Um outro género conhecido da familia Bifidobacteraceae é género Gardnerella spp. é
frequentemente associado a vaginites, situacdo em que had perda de espécies que evitam a
proliferacdo de anaerdbios facultativos e estritos, como Gardnerella vaginalis, um Gram-
positivo propenso a formar biofilmes (RANDIS; RATNER, 2019; VESTBY et al., 2020).
Algumas cepas de Gardnerella spp. possuem enzimas sialidases que clivam as ligacdes
glicosidicas dos acidos sialicos, incluindo glicoproteinas da superficie da célula epitelial, o que
pode estar relacionada a adesdo da bactéria e promocdo da formacdo do biofilme
(KURUKULASURIYA et al., 2021). Zhou et al. (2021) indicou que Gardnerella spp. tem
concentracdo em niveis elevados em amostras fecais de pacientes com DII, tendo potencial

como biomarcador de RCU.
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2.4. Estudo do microbioma

A microbiota de cada individuo é variada qualitativa e quantitativamente, a depender
também da condicdo do hospedeiro, e ha uma dificuldade no cultivo de muitas espécies da
composicao total da microbiota intestinal (MI), j& que a maioria sdo anaerobios e os métodos
tradicionais de cultura séo limitados e, por exemplo, apenas aproximadamente 10% a 30% da
MI total pode ser cultivada (TANNOCK, 2001; WANG et al., 2015). H4 portanto uma
dificuldade em se obter a informacdo completa sobre um microbioma saudavel de diferentes
sitios anatdmicos com técnicas classicas, levando necessariamente ao uso de técnicas
independentes de isolamento e cultivo baseadas em Biologia Molecular para obter maior
informacdo. Sendo assim, hd um importante progresso em conhecimento sobre 0 microbioma
intestinal (MI) com tecnologias cada vez mais avancadas, como o sequenciamento de DNA de
nova geracdo (Next Generation DNA Sequencing; NGS) que permite o estudo metagenémico
(KIM; JAZWINSKI, 2018; WANG et al., 2015).

Estima-se que ha cerca de 10 milhdes de bactérias intestinais no ser humano
(CARVALHO et al., 2017), e a colecdo de genomas e genes dos membros da microbiota
intestinal (metagenoma intestinal) traz informac6es que podem ser abordadas de diferentes
formas: a metagenémica descritiva pode demonstrar a estrutura das comunidades colonizadoras
e a abundancia relativa, por exemplo, enquanto na metagenémica funcional foca o estudo das
interacdes entre hospedeiro e micro-organismos, em um formato de ecossistema preditivo e
dinamico (MANDAL et al., 2015).

Entdo, a abordagem metagenémica para o estudo de comunidades microbianas tornou
possivel a identificacdo com mais acuracia da diversidade microbiana que habita o limen
intestinal, permitindo conhecer padrdes de disbiose e as relacdes entre 0s micro-organismos, o
hospedeiro e sua interferéncia na promoc¢do da salde e da doenca (WANG et al., 2015;
CARVALHO et al., 2017). Entre as abordagens mais utilizadas para identificacdo por
sequenciamento de genes bacterianos tem-se a analise do gene 16s do rRNA, gue se tornou um
marcador padréo para a analise filogenética de procariotos e vem sendo amplamente usado no
estudo de comunidades microbianas em combinacdo com tecnologias de sequenciamento de
alto rendimento, o que permitiu o aprofundamento sobre bactérias intestinais ndo cultivaveis
(BECKER et al., 2015; WANG et al., 2015). O gene 16s possui regides conservadas e

hipervariaveis entre as espécies bacterianas, e as regides hipervariaveis permitem a distin¢do
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entre diferentes clados bacterianos, possibilitando identificar maior parte das bactérias em uma
comunidade microbiana (SANSCHAGRIN et al., 2014; LU et al., 2020).

O sequenciamento do rRNA 16S tem sido usado em estudos ambientais e também em
pesquisas de interesse médico, podendo auxiliar no diagnéstico e caracteriza¢éo da contribuicéo
microbiana em algumas doengas, por exemplo (HOSHINO; INAGAKI, 2017; EMERY, 2017).
Nos Ultimos anos, a composicdo da microbiota intestinal tem sido amplamente estudada,
visando principalmente a identificacdo da abundancia relativa de micro-organismos em relacéo
a doencas como neuroldgicas, obesidade, incluindo DIls (IMHANN et al., 2016; SOKOL et al.,
2015).

Com o sequenciamento do rRNA 16S efetivado, é necesséria uma analise acurada dos
resultados, o que inclui a comparacdo da informacdo genética com bancos de dados de
referéncia, visando a determinacao das suas identidades (LU et al., 2020). Ha ferramentas que
sdo utilizadas para realizar a desmultiplexacao da biblioteca gendmica e realizar a atribuigéo de
taxonomia baseada na regido rRNA 16S, como por exemplo o Quantitative Insights into
Microbial Ecology (QIIME), pacote de software amplamente utilizado que realiza a
comparagao entre as sequéncias genéticas e um banco de dados de referéncia, com a capacidade
de suportar uma grande gquantidade de analises (CAPORASO et al., 2010; BOLYEN, et al.,
2019), que auxiliard na determinacdo das unidades operacionais taxonémicas (OTUs;

Operational taxonomic units).

Para analisar tais conjuntos de dados complexos utiliza-se um formato que permite
andlise estatistica e interpretacdo funcional, e uma ferramenta que realiza essa funcdo € o
MicrobiomeAnalyst. Com o uso desta plataforma online é possivel a integracéo das estatisticas
e modelos de visualizacdo a partir de dados produzidos, otimizando o estudo do microbioma
em uma analise abrangente (DHARIWAL et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o microbioma intestinal de pacientes com retocolite ulcerativa a partir de
amostras fecais e comparar com o microbioma intestinal de individuos sem doencas

inflamatdrias intestinais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a composigdo da microbiota intestinal de pacientes com retocolite ulcerativa;

e Correlacionar o perfil do microbioma intestinal de pacientes selecionados com retocolite
ulcerativa e suas condices clinicas;

e Comparar 0 microbioma intestinal de pacientes com retocolite ulcerativa com o

microbioma intestinal de individuos sem doenca inflamatodria intestinal.
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4 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle com pacientes voluntéarios diagnosticados
com RCU (grupo teste) e atendidos no Ambulatério do Servico de Coloproctologia (Amb-
Coloprocto) do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de
Alagoas (HUPAA/UFAL), além de grupo controle composto por individuos saudaveis e sem
doencas inflamatorias intestinais. As amostras fecais de ambos os grupos foram armazenadas
em um repositério de material fecal e usadas para comparacdo de perfil do microbioma

intestinal com e sem DII (grupo controle).

4.1 Aspectos éticos

O projeto tematico em que se enquadra esta pesquisa foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e aprovado sob o n°
99615018.2.0000.5013 (ANEXO A), sendo desenvolvido conforme as normas preconizadas na
Resolucdo do Conselho Nacional de Saude/CNS namero 466/12, que trata da pesquisa com

seres humanos.

Os pacientes autorizaram sua participacdo por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apés receberem informacGes sobre o0s objetivos e
demais procedimentos do projeto, sendo informados acerca da ndo obrigatoriedade da

participacéo no estudo e recebendo uma cépia assinada do TCLE.

4.2 Local e populacéo de estudo

A pesquisa foi realizada no Ambulatério do Servico de Coloproctologia (Amb-
Coloprocto) do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de
Alagoas (HUPAA/UFAL), em associacdo com o InHaMMI (Instituto de Habilidades
Multiprofissional da Microbiota Intestinal da Faculdade de Medicina da UFAL) e LMC
(Laboratorio de Microbiologia Clinica do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFAL),
coordenados pelo Prof. Dr. Manoel Alvaro de Freitas Lins Neto e Profa. Dra. Fernanda Cristina

de Albuquerque Maranhdo, respectivamente.

A populacdo de estudo (amostragem) foi composta de pacientes atendidos no Amb-

Coloprocto do HUPAA com diagnédstico de RCU efetivado e que assinaram o TCLE, sendo
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posteriormente aplicado questionarios estruturados individualmente, além do preenchimento de

ficha clinica especifica com base nos dados de prontuarios e exames complementares.

Os dados dos pacientes com RCU e dos individuos saudaveis foram coletados a partir
da aplicacdo de um questionario estruturado com questdes objetivas, que se referiam por
exemplo ao perfil sociodemogréfico dos voluntarios entrevistados, questionamentos
relacionados ao acompanhamento da retocolite ulcerativa e resultados de exames variados,

como hemograma, PCR e albumina.

Os pacientes com RCU foram avaliados de acordo com a gravidade da doenga, o0 tempo
de diagndstico, os tratamentos realizados e presenca de comorbidades diversas, sendo coletados
também seus dados sociodemogréficos. Foram solicitados exames bioquimicos e
hematoldgicos para acompanhamento da situacdo clinica atual dos pacientes voluntarios do

estudo, que foram realizados no HUPAA ou em laboratdrios particulares.

4.3 Analise de exames laboratoriais

De acordo com a Portaria Conjunta n°® 6 do dia 26 de margo de 2020, que aprova o
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Retocolite Ulcerativa, o diagndstico deve ser
baseado pela histéria clinica, exame fisico, exames laboratoriais, exame endoscépico
(fundamental na obtencdo do diagnostico e classificagdo da RCU) e achados histopatologicos.
Pacientes realizaram coleta de sangue, exames hematoldgicos e bioquimicos no HUPAA e o
exame de dosagem de calprotectina foi realizado pelo InHaMMI. Entre os exames bioquimicos
solicitados, foram realizados no HUPAA os exames da Proteina C-reativa (PCR) e Albumina a

partir do soro dos pacientes, obtido apds a centrifugacdo das amostras sanguineas.

O exame de calprotectina € um ensaio para determinar a quantidade de calprotectina
fecal (CF), que é uma proteina quelante do célcio que durante o processo inflamatério no TGl
é encontrada em niveis elevados nas fezes devido o recrutamento de neutrofilos, e devido a isso
tornou-se um importante marcador bioquimico de DIl (LEE, 2016; SALDANHA, 2016). Ap6s
a entrega das fezes coletadas individualmente pelos voluntéarios, foi realizada a transferéncia de
parte da amostra fecal contida em um recipiente coletor estéril para o tubo Calex® (Figura
11A), que contém um tampao para efetivar em agitador a diluicdo da amostra no tampao contido
no tubo; seguiu-se com incubacdo de 10 minutos, conforme orientacdo do fabricante (Kit B-
CAL-EX, Biihlmann®).
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Para dar prosseguimento ao teste, transferiu-se 60uL da solugdo do tubo Calex® para
um cassete do kit B-CAL-EX, e apos a difusdo da solucdo no cassete houve incubagéo de 12
minutos para realizar a leitura (Figura 11B). A leitura do resultado em cada cassete foi efetivada
no equipamento Bithimann fCAL® (Biihimann®) apds a validacio do cartdo correspondente ao

lote do cassete, disponibilizando o resultado da quantidade de calprotectina da amostra em pg/g.

Figura 11 - Componentes do kit B-CAL-EX para realizar o exame de dosagem de
calprotectina (Buhimann®). A. Cassete de teste. B. Tubo Calex® com tamp3o.

(6digo de barras Janela de leitura

CIT Ponto de aplicacao
) @ da amostra

Fonte: Modificado de 1B Doc® da Buhlmann (2021)

A interpretacdo dos dados de calprotectina se da em trés niveis: quando o resultado é
menor que 100ug/g significa que a existéncia de inflamacdo é muito improvavel e ndo é
sugestivo de DII; quando o resultado esta entre 100-250ug/g € sugestivo de inflamacéo de baixo
grau e o ideal ¢ repetir o teste; e quando o resultado é maior que 250ug/g indica que é muito
provavel que haja inflamacao (GEDIIB, 2020). Dentre os exames laboratoriais hematoldgicos,
é recorrente nos hemogramas solicitados para os pacientes com DIl a situacdo de anemia
(mulheres Hb < 12 g/dL e homens < 13 g/dL) e trombocitose, de acordo Grupo de Estudos da
Doenca Inflamatoria Intestinal do Brasil (GEDIIB).

4.4 Coleta do material fecal

Tendo em vista as preocupagfes com Biosseguranca e de modo a evitar contaminagéo
do material biologico coletado e do ambiente laboratorial, antes de cada manipulacdo de
amostras bioldgicas foi realizado o preparo de materiais esterilizados. Todas as vidrarias e
materiais diversos passaram por processos de lavagem e esterilizacdo por autoclavagem no
LMC/ICBS para uso no InHaMMI/FAMED e no HUPAA/UFAL, a fim de estabelecer as
condicdes estéreis necessarias para a manipulacao, filtragem e acondicionamento do material

fecal sem alterar a comunidade microbiana primaria. Ademais, também foi necessario preparar
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solucdes estéreis de glicerol (para diluicdo posterior a 10%) e salina (NaCl 0,9%) utilizadas nas
etapas de processamento e estocagem do material fecal coletado.

A coleta de material fecal foi feita de forma individual por cada voluntéario do projeto
utilizando kit de coleta fornecido pela Probiome® (Figura 12), acondicionando parte das fezes
em recipiente coletor estéril apropriado para transporte em isopor sob leve refrigeracdo até o
HUPAA/UFAL. Adicionalmente, cada voluntario foi instruido a captar uma aliquota do
material fecal coletado com insercdo de swab nas fezes e acondiciona-lo separadamente em
recipiente esterilizado do kit, visando o rapido encaminhamento ao profissional de satde ligado

a0 projeto para envio imediato & Probiome®.

Figura 12 - Kit para coleta individual de amostra fecal cedido pela Probiome®.

Fonte: Autora (2021)

4.5 Extracdo de DNA e amplificacdo da regido 16S (Metabarcoding) para andlise do

microbioma fecal

Uma vez que amostras fecais foram enviadas para a empresa Probiome®, esta foi a
responsavel pelo preparo para viabilizar o sequenciamento de DNA visando identificacdo do
microbioma intestinal de cada paciente. A extracdo de DNA foi efetuada com o kit QIAmp
PowerFecal DNA (QIAGEN®) e as amostras foram entdo analisadas usando sequenciamento
de ultima geracdo de alto rendimento da regido varidvel V4 do gene bacteriano 16S do RNA
ribossomal (rRNA). Foram usados oligonucleotideos (primers) de amplificacdo 16S V4 (515F
e 808R) com sequéncias adaptadoras Illumina e DNA polimerase HiFi para amplificacdo por
PCR, realizadas em um sequenciador Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA) Dessa
forma, foi realizada a amplificacdo e leitura da regido do rDNA (Ribosomal DNA) de bactérias
contidas nas amostras fecais que proporcionou a identificacdo da composicdo microbiana

intestinal apos a organizagdo dos dados.
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Todos os parametros de qualidade da execucdo foram garantidos pela empresa
contratada e € importante salientar que as condigdes de cada etapa (Extragdo, PCR e
sequenciamento) foram determinadas pela empresa Probiome®, ndo sendo possivel o repasse
detalhado devido ao acordo empresarial. Apds o preparo decorrido na empresa terceirizada
citada, os resultados com avaliacdo bioinformatica preliminar foram enviados ao InHaMMI
como arquivos de gréaficos compactados, sendo ainda repassados todos os dados brutos gerados

para andlise bioinformética completa.

4.6 Analises bioinformaticas

Apos o sequenciamento de DNA, as reads geradas (sequéncias inferidas de pares de
bases — A, T, G e T) correspondentes a parte do fragmento do rDNA 16S tratadas, foram
demultiplexadas usando de QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology, verséo
1.9.1; disponivel em http:/giime.sourceforge.net) (CAPORASO et al., 2010) e regides de
primers, sequéncias ambiguas e quiméricas ou de baixa qualidade foram removidas usando as
configuracbes-padrédo para analise posterior. As reads de qualidade (sequéncias tratadas) foram
emparelhadas e executadas no QIIME2, sendo entdo organizadas de acordo com 97% de
similaridade para agrupamento em unidades taxonémicas operacionais (OTUs; operational
taxonomic units). Em seguida, as amostras foram normalizadas por subamostragem
(diminuindo o tamanho da amostra para facilitar analises), seguindo entdo para analises

estatisticas e de classificacdo taxondmica das OTUSs.

Para analises estatisticas, criacdo de graficos de barras de taxonomia, comparacdes de
diversidade alfa e beta e analise de abundancia diferencial, as sequéncias (reads) independentes
foram tratadas separadamente e, posteriormente, combinadas. Uma tabela de OTUs
normalizada com taxons em formato simples e arquivo de metadados foram carregados para a

ferramenta on line MicrobiomeAnalyst (disponivel em: http://www.microbiomeanalyst.ca

(DHARIWAL et al., 2017), onde foram calculadas as porcentagens da abundancia de filos,
classes, ordens, familias e géneros que caracterizavam a MI de cada paciente com RCU e de

doadores saudaveis.

5 RESULTADOS


http://www.microbiomeanalyst.ca/
http://www.microbiomeanalyst.ca/

5.1 Caracterizagédo dos pacientes com retocolite ulcerativa
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Apos a aplicagdo de questiondrios estruturados, visando a selecdo de pacientes com DIIs

com diagndstico definitivo de RCU, 18 pacientes de ambos os sexos foram selecionados. Os

pacientes tinham idades entre 18 e 63 anos e foram diagnosticados entre 2002 e 2019 (Tabela

1), e entre os selecionados, 7 pacientes possuiam outras comorbidades além da RCU, como

hepatite autoimune, artrose, diabetes, hipertensdo e hemangioma lombar.

Tabela 1 - Perfil sociodemografico dos pacientes retocolite ulcerativa do HUPAA/UFAL.

Cadigo Género Idade Comorbidades Tabagismo Etilismo
S196 F 36 - Néo Sim
S$198 M 59 Hepatite Autoimune Sim Néo
S71 M 40 - N&o Né&o
S139 F 63 - Néo Néo
S148 F 60 Hipertensdo N&o Néo
S146 F 53 Artrose, diabetes Néao Né&o
S72 F 18 - Néao Né&o
S79 F 57 - Né&o Né&o
S8 M 35 Hipertensdo N&o Néo
S28 M 52 - Sim Né&o
S76 F 60 - Sim Né&o
S80 F 43 Hipertensdo Néo Néo
S68 F 60 Diabetes Nao Né&o
S74 F 37 Hemangioma Lombar Néo Néo
S143 F 34 - Néo Néo
S66 F 39 - Néo Néo
S70 F 60 - Néo Néo

S9 F 28 - Néo Néo

(-) Auséncia de comorbidade

Fonte: Autora (2021)

Constatou-se a existéncia de pacientes tabagistas (3) e etilistas (1), mas nenhum dos

pacientes acumulava os 2 habitos. Sete pacientes faziam uso de medicamentos para tratamento

das suas comorbidades, como por exemplo, hidroclorotiazida (entre 25mg e 50mg), losartana
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potassica (12,5mg e 50mg), insulina NPH (40U), metformina 500mg, rosuvastatina e atenolol
50mg, bem como os medicamentos adalimumabe, corticdides, cetolizumabe, azatioprina e

mesalazina para DII.

Entre os glicocorticéides, 9 pacientes estavam em uso de prednisona ¢ 1 com
prednisolona, que diferem quanto a biotransformacdo do farmaco uma vez que prednisona se
trata de um pré-farmaco que necessita ser convertida para possuir atividade farmacolégica
(prednisolona é o metabdlito ativo), principalmente pelo metabolismo hepatico; sendo assim,
com a administracdo da prednisona ou prednisolona, a agdo farmacoldgica sera exercida pela
prednisolona (ANVISA, 2021).

5.2 AvaliagOes dos exames laboratoriais

Exames bioquimicos, calprotectina e hemograma dos pacientes foram solicitados para
avaliar a situacdo geral do quadro clinico e atividade inflamatdria da DII. Porém, so foi possivel
0 acesso aos resultados dos hemogramas de 7 pacientes, e um deles apresentou resultados acima
dos valores de referéncia preconizado pelo Programa Nacional de Controle de Qualidade
(PNCQ) patrocinado pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC): valores de
referéncia entre 13,0-16,9 g/dL para homens e para mulheres entre 11,5-14,9 g/dL,; leucdcitos
em homens deve estar entre 2.843 a 9.440 mm® e em mulheres 2.883 a 9.969 mm? (Programa
Nacional de Controle de Qualidade, 2017; ROSENFELD, L. G. et al., 2019).

Entre os pacientes voluntarios com RCU foi constatada colite distal como extensdo da
doenca em 8 (44,44%), e entre estes, 5 apresentavam-se com a doenca em remissdo (27,75%)
e 3 na fase ativa (16,65%). Nove pacientes com RCU apresentaram pancolite (50%), e 7 deles
estavam na fase ativa, enquanto apenas 1 paciente apresentou colite distal e pancolite (5,5%),
conforme apresentado na Tabela 2. A partir das informacdes colhidas, foi possivel inferir que
apenas o paciente S79 apresentou leucocitose no momento da coleta amostral, e este

encontrava-se na fase ativa da doenga e com pancolite (calprotectina > 1.000 pg/g).
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Paciente Extensdo da doenga* Fase da doenca Calprotectina
S196 Colite Distal Remisséo Positivo
S198 Colite Distal Remisséo Negativo
S71 Pancolite Ativa Positivo
S139 Colite Distal Remisséo Indeterminado
S148 Colite Distal Remisséo Negativo
S146 Pancolite Ativa Positivo
S72 Pancolite Remisséo Positivo
S79 Pancolite Ativa Positivo

S8 Colite Distal Ativa Positivo
S28 Colite Distal Ativa Positivo
S76 Colite Distal Remisséo Negativo
S80 Pancolite Ativa Positivo
S68 Pancolite Ativa Positivo
S74 Pancolite Remissdo Negativo
S143 Pancolite Ativa Positivo
S66 Pancolite Ativa Positivo
S70 Colite Distal Ativa Positivo

S9 Pancolite, Colite Distal Ativa Positivo

*Periodo da coleta: 02/2020 a 12/2020

Fonte: Autora (2021)

Entre os pacientes que apresentaram colite distal e em remissdo, apenas o paciente S196

demonstrou resultado elevado de calprotectina (419ug/g), enquanto que entre 0s pacientes em

remissdo e com pancolite como extensdo da doenca, apenas S72 apresentou valor elevado

(795u0/g). Todos os pacientes com pancolite ou colite ativa também apresentaram valores altos,

mas resultados de >1000 pg/g foram notaveis nos pacientes S66, S143, S146, S79 e S28.

Na dosagem da albumina obteve-se resultados considerados adequados pelos valores de

referéncia na ampla maioria (Tabela 3), exceto na amostra S9 que estava abaixo do valor de

referéncia (3,5 a 4,8 g/dL). Os exames parasitoldgicos de fezes indicaram auséncia de parasitos

em todas as amostras, enquanto o exame de PCR resultou em 8 amostras reagentes e 8 amostras
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ndo-reagentes, a partir de valores abaixo de 5mg/L a amostra é ndo reagente (REDE SUS-BH,

2016).

Tabela 3 - Exames laboratoriais de pacientes com retocolite ulcerativa.

Cadigo Calprotectina  Hemoglobina Leucocitos PCR Albumina
S196 419 pg/g 12,4 g/dL 3200/mm?® Reagente Adequado
S198 <30 pg/g - - N&o Reagente -

S71 870 ug/g - - Reagente Adequado
S139 52 pg/g - - Reagente Adequado
S148 <30 pg/g - - Né&o reagente Adequado
S146 >1000 pg/g 14,7 g/dL 5500/mm3 - -
S72 795 pg/g 12,6 g/dL 7200/mm? N&o Reagente Adequado
S79 >1000 pg/g 13,5 g/dL 11900/mm?3 Reagente Adequado
S8 351 ug/g - - N&o Reagente Adequado
S28 >1000 ug/g - - Reagente -
S76 <30 pg/g - - N&o Reagente -
S80 610 ug/g - - N&o Reagente Adequado
S68 876 ug/g 17,2 g/dL 8640/mm3 Reagente Adequado
S74 <30 pg/g 13,6 g/dL 5300/mm3 N&o Reagente Adequado
S143 >1000 ug/g 13 g/dL 7500/mm3 Reagente Adequado
S66 > 1000 ug/g - - N&o Reagente Adequado
S70 848 ugl/g - - - -
S9 255 ug/g 9,1 g/dL - Reagente Baixo

(-) Dado ndo disponivel

Fonte: Autora (2012)

5.3 Identificacdo da comunidade microbiana em pacientes com retocolite ulcerativa

A técnica de metabarcoding foi devidamente aplicada em toda a amostragem enviada a

empresa Probiome®, e apds analise por plataformas de bioinformatica obteve-se uma lista de

unidades taxondmicas operacionais (OTUs) normalizadas e seus tdxons em formato simples,

em arquivo de metadados. Varias listas foram geradas ap0s a organizacdo e analise das OTUs

através da ferramenta on-line MicrobiomeAnalyst, desde filos a géneros microbianos
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majoritarios identificados no microbioma de pacientes com RCU e de pessoas sem DllIs. O
resultado de cada individuo foi avaliado, focando os perfis de pacientes com RCU para depois

comparar com os perfis microbianos de individuos saudaveis.

A analise de cada amostra de paciente (n= 18) retornou com informacdes filogenéticas
revelando a abundancia relativa de bactérias que pertenciam a cada filo (Gréfico 1), sendo
constatado que o maiores percentuais eram dos filos Bacteroidetes e Firmicutes, e grande parte

das amostras apresentavam também algum percentual dos filos Actinobacteria e Proteobacteria.

Grafico 1 - Perfil microbiolégico quanto a diversidade filogenética de pacientes
diagnosticados com retocolite ulcerativa.
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Fonte: Autora (2021)

Em relacdo ao filo Bacteroidetes, identificou-se uma variacdo da abundancia relativa
entre as amostras, sendo que o menor percentual encontrado foi em S68 e S148, com cerca de
8%. Dezesseis amostras (88,89%) apontaram uma abundancia do filo Firmicutes em até 86%
(S68), seguido do filo Bacteroidetes, em abundéncia relativa aumentada em 13 pacientes
(72,22%), alcancando 63% em S28. Observou-se o filo Proteobacteria apresentou abundancia

relativa elevada em 13 pacientes (72,22%), chegando a ~12% em S28, enquanto os demais filos
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tinham menor expressividade. Aproximadamente 1% do filo Verrucomicrobia foi observado
em 3 amostras (S72,S98 e S74), e 1% do filo Fusobacteria no paciente S79.

Em relacdo as familias bacterianas, houve predominancia de Bacteroidaceae,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae e Prevotellaceae, mas com importantes variacfes: de
aproximadamente 1% a 54%, 10% a 47%, 1% a 28% e de 1% a 52%, respectivamente.
Observou-se também a presenca marcante da familia Enterobacteriaceae nos pacientes, além

de baixas concentracfes das familias Tannerellaceae e Rikenellaceae (Gréfico 2).

Pacientes que apresentaram altos niveis de OTUs representativas da familia
Prevotellaceae (S143, S196, S72, S80) demonstraram sutilmente uma concentracdo menor da
familia Lachnospiraceae. Quanto a familia Bacteroidaceae, algumas microbiotas apresentaram
concentragdes variaveis da familia, exceto em S143 que apresentou em sua microbiota auséncia

de Bacteroidaceae e uma concentracdo menor em Ruminococcaceae.

Grafico 2 - Familias de bactérias identificadas em amostras fecais de pacientes com
retocolite ulcerativa.
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Fonte: Autora (2021)

Os géneros bacterianos identificados estdo dispostos no Grafico 3, e constatou-se que

todos o0s pacientes apresentam Faecalibacterium spp. nas amostras fecais. Também foi
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confirmado que os géneros mais comuns entre mais de 50% das amostras sdao Bacteroides,
Eubacterium_coprostanoligenes_group, Faecalibacterium., Lachnospiraceae NK4A136,

Roseburia, Parabacteroides e Prevotella_9.

As amostras de S148 e S68 apresentaram menor abundancia de Bacteroides spp. e um
aumento significativo de OTUs ndo identificadas, representando cerca de 75% da microbiota
total. Eubacterium_coprostanoligenes_group estava presente em niveis baixos na maioria dos
pacientes, contudo apresentou-se de maneira consideravel nas amostras S139, S80 e S9,
chegando a quase 30% do microbiota intestinal total em S139. Klebsiella spp. foi identificado
em apenas trés amostras (S146, S28 e S74) em concentracdes relativamente baixas, como
observado na amostra S146 que teve o valor maximo desse género (~2%) (Grafico 3).

Grafico 3 - Géneros de bactérias identificados nas amostras fecais dos pacientes com

retocolite ulcerativa.
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Eubacterium_coprostanoligenes_group Lachnospiraceac NK4A136
Escherichia_Shigella Fonte: Autora (2021)

Roseburia spp. representou aproximadamente 11% no microbioma de S72, enquanto
foram observados niveis variados de Escherichia-Shigella nas amostras S139, S28, S76, S9,

S143, S71 e S79 (~10%). Em muitos pacientes identificou-se Parabacteroides spp. (n= 12),
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constatando-se uma maior abundéancia desse género no paciente S9 (~10%). E possivel que as
diferencas e semelhancas identificadas entre as microbiotas desses pacientes estejam
relacionadas as condices clinicas que apresentavam no momento da coleta de amostras fecais,

e assim, podem ter contribuido para a variagcdo da abundancia relativa no perfil de cada amostra.

5.3.1 Correlacdo do microbioma com situacao clinica do paciente

Uma vez tendo sido identificado o microbioma de pacientes com RCU (n=18), buscou-
se entender se ha padrGes microbianos no trato gastrointestinal que se associam com a doenca
ou com determinado quadro clinico nos pacientes voluntérios. Entre os pacientes, apenas S79
apresentou leucocitose, encontrava-se na fase ativa da doenca e com pancolite (calprotectina >
1.000 pg/g), sendo constatada a auséncia de familias, como Bifidobacteriaceae e
Prevotellaceae, apresentando como familia majoritaria Bacteroidaceae em uma concentracao

quase que 50% da M1 total do paciente e presenca de Escherichia-Shigella.

A partir da analise do microbioma de pacientes com colite distal em remissao, observou-
se a predominancia da familia Prevotellaceae (40%) no paciente S196, que apresentava PCR-
positivo, indicando uma possivel inflamacdo, assim como o indicador inflamatdrio
calprotectina com valor elevado (419 pg/g). Demais pacientes com colite distal em remisséo

apresentaram Bacteroides spp. e Faecalibacterium spp. com abundancia relativa elevada.

Os pacientes S8, S28 e S70 se encontravam com colite distal ativa, e com valores altos
de calprotectina (351ug/g, 1000ug/g e 848ug/g, respectivamente), e em todos havia
predominancia da familia Bacteroidaceae, chegando a 53,54% no paciente S28. Entre os
pacientes que apresentavam colite distal ativa, apenas S28 tinha a presenca de Escherichia-

Shigella, e em nivel consideravel (~13%).

A familia Prevotellaceae apresentou-se prevalente em 4 pacientes com pancolite ativa
(S146, S80, S143 e S71), representando quase metade de seus microbiomas, e todos se
encontravam com as taxas de calprotectina elevadas. No caso do paciente S71, além da
dominancia desta familia apresentou também cerca de 25% da familia Ruminococcaceae e dos
géneros Faecalibacterium, Prevotella 9 e Eubacterium_coprostanoligenes_group nesses

pacientes.

Entre os pacientes que apresentavam o estado clinico em remissdo e pancolite como

extensdo da doenca, S74 e S72 apresentaram <30pg/g e 795ug/g do marcador de inflamagéo



55

calprotectina, respectivamente. S74 tinha cerca de 50% em abundéncia de Bacteroidaceae e
variedade de outras familias em menores propor¢des, enquanto que o paciente S72 apresentou
menor variedade, e a que estava presente de maneira proeminente era Prevotellaceae e apenas
5% de Bacteroidaceae. Houve predominancia de Bacteroides spp. e Faecalibacterium spp. em
S74, mas no paciente S72 Prevotella_9 (~30%) foi dominante e apresentou niveis baixos de

Bacteroides spp. (~5%).

Alguns pacientes com RCU em pancolite ativa (S9 e S68) mostraram-se com
microbiomas distintos quando comparamos com 0s microbiomas dos demais pacientes em
mesma situacao clinica, como por exemplo o paciente S68, que apresentou grande quantidade
de OTUs sem identificacdo (aproximadamente 70%). No paciente S9 ndo se observou a
presenca da familia Prevotellaceae, mas uma abundancia relativa maior de
Eubacterium_coprostanoligenes_group, diminuicdo de Faecalibacterium ssp. e Bacteroides

spp., além da presenca de Escherichia-Shigella.

Na Tabela 4 é possivel observar algumas semelhancas identificadas entre o0s
microbiomas de pacientes com RCU em fase ativa e em remissdo. Entre as divergéncias
observadas, constatou-se a presenca significativa de Prevotellaceae em pacientes na fase ativa,

enquanto em pacientes com a doenca em remissao a mesma foi bastante reduzida.
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Tabela 4. Caracterizacdo geral do microbioma de pacientes com retocolite ulcerativa em
fase ativa e em remissao de acordo com conteudo de unidades taxonémicas.

Unidades taxonémicas Fase ativa Remisséo n*
Firmicutes 0 0 10/7
Bacteroidetes N 0 9/4
Proteobacteria ™ ™ 10/3
Ruminococcaceae N ™ 11/6
Prevotellaceae N J 6/5
Enterobacteriaceae 0 N 3/3
Lachnospiraceae N2 A 417
Faecalibacterium spp. N2 A 5/4
Bacteroides spp A A 6/4
Escherichia-Shigella ™ ™ 5/2

*amostragem total de pacientes com as caracteristicas apresentadas em fase ativa/remissdo da doenca.
J Abundancia relativa diminuida, marcado em vermelho.
MAbundancia relativa aumentada

Fonte: Autora (2021)

Nos pacientes com mais divergéncias quanto as familias e géneros (S9 e S68)
observamos diferentes extensfes da doenca RCU, uma vez que ambos apresentaram
calprotectina alta (255ug/g e 876g/g) e foram PCR-reagentes. O paciente S68 apresentava-se
em pancolite e o paciente S9 com pancolite e colite distal, e ambos estavam na fase ativa da
doenca, entretanto, apenas S9 apresentou baixa dosagem de albumina. Outras variaveis podem

estar envolvidas para determinar tais mudancas em cada paciente.

As analises filogenéticas referentes aos pacientes S68 e S9 indicaram resultados
semelhantes, sendo os filos predominantes Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria. As
familias Lachnospiraceae e Tannerellaceae estavam presentes em ambos pacientes com
abundancias relativas diferentes, em relacdo a Tannerellaceae apresentou-se baixa em S68 e

alta em S9 e Lachnospiraceae baixa em S9 e alta em S68. Notavelmente constatou-se diferenca
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quanto a familia Enterobacteriaceae, ausente em S68, e presente em S9, e também em relagdo
aos géneros nesses 2 pacientes. Havia 10% de Faecalibacterium spp. e cerca de 70% de OTUs
ndo identificadas em S68, enquanto no paciente S9, Eubacterium_coprostanoligenes_group
(~20%) foi predominante, seguido pelos géneros Parabacteroides (~8%) e Ruminococcaceae
UCG_002 (~8), além de menores concentracdes de Faecalibacterium spp. (~2%) e presenca de
Escherichia-Shigella. No Quadro abaixo tem-se os principais achados clinicos nos pacientes

avaliados junto as informacGes acerca de seus respectivos microbiomas.

Tabela 5 - Organizacdo das caracteristicas clinicas associadas com o perfil do microbioma
de pacientes com retocolite ulcerativa.

Paciente Condicéo Clinica Perfil do microbioma
Exames Fase Familias Géneros
S79 Leucocitose; PCR Ativa: Auséncia das familias Auséncia dos géneros
reagente (+); Pancolite Bifidobacteriaceae e Prevotella e Eubacterium;
Calprotectina > Prevotellaceae; abundancia de presenca de Escherichia-
1.000 pg/g Bacteroidaceae. Shigella.
S71 PCR reagente (+); Ativa: Abundancia de Prevotellaceae; Abundancia dos géneros
Calprotectina: 870  Pancolite menor presenca de Prevotella e
Ma/g Tannerellaceae, Rikenellaceae Faecalibacterium; género
e Bifidobacteriaceae. Bacteroides diminuido.
S146 Calprotectina Ativa: Presenca da familia Abundancia dos géneros
>1000 ug/g Pancolite Enterobacteriaceae. Prevotella e
Faecalibacterium.
S80 PCR ndo reagente Ativa: Abundancia de Prevotellaceae.  Abundéncia de Prevotella ssp.
(-); Calprotectina:  Pancolite Em niveis diminuidos: e Eubacterium ssp.
610 ug/g Ruminococcaceae
Bacteroidaceae e
Lachnospiraceae.
S68 PCR reagente (+); Ativa: Auséncia da familia Grande parte do microbioma
Calprotectina: 876  Pancolite Bacteroidaceae e menor sem identificacdo. Baixa
Ha/g concentracdo na familia concentracédo de
Prevotellaceae. Faecalibacterium spp. e
Prevotella spp.
S143 PCR reagente (+); Ativa: Abundancia de Prevotellaceae, Abundancia do género
Calprotectina Pancolite com diminuigdo de Prevotella.
>1000 ug/g Lachnospiraceae.
S66 PCR n&o reagente Ativa: Abundancia de Abundancia dos géneros
(-); Calprotectina  Pancolite Ruminococcaceae. Niveis Faecalibacterium.
> 1000 pg/g menores de Prevotellaceae
S9 PCR reagente (+); Ativa: Abundancia de Auséncia de Prevotella spp.
hipoalbuminemia;  Pancolite, Ruminococcaceae. Familia Abundancia do género



S72

S74

S196

5198

S139

S148

S76

S8

S28

S70

Calprotectina: 255
Ha/g

PCR néo reagente
(-); Calprotectina:
795 pg/g

PCR ndo reagente
(-); Calprotectina
<30 pg/g

PCR reagente (+);
Calprotectina 419

H9/g

PCR ndo reagente
(-); Calprotectina
Calprotectina < 30

Hg/g

PCR reagente (+);
Calprotectina: 52

Hg/g

PCR néo reagente
(-); Calprotectina
<30 ug/g

PCR néo reagente
(-); Calprotectina
<30 ug/g

PCR néo reagente
(-); Calprotectina
351 pg/g

PCR reagente (+);
Calprotectina
>1000 ug/g

Calprotectina: 848
Hg/g

Colite
Distal

Remissao:

Pancolite

Remissao:

Pancolite

Remissao:

Colite
Distal

Remissao:

Colite
Distal

Remissao:

Colite
Distal

Remissdo:

Colite
Distal

Remissdo:

Colite
Distal

Ativa:
Colite
Distal

Ativa:
Colite
Distal

Ativa:
Colite
Distal

Prevotellaceae ausente e
presenca de
Enterobacteriaceae.

Abundancia da familia
Prevotellaceae. Presenca
diminuida de Bacteroidaceae.

Abundancia de Bacteroidaceae.

Presenca de
Enterobacteriaceae.

Abundancia da familia
Prevotellaceae. Menores niveis
em Bacteroidaceae e
Tannerellaceae.

Abundancia de
Lachnospiraceae.
Ruminococcaceae diminuido e
auséncia da familia
Prevotellaceae.

Abundancia em
Ruminococcaceae, e presenca
da familia Enterobacteriaceae.

Abundancia de
Ruminococcaceae.

Abundancia de Bacteroidaceae.
Presenca de
Enterobacteriaceae.

Abundancia de Bacteroidaceae.
Familia Prevotellaceae ausente.

Abundancia de Bacteroidaceae
e Enterobacteriaceae. Familia
Prevotellaceae ausente.

Auséncia da familia
Prevotellaceae.
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Eubacterium e presenca de
Escherichia-Shigella.

Abundancia dos géneros
Prevotella.

Abundancia de Bacteroides
spp. Auséncia de Prevotella

Spp.

Abundancia do género
Prevotella.

Abundancia dos géneros
Bacteroides e auséncia de
Prevotella..

Abundancia do género
Eubacterium. Presenca de
Escherichia-Shigella e nivel
infimo de Prevotella.

Grande parte do microbioma
sem identificacdo Presente em
niveis baixos 0s géneros
Faecalibacterium e
Ruminococcaceae.
Bacteroides

Auséncia do género
Prevotella e presenca de
Escherichia-Shigella.

Auséncia de Prevotella spp.
Abundancia de Bacteroides

spp.

Auséncia de Prevotella spp. e
presenca de Escherichia-
Shigella; Abundancia de

Bacteroides spp.

Auséncia de Prevotella ssp.
Abundancia dos géneros
Lachnospiraceae e
Faecalibacterium.

Fonte: Autora (2021)
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5.4 Perfil e identificagdo da comunidade microbiana intestinal de individuos saudéveis

(sem doencas inflamatorias intestinais)

Com a aplicacdo de questionario estruturado, apenas 5 individuos saudaveis foram
selecionados para compor o repositério de material fecal do HUPAA/FAMED-UFAL, visando
inicialmente a analise do material fecal para comparacdo do microbioma dos mesmos com
pacientes portadores de DIlIs. Os voluntérios tinham idade entre 23 e 46 anos, e nenhum
apresentava comorbidades ou habitos tabagistas, assim como nenhum deles utilizava
medicamentos de uso continuo. Ja em relagdo ao consumo de prebidticos, apenas a voluntéria

S317 alegou que fazia uso até o momento da aplicacdo do questionario (Tabela 6).

Tabela 6 - Perfil sociodemografico dos individuos saudaveis selecionados apdés aplicagdo
de questionario.

Cédi_go do Género Idade Comorbidades Tabagismo Etilismo
paciente
S29 F 37 Néo Néo Néo
S31 M 46 Nao Néao Sim
S26 F 28 Nao Néao Sim
S22 F 40 Nao Néao Sim
S317 F 23 Nao Néao Sim

Fonte: Autora (2021)

Em relacdo ao metabarcoding de amostras fecais dos individuos sem DI, observamos
uma variacdo de filos, familias e géneros entre eles, sendo possivel identificar semelhancas
entre os microbiomas. Os filos Firmicutes e Bacteroidetes foram predominantes, enquanto os
demais filos (Proteobacteria, Actinobacteria, Tenericutes), apresentaram-se em menores

concentragdes (Grafico 4).

Houve bastante distribuicdo de familias identificadas no microbioma dos individuos
sem Dlls, e algumas com abundancia relativa mais significativa, como Ruminococcaceae,
Bacteroidaceae, Lachnospiraceae e Prevotellaceae. A familia Prevotella ndo foi identificada em
todos 0s microbiomas, mas a mesma apresentou-se em maior abundancia em S31 (~48%) e

estava ausente em S26.
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Entre as familias com menor abundancia relativa destacam-se Tannerellaceae e
Rikenellaceae, pois apenas em S317 essas familias apresentaram-se em maior abundancia
(Gréfico 5), sendo constatada ainda a auséncia da familia Enterobacteriaceae no microbioma de
todos os individuos da amostra (n=5).

Bacteroides spp., Prevotela_9 e Faecalibaterium spp. foram os géneros dominantes na
MI de individuos sem DII, sendo que S31 apresentou presenca significativa de Prevotella 9
(~45%,), diferenciando-se das demais amostras. O género Faecalibacterium foi encontrado em

abundancia nesses microbiomas, chegando a até 30% em uma das amostras (S31).

Os géneros Ruminoccaceae UCG_002, Lachnospiraceae NK4A136, Parabacteroides
spp., Roseburia spp. e Eubacterium_coprostanoligenes_group estavam presentes em menor
abundancia relativa nas amostras; contudo, Eubacterium_coprostanoligenes_group,
apresentou-se com valores expressivos em S29 (~13%). Outros géneros identificados em alta
nessas amostragens foram Parabacteroides e Roseburia, com aproximadamente 4% e 5%, em
S317, respectivamente, aléem de auséncia de Escherichia-Shigella em todos os voluntarios
(Gréfico 6).

Gréfico 4 - Filos de bactérias identificados nas amostras fecais de individuos sem doencas
inflamatorias intestinais.
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Fonte: Autora (2021)

Grafico 5 - Familias de bactéria identificadas nas amostras fecais de individuos sem
doencas inflamatorias intestinais.
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Grafico 6 - Géneros de bactérias identificados nas amostras fecais de individuos sem
doencas inflamatérias intestinais.
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5.4.1 Comparacéo entre microbiomas de individuos saudaveis e portadores de retocolite
ulcerativa

A partir dos resultados obtidos dos microbiomas de pacientes com RCU e dos
individuos sem DII, constatou-se que o filo Bacteroidetes esteve presente em todos 0s
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voluntérios analisados. Entretanto, em duas amostras de pacientes (S68 e S148) observamos
uma diminuicdo significativa desse filo (cerca de 8%). As demais amostras dos pacientes e dos
individuos sem DIl apresentaram abundancia relativa maior referente ao filo Firmicutes em

concentracdes que variaram de ~28% a 87%, seguido de Bacteroidetes (~22% a 64%).

O filo Proteobacteria encontrava-se em alguns pacientes de maneira mais expressiva
(S146, S198, S28, S70, S71, S72, S74, S76 e S9), chegando a ~10% (S28), enquanto que 0S
individuos sem DIl apresentaram uma menor abundéncia relativa de proteobactérias, com
concentracdo maxima de ~2% (S317). Em relacdo ao filo Actinobacteria, constatou-se que em
13 amostras de pacientes as concentragdes foram até 1% da microbiota total, enquanto que no
grupo controle esse filo estava presente em 4 de 5 amostras, com valores acima de 1% em 3
destas (526, S31 e S317).

Os individuos saudaveis apresentaram niveis quantitativos mais baixos nas familias
Tannerellaceae e Rikenellaceae; entretanto, observou-se que os niveis eram sutilmente maiores
em relacdo as amostras dos pacientes. A familia Enterobacteriaceae ndo foi encontrada no
microbioma dos voluntarios sem DllIs, diferente do observado no microbioma de 8 pacientes,
enquanto que a familia Bacteroidaceae estava em alta em ambos os grupos (pacientes RCU e

individuos sem DII), com abundancias relativas entre 30% a 45%.

A familia Prevotellaceae foi confirmada em 4 voluntarios saudaveis (S22, S29, S31 e
S317), apresentando-se em maior abundancia no microbioma S31 (~45%). Entre os pacientes,
S143 apresentou 48% da familia Prevotellaceae, enquanto que em 8 pacientes confirmou-se a
auséncia dessa familia e nos demais pacientes haviam concentracdes variadas.
Eubacterium_coprostanoligenes_group teve presenca mais significativa entre as amostras dos
individuos saudaveis, estando ausente em S26 e S317, diferente do observado no grupo com
RCU, com abundancia relativa diminuida majoritariamente nas amostras (5148, S28, S66, S68,
S70, S71, S72, S74, S76 e S79). Também ndo foi possivel constatar a presenca de Escherichia-

Shigella em individuos saudaveis (Tabela 7).
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Tabela 7. Comparativo entre os microbiomas de pacientes com retocolite ulcerativa e
individuos sem doengas inflamatdrias intestinais.

Unidades taxondmicas Paciente com RCU Sem DIl n*
Bacteroidetes N N 13/5
Firmicutes ™ ™ 16/5
Actinobacteria NJ 0 13/3
Proteobacteria ™ N§ 13/4
Tannerellaceae NE N§ 10/4
Rikenellaceae NE N§ 10/3
Lachnospiraceae N§ N 11/3
Faecalibacterium spp. NE ™ 9/5
Eubacterium spp. NE ™ 10/3
Escherichia-Shigella ™ N§ 7/0

*amostragem total com as caracteristicas apresentadas em pacientes com RCU/individuos sem DI|I.
J Abundancia relativa diminuida
MAbundancia relativa aumentada

Fonte: Autora (2021)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo focou na identificagdo do microbioma de pacientes com RCU,
buscando similaridades e varia¢fes na abundancia relativa de filos, familias e géneros. Os dados
revelaram que pacientes com RCU, independente da fase clinica apresentada, apresentaram
abundancia relativa elevada dos filos Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria. Em seguida,
buscou-se avaliar as diferencas mais significativas entre esses pacientes e individuos saudaveis
sem Dlls que doaram material fecal para o repositério de material fecal do InHaMMI. Os
resultados observados correlacionam-se com o que foi relatado por Santoru e colaboradores
(2017) em estudo com metagendmica e metabolomica que analisou amostras fecais de pacientes
com DI, identificando o aumento desses filos nos pacientes com DII, exceto pela diminuicdo
do filo Bacteroidetes (cerca de 33,63% no grupo DII), gerando aumento na razdo entre

Bacteroidetes e Firmicutes e caracterizando dishiose.

Os filos Bacteroidetes e Firmicutes tem grande importancia no TGI por promoverem a
homeostase no microbioma intestinal, mas quando ha discrepéancias na relacdo entre ambos
(F/B) € um indicativo de dishiose que pode gerar quadro de doenca; por exemplo, quando
Bacteroidetes estd aumentado ha possibilidade de DII, enquanto o aumento de Firmicutes esta
ligado a obesidade (STOJANOQV et al., 2020; ABENAVOLI et al., 2019; KOPF et al., 2018).

Corroborando com os resultados obtidos do presente estudo, o filo Proteobacteria
apresentou-se aumentado nos resultados de Santoru e colaboradores (2017), com cerca de
13,67% no microbioma dos pacientes com DI, e esse aumento sugere uma relacao significativa
do filo e a DII. Avaliacdo do microbioma de roedores como modelos de colite apos
sequenciamento do 16S rRNA sugeriu que respostas imunes desreguladas promovem o
crescimento de proteobactérias que, por sua vez, promovem inflamacdo intestinal
(MAHARSHAK et al., 2013).

As proteobactérias incluem enterobactérias (familia Enterobacteriaceae), identificadas
em niveis aumentados nos pacientes com RCU de Alagoas. Esta familia tem sido associada
como um dos marcadores da disbiose, pois normalmente é observada na MI saudavel em
concentragBes proximas a 0,1% (WINTER et al., 2013; OOI et al., 2018; MORGAN et al,
2012). O estudo de Sassone-Corsi e colaboradores (2016) demonstraram a primeira evidéncia
de que as microcinas sdo responsaveis pela competicdo das enterobactérias com as demais
bactérias em um intestino inflamado, e enterobactérias produtoras de microcinas tem vantagem

no meio competitivo em relagdo a outras bactérias devido a acéo antibacteriana dessa proteina.
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AvaliacGes das M1 a partir de amostras fecais e bidpsias indicou aumento de enterobactérias em
pacientes DII, principalmente Escherichia-Shigella (MORGAN et al., 2012), assim como

constatamos no presente estudo.

Maharshak e colaboradores (2013) relataram diminuicdo do filo Actinobacteria em
camundongos com deficiéncia em IL-10 (interleucina anti-inflamat6ria) como modelo de DIl,
assim como os resultados obtidos no presente estudo. Membros do género Bifidobacterium do
filo Actinobacteria contribui para a homeostase do hospedeiro devido a capacidade de
Bifidobacterium spp. digerir monossacarideos, sendo considerado como um dos géneros que
podem ser utilizados na terapia probiética das DIls (HIDALGO-CANTABRANA et al., 2017).

Microbiomas de camundongos selvagens como modelo de colite exacerbado
confirmaram abundéncia relativa elevada de membros de Prevotellaceae (ELINAV et al.,
2011), assim como observado na presente pesquisa. Prevotellaceae_ UCG_001 (da familia
Prevotellaceae) foi aumentada em camundongos com céncer colorretal e colite induzidos,
principalmente na presenca de tumores na mucosa intestinal: viu-se que aumentou em 6 vezes
a sua concentracdo no microbioma da fémea em relacdo ao macho (IBRAHIM et al., 2019).
Membros dessa familia podem atuar prejudicando na funcdo de barreira da mucosa por meio
da producdo de sulfatases que degradam os oligossacarideos do muco (ELINAV et al., 2011,
RODRIGUEZ-PINEIRO et al, 2015).

Ja em relacédo as familias, constatamos 0 aumento de Ruminococcaceae e diminuicao
de Lachnospiraceae nos pacientes com RCU, e pesquisas anteriores apontam situacéo similar,
em amostras fecais frescas de pacientes RCU com diminuicdo de Lachnospiraceae (15, 78%) e
de Ruminococcus spp. (0,42%) (ZHANG et al., 2019). Em camundongos com colite e
deficientes de IL-10 observaram-se niveis baixos de membros de familias produtoras de
AGCCs (Lanchnospiraceae e Ruminococcaceae), e 0s produtos destas bactérias sao importantes

na manutencdo da homeostase intestinal (KANG et al., 2018).

Dai e colaboradores (2021) confirmaram a presenca de Roseburia spp.,
Faecalibacterium spp. e Eubacterium_coprostanoligenes_group em abundancia relativa baixa,
assim como constatamos nos pacientes avaliados; sabe-se que membros dos géneros Roseburia
e Faecalibacterium sdo responsaveis pela producao de AGCCs, fonte de energia priméria para
células epiteliais do colon, trazendo indicios de que essas alteracGes na microbiota benéfica
deve estar associada a DIl (MA et al., 2018). Eubacterium_coprostanoligenes_group tem sido

relatado como atuante na degradacdo do colesterol intestinal com a formacéo de produtos mal
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absorvidos pela M1 como o coprostanol, e com a reducéo da quantidade de colesterol absorvida
pela MI hd uma contribuicdo para a homeostase intestinal do individuo (VLACIL et al., 2020).

Patdgenos comumente em baixa abundancia, como Escherichia-Shigella, se
multiplicam mais no tecido inflamatério devido as condicbes estabelecidas que geram a
disbiose, como a diminuicdo de bactérias benéficas que atuam suprimindo esse aumento (ZENG
et al., 2017). Pacientes chineses com RCU apresentaram niveis elevados de Escherichia spp.
em seu microbioma (~8-44%) (CHEN et al, 2017), coincidindo com os resultados identificados
entre os pacientes com RCU do presente estudo. A familia Enterobacteriaceae apresenta-se em
concentragdes elevadas em condigdes clinicas que envolvem inflamacdo, como DIl,
contribuindo potencialmente para a patogénese do desenvolvimento da doenga (ZENG et al.,
2017; MORGAN et al, 2012).

Nos pacientes com RCU, ha infiltracdo de células do sistema imunoldgico para a
mucosa intestinal, caracterizando a resposta inflamatoria exacerbada na doenga (ZHANG; SHI,
2020), gerando um ambiente propicio para micro-organismos transitérios com potencial
patogénico. Observamos no microbioma do paciente com leucocitose a presenca de
Escherichia-Shigella e auséncia de Bifidobacterium spp., género atuante na restauracdo da
funcédo da barreira da mucosa alterada (SHEN et al., 2018), e que demonstrou protecao contra

colite induzida em camundongos com niveis de AGCCs aumentados (SINGH et al., 2020).

A variacdo de calprotectina fecal (FC) em pacientes com RCU estd ligada
proporcionalmente a migracao de neutréfilos para a mucosa intestinal, refletindo a gravidade
da inflamacédo da mucosa e auxiliando a distinguir entre DIl ativa ou inativa (SCHOEPFER et
al., 2013). Franzosa e colaboradores (2019) reforcam que a ampla variacéo no perfil metabolico
e metagendémico nas amostras fecais dos individuos com RCU possivelmente podem ser

explicadas também pelos niveis de inflamacéo ativa dos mesmos.

A dishiose intestinal facilita a expansdo de familias como Prevotellaceae e de
Escherichia-Shigella (WEISS et al., 2017), constatadas nos pacientes avaliados. Os pacientes
em remissao apresentaram também abundancia de bactérias produtoras de AGCCs (Bacteroides
spp. e Faecalibacterium spp.) em relacdo aos pacientes da fase ativa, de acordo com o0s
resultados da CF, e tal melhora na condicéo clinica pode ser associada a varios fatores, como a
resposta aos medicamentos utilizados (ADAMS; BORNEMANN, 2013).
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Os pacientes com RCU apresentam Tannerellaceae e Rikenellaceae em niveis
relativamente baixos quando comparados a individuos saudaveis, o que foi ja constatado no
microbioma de pacientes com RCU por Alam e colaboradores (2020), e pode ser indicador de
possivel relacdo entre sua concentracdo e a manutencdo da homeostase intestinal. Entre os
principais representantes dessas familias tem-se Parabacteroides spp. (Tannerellaceae),
identificado na barreira da mucosa intestinal em camundongos sem doencga, e Alistipes spp.
(Rikenellaceae), que apresenta a capacidade de produzir AGCCs a partir de aminoacidos
(JAKOBSSON et al., 2015; FENG et al, 2015). Esses resultados sugerem que a reducdo dessas
familias pode ser um dos fatores que contribuem para progressdo ou estabelecimento de um

estado inflamatério no paciente com RCU.

Em relacdo a Tannerellaceae, ainda ndo se sabe se estd ligada a manutencdo da
homeostase intestinal com funcdo especifica no microbioma (WANG et al., 2020), mas a
familia Rikenellaceae apresenta-se em abundancia em modelo animal com colite apos
tratamento com Akkermansia muciniphila, espécie com potencial probidtico para mucosa
afetada por colite, proporcionando melhores condi¢Ges para micro-organismos benéficos
(BIAN et al., 2019).

As comunidades microbianas que compdem o TGI diferem entre os individuos por
diversos fatores (idade, dieta e outros), podendo ser considerado um microbioma saudavel
quando apresenta biodiversidade microbioldgica elevada de filos e géneros especificos (RUAN
et al., 2020). Os individuos saudaveis apresentam niveis baixos ou auséncia do filo
Proteobacteria, somando-se a isso a alta abundancia de bactérias como Bacteroides spp.
(ARUMUGAM et al., 2011; NOOR et al, 2010), que possui capacidade de digerir carboidratos
provenientes da dieta; os microbiomas que apresentam abundancia de Prevotella spp.
apresentam maior degradacdo das glicoproteinas do muco que reveste a camada mucosa
intestinal, devido a capacidade de degradacdo do muco por bactérias deste género
(ARUMUGAM et al., 2011),

As bactérias produtoras de butirato, como Roseburia spp. e Faecalibacterium spp.,
apresentam-se em maior abundancia na MI de individuos saudaveis, contribuindo na
manutencdo da camada protetora intestinal (MACHIELS et al., 2014). A contribuicdo das
familias Tannerellaceae e Rikenellaceae para o microbioma saudavel ainda ndo esta claro;
contudo, sdo identificadas em individuos saudaveis em niveis maiores quando comparados a
microbiomas associados a RCU (ALAM et al., 2020; OSAKA et al., 2017). Em relacdo a
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Escherichia-Shigella, a sua presenca ndo é identificada significativamente no microbioma
saudavel, sendo um marcador da disbiose intestinal devido ao potencial altamente competitivo
e patogénico na mucosa local (ANDERSON et al., 2016; CATTANEO et al, 2017).

Pacientes em estado critico com barreira intestinal hiperpermeavel e desregulacdo da
resposta inflamatdria tem um ambiente mais favoravel ao desenvolvimento de patobioma,
microbiota com aumento de bactérias potencialmente patogénicas (Moron et al., 2019). Tal
situacdo pode ocorrer quando proteobactérias encontram-se aumentadas no MI de pacientes
com RCU, conforme constatamos no pacientes, podendo ter presenca considerada como
possivel biomarcador ou mesmo alvos terapéuticos para algumas doencas, como a DI
(WEINGARDEN; VAUGHN, 2017; TANG, 2017).

Ja em relacdo a individuos saudaveis, sem DIIs, enterobactérias sdo observadas em
niveis baixos em individuos saudaveis, pois a integridade da mucosa e o conjunto da Ml
dificultam sua expansdo (ZENG et al., 2017). O microbioma saudavel tem forte presenca das
familias Ruminococcaceae e Lachnospiraceae que podem diminuir com o avango da idade
(BIAGE et al., 2016), e ambas fomentam a homeostase. Membros da Lachnospiraceae
convertem &cidos biliares primarios em secundarios facilitando a resisténcia a colonizacéao
contra patdgenos intestinais, contribuindo para a homeostase intestinal (SORBARA et al.,
2020).

E importante tratar da quantidade mais baixa de individuos saudaveis no grupo controle,
0 que ndo garantiu alta equidade em relacdo ao grupo teste de pacientes com RCU, pois seria
ideal ter uma composicao mais proxima entre individuos do grupo teste e grupo controle para
uma correlacdo mais adequada em estudos tipo caso-controle. Os voluntarios do grupo teste séo
doadores regulares do repositorio de material fecal do HUPAA/FAMED-UFAL, e passaram
por minuciosa triagem por questionarios especificos e exames laboratoriais para serem
selecionados quando muitos ndo podem se tornar doadores de material fecal visando o
transplante de microbiota fecal. Os individuos saudaveis tem a possibilidade de realizar a
doacdo de material fecal multiplas vezes, uma vez que o material permanece estavel por longo
periodo quando armazenado em suspensdo a -80 °C, e por isso ndo € necessario um ndmero
elevado de doadores saudaveis para compor um repositorio de material fecal (TERVEER et al.,
2017). Um pais do leste europeu estabeleceu seu repositorio de material fecal com apenas 8
individuos saudaveis que foram selecionados por meio de aplicacdo de questionario e analise

de exames entre 112 voluntarios (NAKOV et al., 2021), e 0 acompanhamento de poucos
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doadores garante aos pacientes acesso a amostra confiavel ao transplante de microbiota fecal
(TMF).

A avaliacdo dos microbiomas intestinais de pacientes com RCU possibilita conhecer
padrdes de dishiose e identificar possiveis relagcdes entre o hospedeiro doente e 0s micro-
organismos do local, buscando entender a sua interferéncia na promoc¢éo da satde e da doenca
(WANG et al., 2015). O microbioma intestinal saudavel tem uma radutor e maior diversidade
de bactérias benéficas, e ja foi constatado que quando transferido por colonoscopia para um
ambiente intestinal em situacdo de RCU por meio de transplante de microbiota fecal (TMF)
promove uma redugio significativa na produ¢do de IFNy (citocina pré-inflamatdria) na mucosa
do paciente, em até 4 semanas pés-TMF, devido ao aumento de determinados micro-
organismos que levaram a uma melhora clinica dos pacientes (JACOB et al., 2017; COSTELLO
et al, 2019).

A comparagdo dos padrdes observados em pacientes com o microbioma de individuos
saudaveis trouxe informacdes importantes, e 0 aumento de pesquisas nessa direcdo pode
auxiliar no desenvolvimento de novas terapias, seja aperfeicoando probidticos direcionados a
recomposicdo de microbiotas relacionadas a doencas especificas para um estado de MI
considerado mais saudavel, ou dando subsidios para maior entendimento acerca de
microbiomas saudaveis, e assim facilitar a busca por doadores visando o0 apoio e aumento do

uso de terapias ainda consideradas alternativas como o TMF.
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7 CONCLUSAO

A caracterizagdo do microbioma de pacientes com RCU indicou aumento do filo
Proteobacteria e da familia Enterobacteriaceae, além de diminuicdo das familias
Tannerellaceae e Rikenellaceae;

Pacientes com RCU apresentaram abundante presenca de membros da familia
Prevotellaceae e diminuigdo de bactérias do género Roseburia spp. e Faecalibacterium

Spp.

Houve reducdo na abundancia relativa da familia Bifidobacteroidaceae e presenca de
enterobactérias no microbioma intestinal do paciente que apresentou discreta

leucocitose;

Constatou-se variacdo no microbioma de pacientes com RCU de acordo com o grau de
inflamacdo em que se encontravam, com diminuicdo de Bacteroides spp. e

Faecalibacterium spp. em situacao clinica de RCU ativa;

Escherichia-Shigella estava ausente em individuos saudaveis, mas presente no
microbioma de pacientes com RCU, podendo a presenca dessas enterobactérias ser

considerada um marcador da disbhiose intestinal da RCU:;

Diferencas significativas em relacdo a familia Lachnospiraceae (produtores de AGCCs)
e Parabacteroides spp. foram constatadas entre os microbiomas de pacientes com RCU
e de individuos saudaveis, e a diminui¢do observada nos pacientes deve favorecer a

manutencdo do estado clinico;
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APENDICE 1 - QUESTIONARIO ESTRUTURADO UTILIZADO NA PESQUISA

;j s LA M

CADASTRO INDIVIDUAL
TRANSPLANTE DE MICROBIOTA FECAL

RECEPTOR DATA:___/ /

Identificagdo

Em caso de paciente menor de 18 anos, solicitar dados do responsavel (Nome completo, grau de parentesco,
género, data de nascimento, nacionalidade, estado civil, CPF e RG, enderego, e-mail e telefone)

CODIGO DO PACIENTE - HUPAA cODIGO DA PESQUISA (iniciais do nome + ndimero cadastro)

NOME COMPLETO:

CPF: RG:

E-MAIL: TELEFONE:( |}

ENDERECO:

BAIRRO: MUNICIPIO:

ESTADO:

DATA DE NASCIMENTO: [ [ IDADE: SEXO:([1)F (2)M
NACIONALIDADE: [ 1 | Brasileire (2 ) Naturalizade (3 ) Estrangeire

MUNICIPIO E UF DE NASCIMENTO: [

ESTADO CIVIL:

NOME DA MAE:

ETMIA: (1] Megre (2] Brance (3)Pardo (4 )indie (5) Amarele

Antecedentes

TABAGISMO: (1 |SIM [ 2 | NAD

Ha guanto tempo? Quantos cigarros por dia?— [ )JEX-Tabagista Parou haquantosanos?
ETILISMO: [ 1 ] SIM [ 2)NAQ Quanto nasemana?

COMORBIDADES: | 1) SIM [ 2 ) NAD

(1) Diabetes Mellitus | 2] Hipertensao Arterial {3) Dislipidermia (4 ) Cancer
[5)Anemia (&) Depressac [ 7] Qutros

Quais?

USO DE MEDICAGAO: [ 1 )SIM {2 1MAD

{1 ) Metformina ___mg {4 ) Hidroclorotiazida mg [7)Atenolol _______ mg

(2 ) Glibenclamida mg [ 5) Losartana Potassica mg { 8) Propranalal mg
(3 )Insulina_____ U (&) Captopril mg (9) Sinvastatina _______mg
(10 ) Qutros

Quais:
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;j It AMMI

CIRURGIAS: (1 ) SIM ( 2)NAO

Quais?.

EM USO DE PREBIOTICO OU PROBIOTICO? (1) SIM (2)NAO

Qual?

Doenca inflamatdria intestinal

DIAGNOSTICO:

Retocolite Ulcerativa( 1 ) Doencade Crohn( 2 )

Colite Indeterminada (3 )

ANO DO DIAGNOSTICO: INICIO DOS SINTOMAS:

SINTOMAS:
(1) Diarréia (2) Nauseas (3)Constipagao

EXTENSAO DA DOENGA:

(4 ) Anorexia (5) Plenitude.

( 1) Pancolite (2 ) Colite proximal (3) Colite distal {4 ) Doengaileal

FASE DA DOENGCA NA DATA DA CONSULTA:
Ativa (1) Remissao(2)
GRAU DE ATIVIDADE DA DOENCA: Leve (1)

MANIFESTAGOES EXTRAINTESTINAIS: ( 1 )SIM

Moderado (2) Grave (3)

(2 )NAO Quais?

(1) Dores articulares (2) Visao turva {3 ) Manifestagées dermatolégicas (4 ) Outras

Quais?

MEDICAGCOES EM USO:

(1) Sulfassalazina Desde: Dose: (5) Prednisona Desde: Dose:
(2) Mesalazina Desde: Dose: (6) Infliximab Desde: Dose:

(3) Azatioprina Desde Dose: (7)Adalimumabe Desde: Dose:

(4 ) Loperamida (Imosec)

Fez corticoide no inicio do biolégico? (1 ) SIM

Qual?

(8) Supositoério

{2 )NAO

Exames

HEMOGLOBINA / HEMATOCRITO:

LEUCOCITOS / SEGMENTADOS / BASTOES:

PCR:

ALBUMINA:




;j bl B W

CALPROTECTINA: COLONOSCOPIA:

MAYO ENDOSCOPICO:

SES-CD:

vIT.D: WVIT. Bl12: FERRITINA:_____ FERRO:
ZINCO:

Coleta das fezes

DATA DA COLETADASFEZES: /[ LOCAL DA COLETA DAS FEZES:

DATA DA ENTRECADASFEZES: /[
DATA DO CONGELAMENTO DASFEZES: /[
TOTAL DE HORAS ENTRE COLETA E ENTREGA DAS FEZES

RECEBIDO POR:

Avaliagdo Nutricional

Transplante fecal

KG/M? CLASSIFICAGAO: S

DATA DO TRANSPLANTE DE MICROBIOTA: ! !
TEMPO DE RETIRADA DO COLONOSCOPIO: minutos

ANTIBIOTICO:

INTERCORREMNCIAS DO PROCEDIMENTOS:

EFEITOS ADVERSOS:

OBSERVAGOES:
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APENDICE 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

, fui convidado(a) a participar como

voluntari(o,a) do estudo “Eficacia Clinica do Transplante da Microbiota Intestinal em Pacientes com Dlls”
recebi do Prof. Dr Manoel Alvaro de Freitas Lins Neto, chefe do Servigo de Coloproctologia do HUPAA-
UFAL- Universidade Federal de Alagoas, responsavel por sua execugdo, as seguintes informagdes que me
fizeram entender sem dificuldades e sem duvidas os seguintes aspectos:

Que o estudo se destina a: avaliar a eficacia do transplante da microbiota intestinal em paciente com
doengas inflamatorias intestinais;

Que a importancia deste estudo é a de: auxiliar os médicos, nutricionistas e demais profissionais da
area da satde para que tenham um melhor conhecimento sobre a nossa realidade e assim possam
oferecer um atendimento mais adequado e individualizado aos pacientes portadores de doenga
inflamatoria intestinal;

Que os resultados que se desejam alcangar sdo os seguintes: melhorar e alterar o progndstico e
tratamento das doengas inflamatorias intestinais, evitar o uso de medicagdes de alto custo e melhorando
ou evitando o tratamento convencional;

Que a coleta de dados deste estudo comegara em Setembro de 2019 e Setembro de 2021;

Que o estudo sera feito da seguinte maneira: para o estudo serdo necessarios coletar os dados: género,
idade, altura, peso, dobra cuténea tricipital, circunferéncia do brago; que ndo trardo nenhum risco a sua
saude. Também serdo coletados exames laboratoriais como: proteina-C-reativa, albumina,
hemograma, calprotectina fecal que sera pelo exame de fezes. Esses dados coletados ndo terdao nenhum
risco ao senhor(a), e ndo trazem nenhum tipo de dano e essas medidas ndo causam dor.

Os exames laboratoriais, serdo colhidos durante seu acompanhamento ambulatorial e ndo serdo
acrescentados nenhuma coleta extra para o projeto. Os pacientes que ndo aceitarem participar do
projeto ou aqueles que ndo se adéquam aos critérios propostos permanecerdo tendo o mesmo
acompanhamento.

O termo de responsabilidade da realizagdo do exame de colonoscopia se encontra em anexo a este
documento, com todas as implicagdes associadas ao procedimento;

Que eu participarei das seguintes etapas: entrevista inicial, avaliagdo nutricional, com coleta de dados:
altura, peso, dobra cuténea tricipital, circunferéncia do brago; exames laboratoriais de sangue e a coleta
de fezes;

Que os incomodos que poderei sentir com a minha participacdo sdo os seguintes: a pungao venosa
durante a coleta de sangue e leve pressdao na aferigdo da dobra cutanea triciptal, algum possivel
constrangimento para entrega das fezes coletadas;

Que os possiveis riscos a minha satde fisica e mental seriam aqueles relacionados as etapas de coleta
das fezes, coleta de sangue e colonoscopia;

Que estdo previstos alguns efeitos adversos apos o procedimento como: diarréia, dor abdominal,
abdomen distendido, gases, constipagdo, nauseas, vomito, dor de cabega, febre. Porém esses efeitos
resolvem nas primeiras 48 horas apos o procedimento. E, se acontecer, devo comunicar a equipe
médica;

Que terei toda assisténcia da equipe que realizardo as coletas: médicos, enfermeiros, nutricionistas,
técnicos de enfermagem, entre outros;

Que a minha participagdo sera acompanhada com a assisténcia da equipe multiprofissional do
ambulatorio de Coloproctologia do HUPPA;

Que, sempre que desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo;
Que eu serei informado sobre o resultado final da pesquisa, assim como resultado dos meus exames
realizados;

Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e, também, que eu
poderei retirar meu consentimento, sem que isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo;

Que as informagdes conseguidas através da minha participagio ndo permitirdo a identificagdo da minha
pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgagido das mencionadas informagdes so sera
feita entre os profissionais estudiosos do assunto;

Que o estudo ndo acarretara nenhuma despesa para o participante da pesquisa; E sera garantida a
indenizagdo (nexo causal) judicial ou extra-judicial pela equipe de pesquisa se porventura ocorrer
algum tipo de dano durante a participacdo do individuo no periédo da pesquisa.
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* Que eu receberei uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

= Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participacao no mencionado estudo e estando consciente dos direitos, das responsabilidades, dos riscos
e dos beneficios que a participagao implicam, concordo em autorizar a participa¢do e para isso eu DOU
O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO.

Endereco d(o,a) paciente e/ou responsavel
Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia: Junia Elisa Carvalho de Meira / Lucas Correia
Domicilio: Residencial Savaguhy,

Bloco: Complemento:

Bairro: Ipioca /CEP: 57039-740 /Cidade: Macei6 /Telefone: (82) 981817755
Ponto de referéncia:

Endereco da responsavel da pesquisa:

Nome: Junia Elisa Carvalho de Meira / Lucas Correia

E-mail: junia.meira@gmail.com / ucasO@hotmail.com (preferéncia por contato via email)
Telefone: (82) 981817755 (Junia) / (82) 98809-5957 (Lucas)

Ponto de referéncia:
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ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participacio no estudo, dirija-se
ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas

Prédio da Reitoria, 1° Andar , Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria

Telefone: 3214-1041, Maceio-AL

Macei6, /[

Assinatura  ou impressio  datiloscopica  d(o,a) |Nome e Assinatura do(s) responsavel (eis)
voluntari(o,a) ou responsavel legal ¢ rubricar as demais | pelo estudo (Rubricar as demais paginas)
folhas
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ANEXO A - APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESOUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plataforma
ALAGOAS woﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estruturacdo e Implantagdo do banco de fezes no Hospital Universitario Professor
Alberto Antunes para o Transplante de Microbiota Intestinal

Pesquisador: MANOEL ALVARO DE FREITAS LINS NETO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 99615018.2.0000.5013

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Alagoas
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.009.245

Apresentacgao do Projeto:

A proposta deste projeto é oferecer uma nova alternativa de abordagem através do transplante de
microbiota intestinal, com a estruturagdo e implementacao do primeiro um banco de fezes naregido do
Nordeste.Trata-se de um estudo observacional do tipo coorte prospectivo, longitudinal visando avaliar a os
resultados da implantagdo de um banco de fezes focando material fecal de doadores saudaveis que podem
melhorar o prognéstico de diversos pacientes com Dlls na rede publica de Alagoas e de outros estados
nordestinos.

O pesquisador responsavel e sua equipe

suspenderdo ou encerrarao esta pesquisa imediatamente ao perceber irregularidades que oferegcam riscos
ou danos a saude do doador ou dos profissionais envolvidos.

Objetivo da Pesquisa:

Implementar e estruturar o banco de fezes no Hospital Universitario Prof.
Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas para realizar
transplantes de microbiota intestinal.

Definir protocolos para obtencdo, armazenamento e manipulagdo do material
fecal;

Criar cadastro eletrénico de doadores;

Endereco: Av. Lourival Melo Mota, s/n - Campus A . C. Simdes,

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 57.072-900
UF: AL Municipio: MACEIO
Telefone: (82)3214-1041 E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com
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Continuacao do Parecer: 3.009.245

Identificar a microbiota intestinal de doadores a partir do material fecal por
sequenciamento da regido 16S do rDNA (Metagendémica);

Identificar e quantificar o conjunto de metabdlitos presentes no material fecal
de doadores (Metabolémica);

Avaliar a viabilidade do banco de fezes no contexto da salide publica durante
o periodo de dois anos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

BENEFICIOS:

A estruturagdo do banco de fezes trata-se de uma inovacgéo tecnolégica que vem sendo

implementada no mundo inteiro. Temos como objetivo principal implementar a criagdo de um espago que
possa oferecer uma nova alternativa ao tratamento das doengcas do aparelho digestivo e outras
especialidades afins.

. O fato do método apresentar um resultado imediato satisfatério, com uma significativa

melhora dos sintomas, pode também contribuir de forma definitiva nos custos diretos e indiretos ao paciente
e também ter uma influéncia direta no sistema uUnico de saude, de acordo com a analise de custo-efetivo
realizado recentemente na conferéncia do consenso europeu sobre transplante da microbiota intestinal na
pratica clinica (Camarota, G.et al.2016)

RISCOS: Riscos ao paciente: como esse projeto inclui apenas o a implantagdo e estruturagdo do banco de
fezes, onde neste primeiro momento ndo sera realizado o transplante do material fecal, ndo existerisco ao
paciente eminente.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante e trara beneficios a toda a populagdo alagoana e nordestina de uma maneira geral.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos apresentados corretamente.

Recomendacgoes:
As recomendagdes previstas em parecer do CEP foram respondidas satisfatoriamente. A pesquisa néo fara
transplante fecal e sim apenas instalagdo um banco de fezes.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sem pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Protocolo Aprovado

Endereco: Av. Lourival Melo Mota, s/n - Campus A . C. Simdes,

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 57.072-900
UF: AL Municipio: MACEIO
Telefone: (82)3214-1041 E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com
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Prezado (a) Pesquisador (a), lembre-se que, segundo a Res. CNS 466/12 e sua complementar 510/2016:

O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado e deve receber cépia do
TCLE, na integra, por ele assinado, a ndo ser em estudo com autorizagao de declinio;

V.S2. deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apés analise das razdes da descontinuidade por este CEP, exceto quando perceber risco ou dano
nao previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos
grupos da pesquisa que requeiram agao imediata;

O CEP deve ser imediatamente informado de todos os fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E responsabilidade do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas a evento adverso
ocorrido e enviar notificagdo a este CEP e, em casos pertinentes, a ANVISA;

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou Il
apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma,
junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial;

Seus relatdrios parciais e final devem ser apresentados a este CEP, inicialmente apés o prazo determinado
no seu cronograma e ao término do estudo. A falta de envio de, pelo menos, o relatério final da pesquisa
implicara em nao recebimento de um préximo protocolo de pesquisa de vossa autoria.

O cronograma previsto para a pesquisa sera executado caso o projeto seja APROVADO pelo Sistema
CEP/CONEP, conforme Carta Circular n°. 061/2012/CONEP/CNS/GB/MS (Brasilia-DF, 04 de maio de
2012).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 31/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1177395.pdf 09:22:56
Cronograma CronogramaprojetoINHAMMIversao1 .pdil 31/10/2018 |JUNIA ELISA Aceito

09:21:48 | CARVALHO DE
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Cronograma CronogramaprojetoINHAMMIversao1.pdff 31/10/2018 [MEIRA Aceito
09:21:48
Projeto Detalhado / [PROJETOInhammi_CEP_versao1.pdf 31/10/2018 |JUNIA ELISA Aceito
Brochura 09:21:27 | CARVALHO DE
Investigador MEIRA
TCLE / Termos de | TCLEprojetoinhammidoador.pdf 31/10/2018 |JUNIA ELISA Aceito
Assentimento / 09:18:49 |CARVALHO DE
Justificativa de MEIRA
|Auséncia
Declaragéo de declaracaoprojetoinhammi.pdf 26/09/2018 | JUNIA ELISA Aceito
Manuseio Material 12:46:55 |CARVALHO DE
Biolégico / MEIRA
Biorepositorio /
Biobanco
Declaragéo de cartafernandamaranhaoassinada.pdf 24/09/2018 |JUNIA ELISA Aceito
Pesquisadores 11:46:47 |[CARVALHO DE
MEIRA
Orgamento orcamento_detalhado.pdf 11/09/2018 | JUNIA ELISA Aceito
14:36:30 |CARVALHO DE
MEIRA
Folha de Rosto folhaderostoINHAMMiassinada.pdf 11/09/2018 |JUNIA ELISA Aceito
14:25:47 |CARVALHO DE
MEIRA
Declaragéo de CartaanuencialuizCaetanopdf.pdf 11/09/2018 | JUNIA ELISA Aceito
Pesquisadores 14:14:18 | CARVALHO DE
MEIRA
Declaragéo de CartaAceiteufal.pdf 11/09/2018 | JUNIA ELISA Aceito
Instituicao e 14:11:40 |CARVALHO DE
Infraestrutura MEIRA

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

MACEIO, 08 de Novembro de 2018

Assinado por:
Luciana Santana
(Coordenador(a))

Endereco: Av. Lourival Melo Mota, s/n - Campus A . C. Simdes,

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio: MACEIO
Telefone: (82)3214-1041

UF: AL

CEP: 57.072-900

E-mail:

comitedeeticaufal@gmail.com
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