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RESUMO

As Doencas Inflamatérias Intestinais, incluindo a Doenca de Crohn e a
Retocolite Ulcerativa consistem de condigbes cronicas caracterizadas por
manifestacdes persistentes e recidivantes de origem multifatorial. Embora os
mecanismos patogénicos exatos responsaveis pelo desenvolvimento das Doencas
Inflamatorias Intestinais continuem relativamente obscuros, a hipotese atual mais
aceita € a de que essas doencas resultem da interacdo de fatores ambientais,
predisposicdo genética, e respostas imunitarias inapropriadas. Tais interacoes
formam uma rede patologica complexa, fazendo das Doencgas Inflamatérias
Intestinais um modelo conveniente e aplicavel para a pesquisa de interacfes
hospedeiro-microbioma. Mais recentemente foi demonstrado que a microbiota
intestinal se encontra alterada nas Doencas Inflamatérias Intestinais, apresentando
grande heterogeneidade entre os subtipos de Doencgas Inflamatorias Intestinais e
também entre os individuos. Portanto, as Doencas Inflamatorias Intestinais parecem
representar o modelo mais abrangente para o entendimento do papel do microbioma
em doengas inflamatorias complexas. A existéncia de reservatérios de
microrganismos poderia oferecer uma explicacdo para a inflamacao persistente de
baixa intensidade caracteristica das Doencas Inflamatérias Intestinais. O
comprometimento da barreira intestinal, primario ou secundario a propria disbiose
intestinal, pode promover o acesso de microrganismos ao sangue, resultando em
atopobiose, 0 que significa o aparecimento de membros de um microbioma em
locais atipicos. Tomando por base essas evidéncias, formulamos a hipdtese da
existéncia de microrganismos potencialmente viaveis no sangue de pacientes, que
podem alterar a homeostase e desempenhar papel crucial no desenvolvimento e na
progressédo das Doencas Inflamatorias Intestinais.

Esta dissertacdo diz respeito a primeira etapa de um estudo observacional
transversal para investigar a existéncia de microbiota no sangue de pacientes com
Doencas Inflamatérias Intestinais e sua associacdo com a microbiota intestinal.
Nesses resultados preliminares é apresentada uma analise transversal de 12
pacientes com Doenca de Crohn e 8 controles normais (voluntarios saudaveis), que
tiveram o material coletado e os dados demograficos e clinicos registrados. A

analise do microbioma dos pacientes, incluindo as amostras de sangue, foi realizada



através de técnicas moleculares baseadas no sequenciamento do gene que codifica
para o0 RNA ribossomal 16S bacteriano, utilizando-se os protocolos e orientacdes
estabelecidos no projeto “Microbioma Humano”. Os genes foram sequenciados
através da tecnologia Next Generation Sequencing.

A analise identificou a presenca de DNA bacteriano circulante no sangue,
contemplando um total de 17 diferentes filos. Destes, 10 foram identificados em
pacientes e controles, 5 apenas em pacientes e 2 apenas nos controles. Em relacdo
aos géneros bacterianos no sangue, a abundéancia e a diversidade foram
semelhantes entre pacientes e controles saudaveis. Entretanto, observou-se maior
guantidade de DNA bacteriano presente no sangue de pacientes do que em
controles saudaveis.

Portanto, este trabalho apresenta dados inéditos na avaliagéo e corroboracéo
da hip6tese base de maior quantidade de DNA bacteriano circulante no sangue de
pacientes com Doenca de Crohn, sugerindo correlacdo com aumento de

permeabilidade intestinal e disbiose.

Palavras-chave: Doenca Inflamatoria Intestinal; microbiota intestinal;, disbiose;
imunidade da mucosa; permeabilidade de mucosa; barreira epitelial intestinal;

Doenca de Crohn.



ABSTRACT

Inflammatory Bowel Diseases, including Crohn's Disease and Ulcerative
Colitis consist of chronic conditions characterized by persistent and recurrent clinical
manifestations of multifactorial origin. Although the exact pathogenic mechanisms
responsible for the development of Inflammatory Bowel Diseases remain relatively
unclear, the current most accepted hypothesis is that these diseases result from the
interaction of environmental factors, genetic predisposition, and inappropriate
Immune responses. Such interactions form a complex pathological network, making
Inflammatory Bowel Diseases a convenient and applicable model for researching
host-microbiome interactions. More recently, it has been shown that the intestinal
microbiota is altered in Inflammatory Bowel Diseases, showing great heterogeneity
between Inflammatory Bowel Diseases subtypes and also between individuals.
Therefore, Inflammatory Bowel Diseases appear to represent the most
comprehensive model for understanding the role of the microbiome in complex
inflammatory diseases. The existence of reservoirs of microorganisms could explain
the persistent low-intensity inflammation characteristic of Inflammatory Bowel
Diseases. Impairment of the intestinal barrier, primary or secondary to intestinal
dysbiosis itself, can promote the access of microorganisms to the blood, resulting in
atopobiosis, which means the appearance of members of a microbiome in atypical
locations. Based on this evidence, we hypothesized the existence of potentially
viable microorganisms in the blood of patients, which may alter homeostasis and play
a crucial role in the development and progression of Inflammatory Bowel Diseases.

This dissertation concerns the first stage of a cross-sectional observational
study to investigate the existence of microbiota in the blood of patients with
inflammatory bowel diseases and its association with the intestinal microbiota. These
preliminary results present a cross-sectional analysis of 12 patients with Crohn’s
Disease and 8 normal controls (healthy volunteers), who had the material collected
and the demographic and clinical data recorded. The analysis of the microbiome of
the patients, including the blood samples, was performed using molecular techniques
based on the sequencing of the gene that encodes the bacterial 16S ribosomal RNA,
using the protocols and guidelines established in the “Human Microbiome” project.
The genes were sequenced using Next Generation Sequencing technology.

The analysis identified the presence of bacterial circulating DNA in the blood,



covering a total of 17 different phyla. Of these, 10 were identified in patients and
controls, 5 only in patients and 2 only in controls. Regarding bacterial genera in
blood, abundance and diversity were similar between patients and healthy controls.
However, there was a greater amount of bacterial DNA present in the blood of
patients than in healthy controls.

Therefore, this work presents new data in the evaluation and corroboration of
the base hypothesis of a greater amount of bacterial circulating DNA in the blood of
patients with Crohn's Disease, suggesting correlation with increased intestinal
permeability and dysbiosis.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease; gut microbiota; dysbiosis; mucosal

immunity; mucosal permeability; intestinal epithelial barrier; Crohn's Disease.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Inflamatorias Intestinais (DlIs), incluindo a Doencga de Crohn (DC)
e a Retocolite Ulcerativa (RCU) consistem de condi¢des cronicas caracterizadas por
manifestacdes persistentes e recidivantes de origem multifatorial. Embora os
mecanismos patogénicos exatos responsaveis pelo desenvolvimento das Dlls
continuem relativamente obscuros, a hipotese atual mais aceita € a de que essas
doencas resultem da interacdo de fatores ambientais, predisposicdo genética, e
respostas imunitérias inapropriadas. Tais interagbes formam uma rede patoldgica
complexa, fazendo das Dlls um modelo conveniente e aplicavel para a pesquisa de
interacdes hospedeiro-microbioma. Mais recentemente foi demonstrado que a
microbiota intestinal se encontra alterada nas DIls, apresentando grande
heterogeneidade entre os subtipos de Dlls e também entre os individuos. Portanto,
as Dlls parecem representar 0 modelo mais abrangente para o entendimento do
papel do microbioma em doencas inflamatérias complexas.

Em condi¢cdes de saude, o sangue tem sido sempre considerado como um
ambiente estéril (PROAL; ALBERT; MARSHALL, 2014). Contudo, recentemente foi
detectada a presencga de microrganismos no sangue de doentes diabéticos do tipo
(AMAR et al., 2011) e em pacientes com doencas cardiovasculares (AMAR et al.,
2013), sustentando a hipétese de translocacdo bacteriana a partir do intestino. Nas
Dlls, a depuracdo inadequada de padrbes moleculares associados com
microrganismos tem sido considerada como mecanismo patogénico fundamental,
especialmente na DC, onde defeitos na autofagia e na depuracédo de bactérias tém
sido associados com polimorfismos genéticos de NOD2 e ATG16L1 (SOUZA;
FIOCCHI, 2016). Além da disbiose observada nas Dlls, a liberacdo da endotoxina
Lipopolissacarideo (LPS), constituinte de bactérias Gram-negativas, desempenha
papel importante na homeostase intestinal, incluindo o controle da morte celular na
mucosa, que permite a translocacédo entre o intestino, o sangue e outros tecidos
(RHEE, 2014). A existéncia de reservatérios de microrganismos poderia oferecer
uma explicagdo para a inflamacdo persistente de baixa intensidade caracteristica
das DlIs. O comprometimento da barreira intestinal, primario ou secundario a prépria
disbiose intestinal, pode promover 0 acesso de microrganismos ao sangue,
resultando em atopobiose, o que significa o aparecimento de membros de um

microbioma em locais atipicos.
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Tomando por base essas evidéncias, formulamos a hip6tese da existéncia de
microrganismos potencialmente viaveis no sangue de pacientes, que podem alterar
a homeostase e desempenhar papel crucial no desenvolvimento e na progressao
das Dlls.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Justificativa: relevancia e originalidade

O epitélio intestinal é reconhecido como a maior superficie mucosa do corpo,
mas 0S mecanismos que regulam a interacdo do microbioma com as células
epiteliais sdo ainda pouco conhecidos. A esse respeito, os conhecimentos atuais
sugerem que a disbiose intestinal resulta de uma relagdo anormal entre a microbiota
e seus produtos secretérios, com a camada epitelial. Tal interacdo resulta em uma
funcdo alterada de barreira que pode levar a uma resposta imunitaria anormal da
mucosa e, em Ultima instancia, a atopobiose. Por exemplo, existem evidéncias que
sugerem que o epitélio, particularmente as células M que recobrem as placas de
Peyer (FUKUDA; HASE; OHNO, 2011; LELOUARD et al., 2010), sensores do
sistema imunitario da mucosa, constitua uma via primaria para a translocacao
limitada de microrganismos para a circulagdo sanguinea (JUNG; HUGOT;
BARREAU, 2010). Em vista dessas interacdes com ceélulas da mucosa tem sido
proposto que uma microbiota intestinal disbidtica possa também influenciar na
imunidade da mucosa (SATO; KIYONO; FUJIHASHI, 2015). De fato, tem sido
atribuido a disbiose intestinal o surgimento de doencas inflamatérias crénicas,
incluindo as DlIs (KOSTIC; XAVIER; GEVERS, 2014; MA et al.,, 2015; OWYANG;
WU, 2014). Além disso, uma microbiota intestinal anormal tem sido implicada no
desencadeamento de autoimunidade, provavelmente constituindo fator epigenético
critico em doencas autoimunes (CATRINA; DEANE; SCHER, 2016; TANEJA, 2014).
Acrescente-se a isso, o0 fato de dados recentes sugerirem que fatores microbianos
séo capazes de influenciar a funcao de linfécitos T regulatorios do intestino, e que a
disbiose pode afetar as funcdes indutora e supressora dessas células, determinando
alteracdes na imunidade da mucosa (KINOSHITA; TAKEDA, 2014).

Com este estudo, investigamos mais as influéncias da microbiota na
patogénese das DlIs e seu potencial de aplicacdo em medicina translacional. De
uma forma geral, esta proposta oferece uma analise integrativa do microbioma
baseada na hipétese de atopobiose e do conceito chave de dorméncia ou
hibernac&o microbiana. Além disso, estamos apresentando aqui a ideia de que uma
microbiota dormente do sangue possa contribuir com as alteracdes mais precoces

no desenvolvimento e na progressdo das Dlls, potencialmente servindo como
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biomarcadores para a identificacdo de fenotipos especificos e, possivelmente,
trazendo uma nova visdo sobre intervencdes terapéuticas orientadas com base no
microbioma. Acreditamos que a exploracdo de um microbioma dormente do sangue
por métodos baseados em sequenciamento para a detec¢cado de microrganismos nao
proliferantes, seguida de estudos de metagendmica, possa abrir novas perspectivas
com relagdo aos mecanismos pelos quais a microbiota deve contribuir para a
resposta imunitaria, assim como para o desenvolvimento das Dlls.

Confirmando que o intestino deve representar a maior fonte de uma
microbiota dormente do sangue, esperdvamos estabelecer uma relacdo com o
namero e a natureza dos microrganismos do sangue, e sequéncias e antigenos
microbianos que poderiam ser detectados em diferentes amostras da mesma coorte.
Subsequentemente, em estudos futuros, serd fundamentalmente importante
determinar o estado fisiolégico dos varios microrganismos. Presumindo que
microrganismos, inflamacdo e diversas sindromes estejam frequentemente
sobrepostos, estudos longitudinais serdo cruciais para revelar a dinamica das
interagdes, e possivelmente para discriminar causa e efeito através da evolugao das
DlIs. A imunogenicidade dos microrganismos dormentes e seu potencial para induzir
inflamac&o é provavelmente diferente daquela dos microrganismos replicantes, e
isso também precisara ser investigado. Finalmente, esperamos que todas essas
potenciais novas informacgdes nos permitam desenvolver melhores tratamentos para

pacientes com DIIs, com enfoque na microbiota.

2.1.1 Beneficios

O método proposto neste estudo se baseou na investigacao e caracterizacao
da microbiota do sangue e das fezes. Este envolveu a separagdo de uma amostra
de fezes e de uma coleta de sangue de veia periférica, seguidas de analise
laboratorial. Do ponto de vista da seguranca do paciente, nenhuma intervencao
adicional foi feita. Assim sendo, ndo houve nenhum tipo de risco adicional aos
individuos estudos.

O desenho do estudo previu a investigacdo inédita da existéncia de uma
microbiota dormente no sangue dos pacientes com Dlls. Como existem grandes
lacunas no conhecimento a respeito da patogenia das DllIs, o reconhecimento de

uma microbiota no sangue dos pacientes podera constituir informacao valiosa para a
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confirmacéo de alteracéo da permeabilidade intestinal, da presencga de translocagao
microbiana a partir do intestino e, possivelmente, de um novo mecanismo
fomentador da resposta imunitaria anormal subjacente ao processo inflamatorio
cronico. Pretendeu-se também investigar se um determinado padréo filogenético ou
guantitativo de microrganismos possa estar associado com a intensidade e a
gravidade das doencas de interesse, de forma ndo-invasiva, rapida, de baixo custo e
praticamente sem riscos ao paciente.

Em comparacdo com outros métodos, a coleta de sangue e de fezes foi
considerada nédo-invasiva, ndo exigiu cirurgias, internacao hospitalar, aplicagao de
sedativos ou outras substancias, ndo exigiu preparo especial, ndo demandou a
aplicacdo de contrastes, nem exp0s 0 paciente a radiacdo ionizante; com relacéo
aos marcadores séricos conhecidos, o método proposto teve a possibilidade de
acrescentar em termos de especificidade e sensibilidade, mas também pdde trazer

subsidios para a compreensao de mecanismos patogénicos.

2.2 Fundamentacao Teorica

2.2.1 A patogénese das DIl resulta da interagdo complexa de mdultiplos fatores

biolégicos

A complexidade das Dlls, incluindo a DC e a RCU nado se restringe a
variedade e gravidade das manifestacdes clinicas, mas estende-se até o0s
mecanismos patogénicos subjacentes. A distribuicdo universal das DIl, o papel
determinante de fatores genéticos, a descoberta de alguns mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na inflamacdo, e a influéncia da microbiota entérica e da
disbiose na resposta imunitaria, tém contribuido para consolidar a hipétese de que
as Dlls resultam de uma complexa interacdo de fatores ambientais, genéticos,
imunitarios e nao-imunitarios (BAUMGART; CARDING, 2007; SOUZA; FIOCCHI,
2016). Evidéncias recentes sugerem que interacdes envolvendo fatores imunitarios e
ndo-imunitérios (ou de origem nédo-linfoide) constituam componentes intrinsecos da
patogénese das Dlls (CHO, 2008; XAVIER; PODOLSKY, 2007). Dentre os fatores
primariamente nao-imunitarios envolvidos nos processos inflamatorios intestinais

merecem destaque a permeabilidade intestinal e a disbiose.
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2.2.2 Permeabilidade Intestinal Alterada nas Dlls

Véarios fatores controlam e podem aumentar a permeabilidade intestinal,
sendo considerados como o0s principais, 0s processos inflamatérios, fatores
neuroimunes, predisposi¢cdo genética, e a propria microbiota residente. Por exemplo,
foi demonstrado que microrganismos podem induzir a alteracdo da expressdo e
localizacdo das juncfes oclusivas, modificar a permeabilidade através da acdo de
peptideos, toxinas e metabdlitos, e também modular a funcdo de barreia epitelial por
meio de substratos bacterianos tais como acidos graxos de cadeia curta, acetato e
butirato (CAMILLERI et al., 2012). Por outro lado, respostas imunitarias contra
microrganismos presentes no intestino podem resultar em inflamacdo, e
consequentemente em aumento da permeabilidade e da absorcdo de conteldos
luminais (SHARMA; ZIMMERMANN-MEINZINGEN; JOHANSON, 2010). De uma
maneira geral, tanto as respostas da imunidade inata quanto da adaptativa poderao
causar impacto sobre a permeabilidade intestinal, principalmente através da
liberacdo de citocinas inflamatorias.

Na DC e na RCU os fatores responsaveis pela disfuncdo de barreira e
aumento da permeabilidade intestinal sdo similares, incluindo a morte de células
epiteliais, micro e macroulceracfes, aumento na absorcdo de antigenos pelas vias
paracelular e transcelular, e anormalidades nas juncdes celulares (SCHMITZ et al.,
1999; ZEISSIG et al., 2007). Aléem disso, uma variedade de elementos associados
com inflamacé&o contribui para o desencadeamento e manutencao da disfuncéo de
barreira e a elevada permeabilidade, incluindo metabdlitos do estresse oxidativo,
neutrofilos, e citocinas tais como o interferon-gama (IFNY), o TNF-alfa, a IL-1 beta,
IL-8, e IL-13. Em conjunto, todos esses fatores e eventos celulares e moleculares,
levam a um aumento na captacdo de antigenos derivados de alimentos e da
microbiota presente na luz intestinal, estimulando e exacerbando a resposta
imunitaria, e criando um ciclo vicioso onde a disfuncdo de barreira € o principio
perpetuador da inflamacé&o crénica das Dlls (JOHN; FROMM; SCHULZKE, 2011). A
resposta inflamatéria é perpetuada ndo apenas localmente, mas também do ponto
de vista sistémico, conforme demonstrado pelo elevado numero de linfGcitos
ativados circulantes em pacientes com DC (YACYSHYN; MEDDINGS, 1995).

Vale notar que eventos patogénicos secundarios a uma barreira intestinal

anormal e o consequente aumento da permeabilidade, podem ser encontrados em
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diversas condi¢cles intestinais e nao-intestinais (CATALIOTO; MAGGI; GIULIANI,
2011), mas seu papel potencial na DC parece adquirir uma dimensdo maior.
Resultados de estudo fundamental mostraram que o aumento de permeabilidade
intestinal nos pacientes acometidos pela DC, também ocorre em uma proporcéo de
seus parentes de primeiro grau saudaveis (HOLLANDER; VADHEIM; BRETTHOLZ;
PETERSEN et al., 1986). Uma permeabilidade aumentada na auséncia de doenca,
contribui para a hipétese de que a permeabilidade anormal poderia representar um
fator etiolégico primario, possivelmente até precedendo as manifestacdes clinicas de
doenca (MAY; SUTHERLAND; MEDDINGS, 1993; PEETERS et al., 1997,
THJODLEIFSSON et al.,, 2003). Essas questbes permanecem sem resposta e
necessitam de novos estudos para melhor esclarecimento.

Outra questdo interessante do ponto de vista clinico é se alterac6es na
permeabilidade intestinal poderiam constituir fator preditivo de recidivas. Em estudo
com pacientes com DC em remissao, uma correlacdo significante foi encontrada
entre 0 nivel de permeabilidade e a probabilidade de recaida, sugerindo que o
aumento da permeabilidade talvez preceda as manifestacdes clinicas e que ela
poderia representar um bom indicador de doenca subclinica (WYATT et al., 1993).
Essa observacao foi subsequentemente confirmada, e algumas outras evidéncias
apontaram para alteracdes de permeabilidade também em recaidas de pacientes
com RCU (MIELE et al., 2007). Tomadas em conjunto, essas observacoes
sustentam a ideia de alteracdo da permeabilidade intestinal como um componente

crucial e dos mais primitivos na patogénese das DllIs e, em particular, da DC.

2.2.3 Disbiose Intestinal nas Dlls

Anormalidades da microbiota intestinal tém sido identificadas em diversas
condi¢des intestinais comuns, tais como diarreia idiopatica cronica, sindrome do
intestino irritavel e Dlls (QUIGLEY, 2011; SHANAHAN, 2007; SWIDSINSKI et al.,
2008). Entretanto, o impacto da microbiota intestinal na patogénese de doencas
parece ir além das doencas gastrointestinais, influenciando também em doencas
mediadas imunologicamente, incluindo diabetes tipo I, doengas cardiovasculares,
desmielinizagdo autoimune, entre outras (BERER et al., 2011; WANG et al., 2011,
WEN et al., 2008).

Alteracbes quantitativas e qualitativas na composi¢cdo da microbiota intestinal
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tém sido detectadas em pacientes com DC e RCU, reforcando a hipétese de
disbiose como um mecanismo relevante na patogénese das Dlls (CHASSAING;
DARFEUILLE-MICHAUD, 2011). Na DC, em patrticular, a composi¢cao alterada da
microbiota aponta geralmente para uma reducdo da diversidade microbiana
(HANSEN et al., 2012), mas também um aumento de Bacteroidetes e Proteobacteria
juntamente com uma diminuigdo na abundéancia de Firmicutes (MAN; KAAKOUSH,;
MITCHELL, 2011). Em uma grande coorte pediatrica de pacientes com DC de inicio
recente, um aumento na abundancia de Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae,
Veillonellaceae, e Fusobacteriaceae e uma diminuicdo de Erysipelotrichales,
Bacteroidales, e Clostridiales foram correlacionados de forma consistente com a
gravidade da doenca (GEVERS et al., 2014). Alteracbes na composi¢cao microbiana
na DC foram corroboradas recentemente em revisdo sistematica confirmando o
aumento relativo na abundancia de Bacteroidetes em contraste com a diminuicdo de
Firmicutes. Em particular, verificou-se que a abundancia relativa de
Enterobacteriaceae estava aumentada, enquanto que a de Faecalibacterium
prausnitzii estava diminuida, incluindo em pacientes com recorréncia pos-operatoria
(WRIGHT et al., 2015). Anormalidades na microbiota intestinal também tém sido
detectadas em pacientes com RCU, embora de forma menos marcante do que na
DC (ANDOH et al., 2011). A semelhanca do que se observa para a DC, uma
diversidade menor também tem sido encontrada em amostras de fezes de pacientes
com RCU, sendo a maior atividade da doenca associada com o aumento de C.
perfringens (LI et al., 2016), ou com a diminuigdo de Fusicatenibacter saccharivorans
(TAKESHITA et al., 2016).

A questdo de se a disbiose representa um fendmeno primario ou secundario
nas DlIs continua nao respondida. Existem evidéncias mostrando que a microbiota
intestinal pode ser moldada de acordo com o gendétipo do hospedeiro (RAUSCH et
al,, 2011; REHMAN et al., 2011), mas também por conta de fatores dietéticos,
habitos, historia de infec¢des, uso de antibidticos e outros medicamentos, e pela
presenca de inflamacdo (FRANK et al., 2007; REHMAN et al., 2016; ROUND;
MAZMANIAN, 2009; WANG et al., 2014). Por outro lado, € importante chamar a
atencao para o fato de que a disbiose isoladamente n&ao seria suficiente para induzir
DIl. De fato, os varios defeitos na resposta inflamatoria contra microrganismos
(MARKS et al., 2006; SMITH et al., 2009), sugerem que uma depuracédo inadequada

de padrbes moleculares associadas com patdgenos possa constituir importante
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mecanismo patogénico nas Dlls (SEWELL; MARKS; SEGAL, 2009). Tal fato parece
particularmente importante na DC, tendo em vista a associacao ja bem estabelecida
da doenca com polimorfismos genéticos de NOD2 e ATG16L1, por exemplo, que
resultam em defeito na autofagia e depuragéo microbiana prejudicada (COONEY et
al., 2010; FRITZ et al., 2011; SALEM et al., 2015). Acredita-se que outra associagao
mecanistica importante na inflamacéao intestinal ocorra por conta de sobrecarga na
capacidade de dobramento de proteinas no limen do Reticulo Endoplasmatico (RE)
(estresse do RE), resultando em um mecanismo adaptativo de ativacdo de vias
intracelulares de transdugcdo de sinal, conhecidas como Resposta de Proteinas
Desdobradas (UPR). Além da relacdo com a autofagia, o estresse do RE tem sido
associado com inflamacdo intestinal e DIls com base em estudos que revelaram a
existéncia de alteracdes genéticas primarias envolvendo XBP1, ARG2, ORMDL3, e
outros componentes da UPR (HOSOMI; KASER; BLUMBERG, 2015; KASER;
MARTINEZ-NAVES; BLUMBERG, 2010). Outro exemplo do reconhecimento e
controle inadequados de microrganismos, com implicacdes na patogénese da DC,
esta na expressado reduzida de peptideos antimicrobianos produzidos pelas células
de Paneth em pacientes com mutagdes do NOD2 (WEHKAMP et al., 2005).

Defeitos individuais ou combinados envolvendo varios genes tais como
NOD2, ATG16L1 e IRGM devem resultar em reconhecimento inadequado de
microrganismos presentes na luz intestinal (BILLMANN-BORN et al., 2011) com
consequente comprometimento da inducdo da autofagia, ativacdo de vias
alternativas, e modulagdo da imunidade adaptativa (SHAW et al., 2011). Além disso,
interacdes entre polimorfismos de nucleotideo Unico de ATGL1 e IRGM também
foram demonstradas na DC (HOEFKENS et al., 2013), indicando provavel
integracdo de defeitos da autofagia, da disfuncdo mitocondrial e da apoptose. O
conhecimento acumulado nos dltimos anos no campo das Dlls tem contribuido para
revelar a existéncia de mdltiplas vias sobrepostas e redundantes com participacao
em sua patogénese. Vale ressaltar que esse conjunto de informacfes estd em
consonancia com as recentes mudancas epidemiologicas e reforcam a participacéo
da disbiose na patogénese das DlIs (SAIDEL-ODES; ODES, 2014).

2.2.4 Microbiota do Sangue
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Infec¢des tém sido propostas como fatores desencadeantes de uma série de
doencas tais como o exemplo da infeccdo pelo H. pylori determinando a doenca
ulcerosa peéptica e o cancer (MARSHALL; WARREN, 1984). Evidéncias para a
participagdo de componentes microbianos em diversas outras condi¢des nao
transmissiveis e primariamente ndo infecciosas tém sido relatadas ao longo dos
anos, mas a associacdo exata entre agentes infecciosos especificos e o
aparecimento de doencas crbnicas permanece discutivel. Entretanto, tem havido
relatos de anormalidades persistentes na imunidade relacionada a tecidos ou
orgaos, surgidas a partir de infeccbes agudas isoladas, como no periodo de
resolucao da infeccéo por Yersinia pseudotuberculosis (LE BAUT et al., 2018).

Em camundongos, sinais derivados da microbiota residente induzem
alteracdes persistentes nas fun¢des imunitarias da mucosa, incluindo mecanismos
de tolerancia e de defesa (FONSECA et al.,, 2015). De fato, em circunstancias
semelhantes, a capacidade de identificar microrganismos relevantes em culturas,
raramente tem sido bem-sucedida, até recentemente. Contudo, a aparente
incapacidade de identificar e crescer microrganismos em culturas também é
compativel com um estado peculiar de dorméncia ou hibernacdo (EPSTEIN, 2013;
KAPRELYANTS; KELL, 1993). Em uma condicdo como essa, embora a célula ou o
microrganismo Vvivo, nao seja presentemente cultivavel, sua viabilidade de fato ndo
estd comprometida de forma irreversivel, e 0 mesmo poderia ser ressuscitado
mediante a exposicao a determinados estimulos.

Em condi¢des normais de saude o sangue € considerado um ambiente estéril
do organismo (PROAL; ALBERT; MARSHALL, 2014). Todavia, o antigo paradigma
de um sangue completamente livre de microrganismos tem sido questionado
recentemente. De fato, a presenca de um microbioma bacteriano no sangue tem
sido associado com diversas doencas infecciosas e ndo-infecciosas (HUANG et al.,
2006; KIBRU et al., 2012; PRAJSNAR et al., 2012; SATO et al., 2014; THWAITES;
GANT, 2011; WANG; LI et al.,, 2012). Por exemplo, uma microbiota aberrante
detectada no sangue, por sequenciamento genético, foi implicada no diabetes do
tipo 1l (AMAR et al., 2011), e a alta taxa de bactérias intestinais na circulacdo dos
pacientes sustenta a hipotese de translocacdo a partir do intestino, de uma
microbiota disbiética (SATO et al., 2014). Em doencas cardiovasculares também ha
evidéncias indicativas da existéncia de um microbioma anormal no sangue (AMAR et

al.,, 2013). Além disso, doenca periodontal e gengivite tém sido intimamente
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associadas com o desenvolvimento de doenga cardiovascular (RAMIREZ et al.,
2014; YANG et al., 2013), e a translocacdo bacteriana para o sangue tem sido
apontada como indutora de endocardite bacteriana, além de infarto do miocardio e
cerebral (AMAR; ENGELKE, 2015; KOREN et al., 2010; SERINGEC et al., 2015).

Nas Dlls, a depuracdo inadequada de padres moleculares associados a
patdgenos tem sido considerada como mecanismo crucial na patogénese das
doencas, em especial da DC, onde a associacdo com polimorfismos do NOD2 e do
ATG16L1 induzem defeitos na autofagia e na depuracdo bacteriana (SOUZA,;
FIOCCHI, 2016). Por exemplo, componentes da parede bacteriana, tais como LPS
de cepas Gram-negativas, constituem poderosos agentes inflamatoérios capazes de
modular respostas inflamatorias e imunitarias (GLAROS et al., 2013; RONCO,
2014). No contexto das Dlls, além da disbiose, caracterizada por uma diversidade
reduzida e pela presenca de comunidades microbianas menos estaveis de
diferentes grupos microbianos (PASCAL et al., 2017; PEDAMALLU et al., 2016), a
liberacdo de LPS também desempenha papel crucial na regulacdo da homeostase
intestinal, incluindo o controle de processos de morte celular que permitem a
translocacao bacteriana entre o intestino, o sangue e outros tecidos (RHEE, 2014).
Portanto, a producgéo e o reabastecimento continuos de LPS a partir de reservatorios
microbianos dormentes poderia constituir uma explicacdo para o estado de
inflamac&o persistente de baixo grau, caracteristico das DlIs.

A disbiose intestinal tem sido apontada como responsavel por afetar a funcéo
de barreira do epitélio intestinal, portanto proporcionando um acesso de
microrganismos luminais para dentro do corpo, podendo resultar em atopobiose, o
fendbmeno do aparecimento de microrganismos da microbiota intestinal (ou de outra
origem) em locais inusitados, incluindo o sangue. Com base nessas evidéncias,
levantamos aqui a hipétese da existéncia de uma microbiota no sangue composta de
microrganismos potencialmente viaveis (mas possivelmente nao proliferantes e nao
cultivaveis), capaz de perturbar a homeostase e desempenhar papel fundamental no
desenvolvimento e na progressao das DlIs. Portanto, este estudo destinou-se a
testar a seguinte hipétese central: a microbiota do sangue reflete a permeabilidade
intestinal e a disbiose presentes em pacientes com DlIls, sendo provavelmente
inexistente em pacientes sem Dlls ou em individuos saudaveis. A microbiota do
sangue possivelmente serd mais exuberante em pacientes com doenca extensa e

em atividade clinica, podendo constituir indicador precoce de recidivas em pacientes
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com doenca em remissao clinica, e talvez também explicacdo para manifestacfes

sistémicas e extraintestinais.

2.2.5 Como funciona o Sequenciamento de Préxima Geracao utilizado no estudo:
Next Generation Sequencing (NGS)

Apesar de cada tecnologia de sequenciamento possuir estratégias diferentes,
todas apresentam etapas comuns, como: preparo de amostras, amplificacdo de
biblioteca e sequenciamento. Na etapa do preparo das amostras todo o DNA é
fragmentado aleatoriamente por um processo quimico, mecanico ou enzimatico e,
cada um desses fragmentos é chamado de template. Logo ap6s essa fragmentacéo,
sequéncias artificiais previamente conhecidas, chamadas de adaptadores, sao
incorporadas ao template. Assim torna-se possivel a combinagcdo de diferentes
amostras em uma mesma reacdo de sequenciamento através do uso de
adaptadores, com uma parte composta por 5 a 10 bases, diferentes umas das outras

como mostra a figura 1.

Figura 1 — Fragmentacado de DNA e Incorporacdo dos Adaptadores
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Uma vez incorporados os adaptadores, as amostras sdo misturadas e partem
para o processo de amplificagao de biblioteca.

A etapa de amplificacdo de biblioteca objetiva gerar um espaco fisico
contendo milhares de copias de cada fragmento de DNA produzido na etapa de
preparo de amostras. A amplificagdo aumenta a fonte de sinal luminoso para a
maioria dos sequenciadores e, aumenta também o sinal i6nico para o caso do
sequenciador lon Torrent. Esses sinais serdo detectados na etapa de
sequenciamento.

O primeiro processo de amplificacdo foi a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) de emulsdo onde sao criados milhées de microrreatores em emulsao a 6leo.
E nesses reatores que estdo contidos todos os reagentes necessarios para uma
reacdo de PCR, bem como pequenas esferas também conhecidas como beads
magnéticas ou lonSpheres que, por sua vez, estdo cobertas com sequéncias
complementares as dos adaptadores que servem como primers para a reacao de
PCR. No final desse processo de amplificacdo de biblioteca as beads devem estar
com um unico fragmento incorporado a ela. Porém, outros cenarios podem ocorrer

como, por exemplo: a existéncia de beads policlonais (onde multiplos fragmentos
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foram incorporados a uma unica esfera); empty beads (onde nenhum fragmento foi
incorporado a uma esfera); multiple beads (onde mais de uma esfera esta presente
no microrreator). Todos 0s casos Sao contornaveis para que haja o menor nimero
de policlonalidade possivel e cada bead apresente somente um fragmento
incorporado a ela como mostra a figura 2. Apds a amplificacdo da biblioteca, segue-

se para a proxima etapa que é o sequenciamento.

Figura 2 — Amplificagc&o da Biblioteca e Enriquecimento das Beads
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O instrumento de sequenciamento executa uma série de reacdes quimicas
gue geram sinais que, uma vez detectados, determinam a sequéncia de bases que
estdo sendo analisadas. Neste trabalho, o sequenciador utilizado foi o lon Torrent
Personal Genome Machine (PGM) acoplado ao lon Touch da Thermo Fisher.

Diferente dos demais sequenciadores, o lon PGM faz a deteccao das bases
diretamente uma vez que a reacdo de polimerizacdo gera naturalmente um proéton
(H™) que altera o pH do meio. Sendo assim, essa alteracéo é detectada e convertida

em um sinal elétrico como mostra a figura 3.
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Figura 3 — Reacao de Incorporagdo de uma Base pela Polimerase
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O equipamento lon PGM utiliza chips de silicio que contém milhdes de pocos
microscopicos, somente um pouco maiores do que as esferas contendo os
fragmentos de DNA, o que garante que cada poco tenha apenas uma esfera. O chip
também conta com a presenca de transistores que fazem a deteccdo da mudanca
de pH. E através desta mudanca de pH que o equipamento é capaz de fazer a
deteccédo do sinal que ira indicar a sequéncia de bases (ROTHBERG et al., 2011).

Diante de todo o exposto, é notorio, portanto, que o numero de aplicacbes do
sequenciamento de nova geracdo € ilimitado. Ainda assim, existe um grupo de
aplicacdes que continua sendo mais utilizado pela comunidade cientifica. Sao elas:
ressenquenciamento genémico que objetiva descobrir diferencas entre o genoma de
referéncia e o genoma de interesse; Target sequencing onde a amostra € tratada
para selecionar apenas as regides de interesse; RNA Seq que faz uso do
sequenciamento de nova geracdo para sequenciar cDNA visando capturar a
informacéo do transcriptoma de um organismo; sequenciamento de novo que €

utilizado quando ndo se tem um genoma de referéncia; e, por fim, metagenémica.
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A metagendmica, descrita pela primeira vez por Jo Handelsman e
colaboradores da Universidade de Wisconsi, EUA (HANDELSMAN et al., 1998), € o
estudo do material genético extraido diretamente do ambiente. Em grego a palavra
meta significa transcendente, ou seja, essa abordagem vai além das andlises
gendbmicas. Ela, atualmente, € usada para caracterizagdo de um conjunto de
genomas microbianos e, devido a diversidade de microrganismos presentes no
ambiente a ser estudado, torna-se impossivel o sequenciamento individual dos
mesmos. Sendo assim, faz-se notéria a importancia do estudo da metagenémica
gue contorna a necessidade de cultivo das bactérias em laboratério e é conduzida
em larga escala devido a vasta diversidade microbiana (SCHLOSS; HANDELSMAN,
2005).

Dentre as técnicas abordadas na metagen6mica, duas delas se destacam:

1) A primeira é baseada no sequenciamento do alvo gene que codifica para o
Acido Ribonucleico (RNA) ribossomal 16S que é um componente de pequena
subunidade dos ribossomos procariéticos e, portanto, pode ser considerada uma
técnica direcionada e focalizada (YERGEAU et al., 2014). Neste tipo de estudo a
sequéncia 16S amplificada por PCR é comparada a um banco de dados de
bactérias conhecidas. Com isso, é possivel avaliar a diversidade de bactérias
presentes na amostra.

2) A segunda, Shotgun Metagenomics, onde todo o DNA extraido da amostra
é fragmentado e sequenciado sem que haja nenhuma selecdo prévia do alvo. A
analise consiste em montar o “metagenoma” da amostra para tentar identificar, além
da diversidade de genomas, novos genes.

Neste estudo, como nosso alvo era a analise do microbioma dormente
presente no sangue dos pacientes com DC, foi utilizada a abordagem de

sequenciamento 16S.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a existéncia de uma microbiota no sangue dos pacientes com DC,

baseada na presenca de DNA bacteriano circulante.
3.2 Objetivo Secundério
Investigar se a presenca de uma microbiota no sangue dos pacientes com

DC, baseada na presenca de DNA bacteriano circulante, € um achado com potencial

atuacao como marcador inflamatorio.
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4 METODOLOGIA

e Desenho do Estudo:

Estudo observacional transversal para investigar a existéncia de microbiota no

sangue de pacientes com Dlls e sua associacdo com a microbiota intestinal.

4.1 Pacientes

4.1.1 Critérios de Incluséo

Foram selecionados pacientes com DIl maiores de 18 anos, acompanhados
regularmente no ambulatério do Servico de Gastroenterologia do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF), com padrbes fenotipicos distintos
(padréo inflamatorio, estenosante e penetrantes nos casos de DC e padrdes de
localizacbes distintos nos casos com retocolite), e controles saudaveis, maiores de
18 anos, dentre acompanhantes, familiares, ou membros da equipe de apoio ou
tratamento, que tenham assinado o termo de consentimento informado para
participacdo no estudo. O grupo controle foi pareado para idade e sexo com 0s

grupos de Dlls.

4.1.2 Critérios de Excluséao

Foram excluidos os pacientes com DlIs que ndo puderam fornecer o material
previsto no projeto, e aqueles submetidos previamente a colectomia total. Além
disso, foram excluidos também pacientes com mais de 80 anos, com diagndstico de
cancer de qualquer origem, gestantes, lactantes, e pacientes em tratamento de
insuficiéncia organica grave (renal, hepatica ou cardiaca), ou uso de antibioticos nos
ultimos 3 meses antes da selecao para o estudo.

Originalmente, nosso banco de dados contou com amostras de sangue e
fezes de 19 controles saudaveis, 21 pacientes com DC e 18 pacientes com RCU.
Contudo, devido a inumeras limitagdes secundarias a pandemia pelo Sars-Cov-2,
abrangendo desde dificuldades de entrega de materiais e insumos, a falta de acesso

aos materiais para manutengao dos equipamentos de sequenciamento e, finalmente,
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a limitagcdo temporal para finalizagdo da presente tese. A estimativa atual é que o
término das leituras pendentes ocorrera no primeiro semestre de 2023.

Numa primeira etapa, objeto desta tese, foram avaliadas amostras de sangue
de 12 pacientes com DC e 8 controles saudaveis. Dentre 0s pacientes e controles
avaliados houve uma falha de leitura no grupo dos pacientes e duas no grupo dos

controles.

Figura 4 — Algoritmo com Banco de Dados Global, Incluidos e Falhas de Leitura desta Tese
e Etapas do Estudo

Controles Crohn Retocolite ulcerativa
N=19 (8 — 6) N=21(12 — 11) N =18 (0)

Coleta de sangue, fezes, dados clinicos e demograficos

Extracdo e quantificagdo do DNA

Amplificacdo por PCR do Gene 16S rRNA

Purificagdo e sequenciamento na Plataforma lon Torrent

Identificagdo e analise das sequencias no programa lon Reporter
— Banco de dados GreenGenes

Descri¢do do microbioma Estimativa de riqueza de OTUs

Predicdo metabdlica

Curated MicroSEQ(R) 165 Reference Library v2013.1; Curated Greengenes v13.5

Fonte: elaborado pelo autor

4.2 Avaliacao Clinica, Laboratorial e Complementar dos Pacientes

Foram selecionados pacientes acompanhados regularmente no ambulatério
de Doencas Intestinais do HUCFF da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), com padrdes fenotipicos distintos das Dlls (conforme a Classificacdo de
Montreal — figuras 5 e 6), sendo coletada amostra de sangue e de fezes para andlise
guantitativa e qualitativa da microbiota através de métodos de biologia molecular. Os
dados obtidos para a microbiota dos diferentes sitios foram analisados
comparativamente, e frente aos resultados de avaliacdo clinica, laboratorial,
endoscopica e histopatologica, realizados rotineiramente no acompanhamento dos
pacientes.
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Figura 5 — Classificacdo Montreal para Doenca de Crohn

|dade = 17 anos (A1) entre 17 e 40 =40 anos (A3)
anos (A2)
Localizacao ilzal (L1) coldnica (L2)  ileocoldnica trato digestivo
L3 superor (L4)
Comportamento nac-estenosante,  estenosante  penetrante (E3)  perianal (B4)
nac-penstrante (B1) (B2)

Fonte: adaptado de J. bras. gastroenterol. (2009, p. 109)

Figura 6 —Classificacdo Montreal para RCU
S0 - ramissdo clinca Fam sinfomas
51 - colite ulcerativa leve Diarrela com até 4 evacuaghes/dia, com ou
SEM Sangue, ausénes de sinlemas sistémicos,
ENAMES SANGLINE0S NOrmaEis

52 - colite ulcerativa Diarreia com mais de 4 evacuacdes!dia
moderada com minimos sintomas sistémicos

53 - colibe ulceraliva grave Diarreda com mais de B evacuagiesidia, com Sangue
pulss acima de 90 batmin, emperatura acdma de 37 5°C
hemaglabina abaiwa de 10,59/ 100mL
g WHE acima de 30mimdh

Fonte: adaptado de J. bras. gastroenterol. (2009, p. 109)

O acompanhamento clinico e o0s procedimentos endoscoOpicos foram
realizados no Servico de Gastroenterologia, enquanto exames de sangue foram
realizados no Laboratorio Central, os métodos de imagem no Servico de Radiologia,
e o diagnostico histopatoldgico, no Servigco de Patologia, todos no HUCFF da UFRJ.

Todos os dados clinicos e demograficos foram registrados, juntamente com
resultados de exames laboratoriais executados no Servico de Gastroenterologia
guando clinicamente indicados independentemente da pesquisa em curso, tais como
proteina C-reativa e calprotectina fecal. Das amostras de sangue previstas no
estudo, uma fracéo foi centrifugada para a separacao de plasma, que foi congelado
a -80°C para preservagdo do material genético presente. As amostras de fezes
serdo alvo de andlise na ja citada complementacéo do estudo.

Os diagnoésticos de DC foram estabelecidos com base nos critérios
convencionais clinicos, radiolégicos, endoscépicos e histopatologicos (NIKOLAUS;
SCHREIBER, 2007). Além da avaliag&o clinica rotineira, a intensidade ou gravidade
da doenca foi classificada de acordo com os indices de Harvey-Bradshaw — figura 7
(HARVEY; BRADSHAW, 1980). Foram registrados resultados de exames
complementares recentes obtidos dos prontuarios, para comparacdo e andlise de
sub-grupos. O comportamento clinico dos pacientes com DIl foi avaliado através do

sistema de classificacdo de Montreal (SATSANGI et al.,, 2006). Dados clinicos e
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demograficos, e informacdes sobre o tratamento corrente dos pacientes com Dlls,

foram registrados.

Figura 7 — Indice de Harvey-Bradshaw para Avaliacio de Atividade Clinica da DC

Variavel Descrigao Escore
0 = muito bom
1=bom
2 = ruim
BEM ESTAR GERAL 3 = muito ruim

4 = péssimo

2 DOR ABDOMINAL 0 = nenhum
1=lveve
2 = moderado
3 = severo

3 N° EVACUAGOES LIQUIDAS / | 1=porm evacuagio

DIA . e

4 MASSA ABDOMINAL 0 =nenhuma Resposta: <3 pontos
1= duvidosa
2 = bem definida
3 = bem definida e dolorosa
1 ponto por item
* artralgia
* uveite

5 COMPLICAGOES « eritema nodoso
* tlcera aftdides
* pioderma gangrenoso
« fissura anal
« fistula anal
* abcesso

Fonte: elaborado pelo autor

Uma parte do sangue coletado destinou-se a estudos de biologia molecular,
no Laboratorio de Biologia Molecular e Prote6émica do Sangue (LABMOPS). Para tal,
foi realizada inicialmente a extracdo de RNA total do sangue utlizando um kit
comercial. O material biolégico obtido foi inicialmente processado no HUCFF da
UFRJ e posteriormente levado ao LABMOPS do Instituto de Quimica (IQ) da UFRJ,
para a realizacdo das técnicas de analise previstas. O transporte do material do
HUCFF para o LABMOPS foi realizado, utilizando recursos préprios, mediante a
contratacdo de empresa especializada do ramo, para guarda e conservacao do
material em temperatura apropriada e todos os cuidados necessarios com relacéo a

seguranca do servico

4.3 Microbiologia e Anélises Moleculares do Sangue e Fezes dos Pacientes

Os pacientes selecionados para o estudo foram submetidos, a entrada, a
coleta de 2 hemoculturas em veias periféricas diferentes, além de 5 ml de sangue
em um recipiente de coleta com EDTA, e de amostra de fezes em coletor especifico
(FecalSwab eNAT, Copan Diagnostics, Inc. USA), para posterior realizacdo de
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analises de Biologia Molecular.

No Laboratorio Central do HUCFF da UFRJ foram realizadas as fases iniciais
de cultura e isolamento de microrganismos. As amostras de sangue destinadas a
realizacdo das analises moleculares foram enviadas imediatamente para o
Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa da UFRJ, onde foram aliquotadas e
congeladas para posterior analise. As amostras foram transportadas em recipiente

térmico adequado para o transporte de amostras biolédgicas.
4.3.1 Microbiologia Classica

Dois pares de hemoculturas para bactérias foram coletadas para posterior
incubacdo em sistema automatizado Bact Alert® USA e, uma vez detectado
crescimento bacteriano em até 7 dias, procedeu-se a identificacdo bacteriana e
foram realizados testes de suscetibilidade aos antimicrobianos utilizando cartbes
para identificacdo de Gram-negativos e Gram-positivos no sistema automatizado
VITEK®. Caso houvesse a suspeicdo de crescimento de microrganismos
resistentes, a metodologia previu a realizagdo de testes adicionais a fim de
identificar as espécies, seguindo as recomendacdes do Manual of American Society
for Clinical Microbiology (ASM), além de testes fenotipicos e genotipicos
complementares para a caracterizacdo da resisténcia aos antimicrobianos. Dentre
os testes, poderiam ser incluidos, a determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM), a deteccéo da producdo de B-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL), a
deteccdo da producdo de Metalo-Beta-Lactamases (MBL), a deteccdo de
Staphylococcus Aureus Resistente a Meticilina (MRSA), testes fenotipicos para
identificacdo de fungos, e a detec¢cdo molecular de outros genes de resisténcia aos

antimicrobianos.
4.3.2 Métodos Moleculares

A analise do microbioma dos pacientes, incluindo as amostras de sangue e
fezes, foi realizada através de técnicas moleculares baseadas no sequenciamento
do gene que codifica para 0 RNA ribossomal 16S bacteriano, utilizando-se os

protocolos e orientagbes estabelecidos no projeto “Microbioma Humano”

(REEDST/RMPASEEIOIGN (CREASY et al., 2021). Inicialmente, o DNA foi extraido por


https://hmpdacc.org/

33

meio da utilizacdo de kits especificos para as amostras, sendo, em seguida,
armazenado a -80°C.

Posteriormente, os genes foram sequenciados através da tecnologia NGS.

Figura 8 — Workflow do Sequenciamento 16S rRNA por NGS
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Fonte: elaborado pelo autor

4.3.2.1 Extracédo e Quantificagcdo do DNA Metagendmico do Sangue dos Pacientes e
Controles

Para a realizacdo da extracdo de DNA foi utilizado um protocolo
adaptado baseado no protocolo “Purelink Genomic DNA Kits” (Invintrogen, Life
Technologies, EUA), com adicdo de tampéo de lisozima para a extracdo também do
microbioma dormente do sangue.

Como tampdo de digestdo, foi utilizado o tampdo de Lisozima
(Lisozyme Digestion Buffer) na concentracdo de 42.2 mg/ml. Foram adicionados 180
ul de tampéao de Lisozima (Lisozyme Digestion Buffer) aos 200 pl de sangue de cada
amostra. Para homogeneizagcdo as amostras foram vortexadas, seguindo para
incubacédo a 37°C por 30 minutos.
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Apés incubacdo foram adicionados 20 ul de RNAse A nas amostras e as
mesmas foram vortexadas e incubadas por 2 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, foram acrescentados 20 pl de Proteinase K e para homogeneizacéo
as amostras foram vortexadas. Foram acrescentados 200 pl de tampao de lise
(Purelink Genomics Lysing Binding Buffer) as amostras, sendo depois vortexadas e
seguindo para incubacdo a 55°C por 30 minutos. Finda a incubacdo, foram
acrescentados 200 pl de etanol as amostras, seguindo para homogeneizacdo em
vortex.

As amostras foram aplicadas em colunas contidas no kit e centrifugadas a
10.000 g por 1 minuto para que o DNA de interesse ficasse preso nas colunas. Em
seguida, foram acrescentados 500 pl de tampdo de lavagem 1 seguido de
centrifugagéo de 10.000 g por mais 1 minuto e, posteriormente foram acrescentados
500 pl de tampéao de lavagem 2, seguido de centrifugacdo a 10.000 g por 3 minutos.
Essas lavagens garantem que restos celulares se desliguem da coluna, ficando
ligado a ela somente o DNA de interesse.

Para a eluicdo do DNA as colunas foram colocadas em tubos Eppendorff
LoBind de 1,5 ml. Foram acrescentados nas colunas 50 ul de tampéo de eluicéo
(Purelink Genomic Elution Buffer, EUA), seguido de incubacdo de 5 minutos e
centrifugacéo a 13.000 g por mais 5 minutos. Esse processo foi repetido por 3 vezes
para obtencdo do DNA de interesse. Para a maior concentracdo das amostras as
mesmas foram secas no equipamento Savant DNA 20 Speed Vac Concentrator e
ressuspensas em 20 pl de 4gua nuclease free (Thermo Fisher, EUA) e desses 20 pl,
2 ul foram retirados para a quantificacdo no fluorobmetro Qubit 3.0 (Invitrogen, Life
Technologies, EUA) utilizando o Kit Qubit dsDNA HS Assay Kit, 500 assays
(Invitrogen, Life Technologies, EUA).

4.3.2.2 Amplificacdo do Gene 16S rRNA Através da Técnica de PCR e Purificacdo
dos Produtos da PCR

Foi utilizado o Kit lon 16S Metagenomics Kit, para a amplificacdo por PCR das
regides V2-4-8 e V3-6, 7-9 do DNA bacteriano 16S. Foram utilizados cerca de 250
ng de cada amostra e 3 ng de E. coli como controle positivo. Os produtos da PCR

foram purificados em estante magnética (DynaMag, EUA) com beads Agentcourt
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AMpure XP e o DNA bacteriano contido nas beads foi eluido com agua nucleasse

free e colocado em tubo Eppendorff LoBind de 1,5 ml.

4.3.2.3 Quantificagdo do DNA Bacteriano

Foram utilizados 2 ul de amostra para a quantificacdo do DNA bacteriano
utilizando o fluorémetro Qubit 3.0 (Invitrogen, Life Technologies, EUA) e o kit Qubit

HS DNA, EUA. Apdés a quantificacdo, as amostras apresentaram entre 2,5-8,8

ng/ul.

4.3.2.4 Construcéo da Biblioteca

Foram usados 2 kits para a construcdo da biblioteca: lon Plus Fragment
Library Kit e lon Xpress Barcode Adapters. Primeiramente os fragmentos de DNA
sao fosforilados pela enzima “end repair” contida no kit para que, posteriormente,
ocorra a ligacado dos adaptadores e barcodes em uma etapa chamada “nick repair”.
Depois disso, os fragmentos foram purificados com Agentcourt AMpure XP em
estante magnética DynaMag, EUA. Para a eluicdo das amostras, foram usados 20 pl
de Low TE e o sobrenadante foi transferido para um tubo de PCR de 0,2 ml. Como o
input inicial de DNA era sabidamente pouco e, por essa razéo, foi feita amplificacao
do material por PCR no equipamento Proflex (Thermo Fisher, EUA) antes da
determinacdo da concentracdo da biblioteca. Posteriormente, os produtos de PCR
foram purificados com Agentcourt e depois foi feita a Quantificacdo em PCR em
Tempo Real (QPCR) no equipamento Quantstudio 12K (Thermo Fisher, EUA)
utilizando o kit lon Universal Library Quantitation Kit, EUA. Para a quantificagdo em
gPCR foram feitas duas diluicBes da biblioteca (1:1000 e 1:10000) devido a sua alta
concentracdo. Entretanto, foi utilizada a diluicdo de 1:1000 j4 que as duplicatas da
diluicdo de 1:10000 estavam muito dispares.

Todos os kits e reagentes séo da Thermo Fisher Scientific, EUA.

4.3.2.5 Preparo do Template no lon PGM e Recuperacéo das Esferas

Para o preparo do template foram utilizados 3 kits: lon PGM HiQ View OT2
Reagentes; lon PGM HiQ View OT2 Solutions e lon OGM HiQ View OT2 Supplies,
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EUA. Para o preparo do template foi feita a diluicAo da biblioteca previamente
guantificada por gPCR para a concentracdo final de 100 pm estabelecida pelo
protocolo. Apés essa diluicdo, foi preparado um pool concentrado de 10 ul de cada
uma das bibliotecas e 0 mesmo foi preservado a 4°C para aguardar a inicializacéo
do equipamento. Apdés a inicializacdo do equipamento foi feita uma solugdo de
amplificacdo onde aconteceu a amplificacdo por emulsdo dentro de esferas
utilizando o kit lon PGM HiQ View OT2 Reagentes, EUA. Para o preparo desta
solucao de amplificacdo, foram usados 6,5 pl do pool de biblioteca diluida a 100 pm.
Findo o preparo da solugdo contendo todos os reagentes descriminados no
protocolo mais 6,5 pl do pool de biblioteca diluida, foram aplicados 1000 ul da
solucdo de amplificacdo + 1700 pl de lon One Touch Reaction Oil, EUA em um filtro
gue foi inserido no equipamento lon One Touch, complementar ao lon PGM, onde as
esferas foram preenchidas com amostras. Nesta etapa, a reacdo se da overnight e
as amostras precisam ser removidas do equipamento em até 16h apds o inicio da
corrida.

Finda a corrida, foram obtidas esferas preenchidas e esferas vazias e foi feita
a recuperacao apenas das esferas preenchidas através de centrifugacdo da solucéo
pds corrida, lavagem com 500 pl de lon One Touch Wash Solution, EUA,
centrifugacdo a 15.500 g por 3 minutos, descarte do sobrenadante deixando apenas

100 pl acima do pellet no tubo.

4.3.2.6 Enriquecimento e Determinacéo da Qualidade das Esferas

Foi utilizado o kit lon PGM Enrichment Beads para o enriquecimento das
esferas. Primeiro foi preparada a solucdo de Melt off contendo Teewn Solution e
NaOH 1M em um tubo Eppendorff LoBind de 1,5 ml, depois foram preparadas as
beads MyOne Streptavidin C1 e pipetadas em uma tira com 8 pocos, do poc¢o 1 ao 8
respectivamente, os seguintes reagentes: 1) Toda a solugcéo contendo os 100 pl das
esferas positivas, ou seja, recuperadas de amostra, 2) 130 ul das beads MyOne
Streptavidin C1, 3) 300 pl de lon Touch Was Solution 4) 300 ul de lon Touch Was
Solution 5) 300 ul de lon Touch Was Solution 6) poco vazio 7) 300 ul de Solugéo de
Melt off e 8) Poco vazio. Para o preparo do equipamento lon One Touch ES,
complementar ao lon PGM, foi adicionado em um tubo de 0,2 ml de PCR 10 pl de

Neutralization Solution presente no kit. A tira e o tubo de PCR com a solucéo de
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neutralizacdo foram inseridos no equipamento e, ap6s 35 minutos
aproximadamente, o tubo de PCR continha a amostra enriquecida. Deste tubo foram
retirados 2 ul para a determinacéo da qualidade das esferas no fluorometro Qubit 3.0
(Invitrogen, Life Technologies, EUA) utilizando o kit lon Sphere Assay. Foi feita a
leitura em dois comprimentos de onda: AF488 e AF647. Depois disso, a amostra foi

armazenada a 4°C até a proxima etapa.

4.3.2.7 Preparo do lon Torrent PGM, do Chip e Sequenciamento

Foram utilizados os kits lon PGM HiQ View Sequencing Reagents e lon PGM
HiQ View Sequencing Kit. Foi feita a limpeza do equipamento e de seus acessorios
com agua e cloro diluido e filtrado em filtro de 0,22 um. Apds a limpeza, o
equipamento foi preenchido com os devidos reagentes (ANTP, NaOH diluido em
agua nucleasse free, Wash Solution e Sequencing Solution). Para o carregamento
do chip foram pipetados diretamente no volume total de amostras 5 ul de Control lon
Sphere Particles, 12 ul de primer, avolumando para 27 pl com Annealing Buffer. Em
seguida, o tubo foi levado ao termociclador Proflex (Thermo Ficher, EUA) a 95°C por
2 minutos e, sem seguida, 37°C por 2 minutos. Apds esse procedimento as
amostras foram mantidas dentro do termociclador em temperatura ambiente até que
a corrida de sequenciamento fosse preparada.

No menu do equipamento lon PGM o chip a ser utilizado na corrida foi
checado para averiguar possivel vazamento em uma etapa chamada “Chip Check”.

Para a ligacdo da polimerase nas esferas, a amostra foi removida do
termociclador e foram adicionados 3 pl de lon PGM HiQ View Sequencing
Polymerase para um volume final de 30 pl seguido de incubagédo de 5 minutos em
temperatura ambiente.

Depois da verificacdo do chip o mesmo foi centrifugado em mini centrifuga
(Heraeus Megafuge Thermo Scientific, EUA) para que fosse removido o excesso de
liguido que ainda pudesse estar remanescente e para ser preenchido
adequadamente com o volume de amostra. ldealmente, amostras de média e alta
complexidade necessitam de 50.000 leituras cada, portanto, utilizamos o Chip 316
com capacidade para 50 amostras com 50.000 leituras cada, o que totaliza, 2.5
milndes de leituras. Como as amostras utilizadas foram amplicons de

aproximadamente 400 pb, a quimica utilizada para o sequenciamento 16S foi a de
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400 pb que, com a ligacédo de adaptadores e barcodes gera amplicons de 480 pb no
maximo.
A corrida foi programada e o chip com as amostras foi inserido no

equipamento para o sequenciamento.

4.3.2.8 Analises das Sequéncias Obtidas pela Plataforma lon Torrent PGM

Apbés a obtencdo e purificagdo do produto da PCR, foi realizado o
sequenciamento de nova geracdo na plataforma lon PGM Torrent da empresa
Thermo Fisher no LABMOPS do Laboratério de desenvolvimento tecnolégico do 1Q
da UFRJ.

As sequéncias geradas em arquivo lonXpress_029 rawlib.basecaller.bam
pelo software lon Reporter versdo 5.12 foram analisadas contra os bancos de dados
Curated MicroSEQ® 16S Reference Library versdo 2013.1 e Curated Greengenes
versao 13.5.

As analises das sequéncias foram realizadas de acordo com o workflow
Metagenomics 16S wl.1, onde os parametros sdo: primers estdo presentes nas
duas extremidades de cada fragmento; a porcentagem minima de cobertura de
alinhamento de cada sequéncia € de 90%; o numero de leitura necessario é de 10
leituras de cada fragmento para que seja considerado valido e, o valor da
porcentagem valida para criar uma identidade para o género identificado é de 97%.

As andlises de bioinformética das sequéncias foram realizadas com as bases
de dados dos programas Phylogenetic Investigation of Communities by
Reconstruction of Unobserved States (PICRUST) (https://picrust.github.io/picrust/) e
Statistical Analysis of Metagenomic Profiles (STAMP)
(https://beikolab.cs.dal.ca/software/STAMP) (PARKS et al. 2014).
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5 RESULTADOS

Nosso banco de dados original conta com amostra de sangue e fezes de 19
controles saudaveis, 21 pacientes com DC e 18 pacientes com RCU.

Os resultados aqui apresentados configuram uma avaliagao inicial de parte
dos pacientes incluidos no estudo; até o presente momento, foi realizada a avaliagéao
da composicao taxonbmica em amostras de sangue de um total de oito (N = 08)
pacientes controle e doze (N = 12) casos de pacientes com DC.

Ao observarmos os resultados preliminares, é importante ressaltar a
inesperada presenca de microrganismos da microbiota do sangue de individuos
saudaveis. Além disso, convém novamente destacar que estes resultados sao
preliminares de uma amostragem maior que cursou com pareamento fecal e

amostragem de pacientes com RCU.

5.1 Resultados em Relagdo Filos, Géneros, Vias de Sinalizacdo e

Caracteristicas Fenotipicas de DC

5.1.1 Caracteristicas de Pacientes e controles incluidos

No presente momento foram analisados dados de 12 pacientes com DC e 8
controles saudaveis. As caracteristicas etarias e fenotipicas dos pacientes constam

na tabela 1. A tabela 2 apresenta as caracteristicas etarias dos controles.
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Tabela 1 — caracteristicas etarias, fenotipicas, terapéuticas e de estagio inflamatério de
doenca dos pacientes analisados. A despeito da inclusao de 12 pacientes, houve falha no
sequenciamento de um deles o que justifica a presenca de apenas 11 andlises

TABELA DE CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Paciente Vo | COMEEED el | @mpereieii Cirurgia Manifestagso Tratamento com
endoscopica Extraintestinal antiTNF
DCPC11 18 Sim L3 B3 Sim Nao Sim
DCPC12 51 Néo L3 B2 Sim Nao Sim
DCPC3 61 Sim L2 B3 Ndo Sim Sim
DCPC2 59 Nao L1 B2 Nao Sim Nao
DCPC8 24 Sim L2 B3 Nao Nao Sim
DCPC5 33 Nao L3 B2 Nao Néao Sim
DCPC9 21 Sim L3 B1 Ndo Nédo Sim
DCPC1 56 Sim L1 B3 Sim Sim Sim
DCPC13 25 Sim L3 Bl Nao Sim Sim
DCPC7 52 Nao L2 Bl Nao Néao Nao
DCPC10 28 Sim L1 Bl Nao Nao Sim

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 2 — caracteristicas etarias dos controles saudaveis. A despeito da incluséo de 8
controles, houve falha no sequenciamento de dois deles o que justifica a presenca de
apenas 6 analises

TABELA DE CONTROLES

Controles |dades
DCCT5 56
DCCT4 32
DCCT2 54
DCCT6 30
DCCT7 20
DCCT8 19

Fonte: elaborado pelo autor

Todos os pacientes e controles saudaveis foram submetidos a coleta de 04
frascos de hemocultura (dois para germes aerobios e dois para germes anaerobios)

no mesmo momento da coleta da amostra para sequenciamento. Nenhum deste
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apresentou positividade na analise convencional de crescimento microbiano em

meios de cultura.

5.1.2 Resultados por Filo

Nossa analise identificou a presenca de DNA bacteriano circulante no sangue
contemplando um total de 17 diferentes filos. Destes 10 foram identificados em
pacientes e controle, 5 apenas em pacientes e 2 apenas nos controles (tabela 3 e
figura 9).

Tabela 3 — Representatividade de Todos os Filos Descritos nos Pacientes com DC e nos
Controles (CTRL) Saudaveis

TABELA COM FILOS IDENTIFICADOS ENTRE CONTROLES (CTRL) E PACIENTES COM CROHN
Filos Género

ilos CTRL & Crohn 10 Cyanobacteria

Tenericutes

Acidobacteria

Fusobacteria

Bacteroidetes

g
g
g

X . . Propionibacterium (classe Actinomycetia; ordem Propionibacteriales)
Actinobacteria . . X i
. Actinomyces (classe Actinomycetia; ordem Actinomycetales)

. . Neisseria (classe Betaproteobacteria; ordem Neisseriales)
Proteobacteria

Pseudomonas (classe Gammaproteobacteria; ordem Pseudomonadales)

. Staphylococcus (classe Bacilli; ordem Bacillales)
R . Anaerococcus (classe Clostridia; ordem Clostridiales)

. Streptococcus (classe Bacilli; ordem Lactobacillales)

. Abiotrophia (classe Bacilli; ordem Lactobacillales)
Chloroflexi

Deinacoccus-Thermus

ilos CTRL 2 Gemmatimonadetes
Chlamydiae

ilos Crohn 5 Nitrospirae
Nitrospinae

Planctomycetes
Lentisphaerae
Verrucomicrobia

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 9 — diagrama de Venn qualitativo analisado com os filos presentes em controles e em
pacientes

Filo CTR

Filo Crohn

Fonte: elaborado pelo autor

Importante destacar ainda que, diferentemente do descrito em alguns
trabalhos da literatura, ndo houve um aumento de Bacteroidetes e Proteobacteria
juntamente com uma diminuicdo na abundéancia de Firmicutes (MAN; KAAKOUSH;
MITCHELL, 2011). Este achado esta melhor ilustrado visualmente na figura 10 que
contempla os principais filos identificados (levados em considera¢do apenas os filos
representativos de mais de 1% em cada grupo).
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Figura 10 — Andlise Percentual dos Filos mais Prevalentes na Analise do Sangue de
Pacientes com Crohn e Controles Saudaveis

CTRL CROHN

Proteobacteria
20%

\\ Actinobacteria
47%

Proteobacteria
28%

Actinobacteria
36%

/

Bactéspidetes
_— 1
Firmicutes

Firmicutes
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Bacteroidetes
11%

M Acidobacteria M Actinobacteria M Bacteroidetes M Chlamydiae M Acidobacteria M Actinobacteria M Bacteroidetes M Chlamydiae
M Chloroflexi M Cyanobacteria M Deinococcus-Thermus M Firmicutes M Chloroflexi W Cyanobacteria M Deinococcus-Thermus B Firmicutes
M Fusobacteria M Gemmatimonadetes M Lentisphaerae M Nitrospinae M Fusobacteria M Gemmatimonadetes M Lentisphaerae H Nitrospinae
M Nitrospirae M Planctomycetes H Proteobacteria M Tenericutes M Nitrospirae M Planctomycetes M Proteobacteria M Tenericutes
M Verrucomicrobia M Verrucomicrobia

Fonte: elaborado pelo autor

5.1.3 Resultados por Géneros

No que tange a analise de DNA circulante representativo de géneros
bacterianos no sangue convém destacar que a abundéancia e a diversidade foram
semelhantes entre pacientes e controles saudaveis. Entretanto, impde-se a
observacdo de maior quantidade de DNA bacteriano presente no sangue de

pacientes do que dos controles saudaveis (figuras 11 a 14).

Figura 11 — a Alpha diversidade descreve a diversidade taxonémica (espécie, género,
familia, etc.) dentro de uma Unica amostra. A Beta diversidade descreve a diversidade
taxondmica (espécie, género, familia, etc.) entre maltiplas amostras. Os dados mostram que
a abundancia e diversidade de espécies identificadas dentro de cada grupo (controles e DC)
€ semelhante. Assim como as espécies observadas entre 0s grupos

Abundancia Diversidade

Shannon Chao 1 Observed_species

4000 100000 120.00

3.000 80000 400:00

60000 £0.00

2.000 60.00

40000

R 20000 000

20.00

0.000 0 0.00
mECcRL @ Crohn ECTRL @ Crohn ECRRL @ Crohn

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 12 — a) denota a porcentagem de leituras mapeadas em pacientes e controles
saudaveis. Estes dados corroboram que a quantidade de bactérias nas amostras de
pacientes foi superior a das amostras de controles saudaveis; b) diagrama de Venn com
avaliagdo qualitativa entre os géneros entre pacientes, controles e que sdo coincidentes em
ambos 0s grupos

200 Controles

= =
o w
o o

% mapped reads

w
o

@ Crohn @ Controles

Crohn

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 13 — analise quantitativa em Unidades Taxon6micas Operacionais “Operational
Taxonomic Unit” (OTUs). Esta andlise reforca a maior quantidade, assim como demonstra

tes exclusivamente em pacientes
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Figura 14 — nesta andlise, para melhorar a possibilidade de avaliagdo dos géneros mais
prevalentes, foi arbitrada a inclusdo apenas dos 30 géneros mais representativos. Tal
mensuracdo manteve a consideracao de OTUs

Figura de andlise dos 30 géneros mais representativos géneros por OTUs identificadas

Géneros identificados (OTUs)

30 géneros mais representativos

0.00 20000.00 40000.00 60000.00 80000.00 100000.00
® Propionibacterium ® Neisseria m Streptococcus Staphylococcus m Abiotrophia
® Acinetobacter W Anaerococcus MW Pseudomonas m Corynebacterium  ® Actinomyces
W Haemophilus M Granulicatella m Comamonas m Sphingomonas Gemella
Peptoniphilus u Finegoldia Serratia M Rothia M Brevibacterium
m Veillonella m Kocuria ® Porphyromonas m Bacillus = Microbacterium
Paracoccus Nocardioides Prevotella Massilia Methylobacterium

Fonte: elaborado pelo autor

5.1.4 Resultados por Atividade de Doenca

Conforme estabelecido na literatura vigente, a atividade de doenca foi definida
através de critérios de avaliacdo clinica (indice de Harvey-Bradshaw) e endoscopica
(classificacdo de SES-CD). Neste contexto, a avaliacdo taxondémica para filos, ndo
apresentou diferentes percentuais significativas em pacientes com Crohn em

atividade moderada ou em atividade acentuada (figura 10).
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Figura 15 — andlise taxonémica para filos em percentual de mapped reads evidenciando
padrao de filos semelhantes entre pacientes com Crohn em atividade moderada ou atividade
acentuada

ANALISE EM PORCENTAGEM DO PERFIL BACTERIANO POR FILO ENTRE CONTROLES E PACIENTES COM DIFERENTES ATIVIDADES ENDOSCOPICAS

FILOS IDENTIFICADOS
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[ Verrucomicrobia [ Tenericutes [l Proteobacteria [l Planctomycetes [l Nitrospirae [l Nitrospinae [ Lentisphaerae M imonadetes W Fusobacteria
M Firmicutes WM Deinococcus-Thermus [l Cyanobacteria [ Chloroflexi W Bacteroidetes W Actinobacteria [l Acidobacteria

Fonte: elaborado pelo autor
5.1.5 Resultados por Vias de Sinalizagédo

A tabela abaixo contempla as principais vias de sinalizagdo com diferenca
significante entre pacientes com Crohn e controles saudaveis. Este achado foi
alcancado apds andlise da média de prevaléncia entre as principais vias entre

pacientes com Crohn e os controles saudaveis (tabela 4).
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Tabela 4 — representatividade das vias de sinalizacdo mais representativas expressas nos
pacientes com Crohn e nos controles (CTRL) saudaveis

Meédia Crohn Média CTRL Razdo Crohn/CRTL

Via de sinalizagao

p53 signaling pathway

Colorectal cancer
Glycan biosynthesis and
metabolism

Lipopolysaccharide biosynthesis
Bile secretion
MAPK signaling pathway
Apoptosis

Adherens junction
Glycosaminoglycan biosynthesis
- chondroitin sulfate

TGF-beta signaling pathway
Tight junction
Focal adhesion

G protein-coupled receptors

Cytochrome P450

1759,461538

1741,692308

40019
185386,8462
530,2307692
21144,46154
6567,461538

0

2,307692308

137,1538462

351,5714286

350,4285714

8460,142857
42830,71429
131,2857143
5681,714286
2085

140943,8571

57369,42857
38,71428571
21140,28571
690,2857143
47796,42857

34268,57143

5,004563498

4,970177804

4,730298374
4,328362234
4,038754499
3,721493281
3,149861649

0

0

4,828170005

0,004002322

Fonte: elaborado pelo autor

Tendo em vista os resultados desta analise € possivel observar que as vias
associadas a carcinogénese e a inflamacao apresentam maior prevaléncia nos
pacientes com Crohn (como a via de sinalizacao do p53 e a via do cancer colorretal).

Além disso, é notdrio do aumento na via de LPSs.
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6 DISCUSSAO

z

A patogénese das Dlls € complexa e, nos ultimos anos, o conceito de
interactoma se estabeleceu como forma mais completa de designar a complexa rede
de interacdes entre as diferentes vias que contribuem para o desenvolvimento
destas patologias (SOUZA; FIOCCHI; ILIOPOULQOS, 2017). Essas interac0es entres
os diferentes “omas” — globalmente considerados os fatores ambientais (exposoma),
os fatores genéticos (genoma), os fatores imunolégicos (imunoma) e os fatores
relados a microbiota intestinal (microbioma) —, ha uma grande complexidade que
nao podera ser plenamente compreendida estudando de forma isolada cada um dos
grupos. O resultado final desta rede de complexas interacbes é a inflamacéo
intestinal mediada por disfungdes moleculares. Para postular e definir o interactoma
das Dlls sdo necessarios novos conceitos e ferramentas com o objetivo de
implementar avaliacdo sistematica. Assim sendo, almeja-se uma estratégia de
integracdo imparcial orientada por dados que revela os principais participantes do
sistema, identifica o0s principais impulsionadores da inflamacdo e permite o
desenvolvimento de terapias direcionadas. Ferramentas de bioinformatica poderosas
capazes de consultar e integrar varios —omas estdo disponiveis, permitindo a
integracéo de informacdes gendmicas, epigendémicas, transcriptémicas, protedmicas,
metaboldmicas e de microbiomas para construir um mapa molecular abrangente de
Dlls. Esta abordagem permitird a identificacdo de subtipos moleculares de Dlls,
correlagcdes com fendtipos clinicos e elucidagdo dos hubs centrais do interactoma de
Dlls que auxiliardo na descoberta de compostos que podem direcionar
especificamente os hubs que controlam a doenca (SOUZA; FIOCCHI; ILIOPOULQOS,
2017).

Ainda no que se refere ao processo que culmina em inflamacéo cronica e
inapropriada intestinal ha o conceito de DAMPs (padrdes moleculares associados a
danos). DAMPs sdo moléculas endégenas que, em condi¢cdes de lesédo celular, sdo
liberadas no meio extracelular por células necréticas e matriz extracelular, e
desencadeiam resposta inflamatoéria através da ativacdo do sistema imune (RANI,
2017). Tendo em vista o ineditismo da observacdo de DNA bacteriano circulante no
sangue de pacientes com doenca de Crohn, pode-se postular um possivel papel
destes como DAMPs e, com isso, atividade na perpetuacado de resposta imunolégica

inadequada.
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Além das hip6teses associadas a maior perpetuacdo e ativacdo da resposta
inflamatéria, nossos resultados denotam e corroboram a premissa inicial de maior
permeabilidade intestinal nos pacientes com Dlls jaA que foi evidenciada maior
guantidade de bactérias no sangue. Por outro lado, é importante destacar que este
achado de maior quantidade de DNA bacteriano circulante no sangue de pacientes
com DIl ndo apresentou diferenca entre pacientes com atividade moderada ou
acentuada da doenca. Neste contexto, a teoria inicial de que tal achado pudesse
contribuir como um novo biomarcador de “atividade inflamatoria” n&o se configurou
verdadeiro nesta amostra (figura 10).

Em relacdo a analise taxonbémica para filo, diferentemente do descrito em
alguns trabalhos da literatura de sangue e fezes, ndo houve um aumento de
Bacteroidetes e Proteobacteria juntamente com uma diminuicdo na abundancia de
Firmicutes (MAN; KAAKOUSH; MITCHELL, 2011). Nossa amostra cursou com
aumento percentual de Firmicutes, aumento de Proteobacteria e diminuicdo de
Actinobacteria. Esta ultima é especialmente relevante se considerarmos que neste
filo estdo contempladas as bactérias do género Bifidobacterium. Este € um género
de bactérias anaerdbicas e atua como probidtico beneficente para a saide humana.
As Bifidobactérias sdo uns dos maiores grupos de bactérias que compde
a microbiota intestinal. Estas residem no colon e promovem beneficios para a saude
de seus hospedeiros. Bifidobactérias estdo associadas a uma menor incidéncia de
alergias (BJORKSTEN et al., 2001) e também com a prevencdo do crescimento de
algumas formas de tumores (GUARNER; MALAGELADA, 2003).

Além disso, houve aumento percentual do filo Proteobacteria no grupo de
pacientes com Crohn. Este achado pode ser relevante justamente pelo sentido de
incluir um género de bactérias com possivel atividade patogénica aos seres
humanos e que culmina em maior atividade inflamatoéria. Para exemplificar uma das
principais classes patogénicas incluida neste filo, convém destacar a classe
Gammaproteobacteria. A classe possui varios grupos de bactérias de importancia
meédica e cientifica, como as familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e
Pseudomonadaceae. Um grande numero de agentes patogénicos para o homem e
animais integram a classe, entre eles, Escherichia coli, Salmonella sp., Yersinia
pestis, Vibrio cholerae e Pseudomonas aeruginosa (GARRITY; BELL; LILBURN,
2005). O aumento deste filo em pacientes com Dlls ja foi extensamente evidenciado
na literatura (ALDARS-GARCIA; CHAPARRO; GISBERT, 2021).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo_anaer%C3%B3bico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Probi%C3%B3tico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Flora_intestinal
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3lon
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tumor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vibrionaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pseudomonadaceae

50

Em relacdo a analise taxondmica de géneros, algumas diferencas principais
mereceram maior destaque e pesquisa na literatura, a saber: aumento nos pacientes
de Neisseria, aumento nos pacientes de Pseudomonas, aumento nos pacientes de
Streptococcus, aumento nos pacientes de Abiotrophia, diminuicdo nos pacientes de
Staphylococcus e diminuigdo nos pacientes de Propionibacterium. Estas diferencas
tornam-se importantes ndo apenas pelas especificidades de aumento e/ou
diminuicdo, como também pela quantidade de bactérias ter sido maior em pacientes
do que em controles sem alterar de forma significativa a abundancia e a diversidade.
Este dltimo para o sangue difere do conceito ja bem estabelecido na literatura para
fezes e amostras teciduais. Nestas ha diferencas significativas de quantidade e
diversidade entre a microbiota intestinal de pacientes e controles saudaveis. O
padrdo de disbiose mais associado as Dlls evidencia diminuicdo de bactérias
comensais, particularmente, Firmicutes e Bacteroidetes e aumento relativo de
espécies bacterianas da familia Enterobacteriaceae (filo Proteobacteria).

No que se refere a variabilidade nos resultados encontrados na literatura, esta
pode ser, em parte, devido aos requisitos de cultura exigentes das formas
deficientes da parede celular (“formas L") de Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis (MAP), que estédo presentes na DC. As taxas de deteccdo de DNA
de MAP em tecidos de pacientes com DC usando uma PCR especifica variam de
0% a 100%. Numerosas outras bactérias especificas foram propostas como agentes
causadores de DC, incluindo Pseudomonas maltophilia, Mycobacterium kansasii,
Chlamydia trachomatis, Bacteroides fragilis e Listeria monocytogenes. Assim como a
MAP, P. maltophilia e M. kansasii foram identificados inicialmente nos tecidos de
pacientes de Crohn como “formas L”. Este ndo é de forma alguma um fenédmeno
raro, pois uma variedade de outras bactérias, como Enterobacteriaceae,
Staphylococcaceae e Streptococcaceae, foram cultivadas a partir de tecidos de
pacientes com DIl (mas ndo de individuos de controle) também como “formas L”. (
HERTOGH et al. 2008). Assim sendo, de forma comparativa com nossos achados
para 0 sangue, estes resultados sdo consistentes se considerarmos o género
Streptococcaceae e inconsistentes para o género Staphylococcaceae.

Em estudo de avaliacdo transversal do perfil de microbiota intestinal na
populacdo italiana, os autores identificaram o0s seguintes achados: em nivel de
género, Escherichia, Faecalibacterium, Streptococcus, Sutterella e Veillonella todos

aumentaram significativamente no grupo DII, enquanto Bacteroides, Flavobacterium
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e Oscillospira geni todos diminuiram. Nos pacientes com DC, apenas Escherichia e
Veillonella aumentaram significativamente e, entre os géneros que diminuiram,
também Prevotella diminuiu significativamente. Curiosamente, neste grupo o género
Faecalibacterium diminuiu em relagcdo ao grupo controle, ao contrario do observado
na DIl como um todo e na RCU grupo (SANTORU et al., 2017). Considerando-se 0
género Streptococcus, tais achados sdo compativeis com nossa analise.

Convém destacar ainda o possivel papel do género Pseudomonas. Estudos
mostram que, assim como a Yersinia, Pseudomonas supostamente atua como
gatilho na DC doenca (NAGALINGAM; LYNCH, 2012; SCALDAFERRI et al., 2013;
WANG; GARRITY; TIEDJE; COLE, 2007). Este achado é compativel com nossa
analise para o sangue. Considerando-se que a quantidade de DNA bacteriano
sanguineo presente pode ou ndo vir a ter papel crucial na ativacdo da resposta
imunoldgica, este género surge como possivel diferencial de gatilho para a resposta
inflamatéria inapropriada.

No que tange a ativacdo de vias da resposta imunoldgica, dois géneros
bacterianos identificados surgem como potenciais gatilhos em analises multi-6Gmicas
(PRIYA et al., 2022). Neste aspecto, considerando-se apenas redes multi-dmicas
para as Dlls, os géneros Peptostreptococcus e Granulicatella (ambos do filo
Firmicutes) sdo marcadamente mais presentes (pelo menos cinco vezes mais) nos
pacientes com DC do que no sangue de controles saudaveis. Estes, em analise
multi-Omica, ativam as vias de sinalizagdo integrina betal e celular RAC1,
respectivamente. Com isso, podem contribuir para a resposta imunoldgica
exacerbada que culmina nos sintomas da DII.

Tendo em vista os resultados sobre as vias de sinalizacdo, € possivel
observar que as vias associadas a carcinogénese e a inflamacao apresentam maior
prevaléncia nos pacientes com Crohn (como a via de sinalizagcdo do p53 e a via do
cancer colorretal). Além disso, € notorio 0 aumento na via de LPSs. Estes achados
nos parecem interessantes pois, conforme previamente mencionado anteriormente ,
a liberacdo da endotoxina LPS constituinte de bactérias Gram-negativas
desempenha papel importante na homeostase intestinal, incluindo o controle da
morte celular na mucosa, que permite a translocacdo entre o intestino, o sangue e
outros tecidos (RHEE, 2014).

Ademais, além do ineditismo na identificacdo DNA bacteriano circulante, no

sangue de pacientes com Crohn, também nos parecem muito relevantes as
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hipéteses correlatas dai advindas, que nos fazem inferir a existéncia de alteracdes
na permeabilidade de mucosa. A Auséncia das vias de sinalizacdo Adherens
junction e Tight junction poderiam contribuir para este aumento de permeabilidade.
Assim sendo, nossa andlise sobre vias de sinalizagdo denotou duas
circunstancias distintas e que culminam em uma premissa clinica de correlagdo
absolutamente plausivel. Apesar desta plausibilidade, careceremos de mais
pacientes e da continuidade de analise dos nossos dados para melhor
esclarecimento se tais correlagdes poderiam ou ndo vir a ser se configurar
causalidades. O primeiro grande grupo de circunstancias que identificamos com
razdo aumentada em pacientes com DC sdo as vias de sinalizacdo para cancer
colorretal e do p53. Sabidamente estas vias estdo associadas a maior risco de
desenvolvimento de neoplasias de trato gastrointestinal e a maior resposta
inflamatoria. Ambos sdo fendmenos absolutamente presentes em pacientes com DII.
Ademais, o segundo grande grupo de alterac6es culmina em alteraces multibmicas
tedricas que expressam a maior permeabilidade da mucosa intestinal, a maior
guantidade de defeitos da mucosa gastrointestinal e a maior dificuldade de inibir a
resposta inflamatéria. Este segundo grande grupo se manifesta pela quantidade
extremamente baixa da expressédo das vias de sinalizacdo de Adherens junction,
Tight junction, Focal adhesion, Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate
e TGF-beta signaling pathway nos pacientes com Crohn, quando comparados aos

controles saudaveis (vide tabela 4).



53

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

De uma maneira geral, o projeto teve por objetivo evoluir na compreensao da
patogénese das Dlls, doencas crénicas de elevada morbidade e de alto custo social.
Todos os dados do estudo serdo prontamente disponibilizados e os resultados do
trabalho serdo submetidos a publicacdo em periddicos indexados de circulagéo
internacional.

Com a complementacéo do projeto, pretendemos fortalecer as colaboracdes
locais, dentro da propria instituicdo, viabilizando a interacdo de diferentes
laboratérios e departamentos, o que configura e concretiza o carater multidisciplinar
da pesquisa. Com o apoio do LABMOPS do IQ e o Laboratério de Imunologia
Celular do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFRJ, faremos as andlises de

mediadores inflamatdrios e todos os métodos moleculares envolvidos na proposta.
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8 CONCLUSAO

Nossos resultados indicaram dados inéditos na avaliacdo da existéncia de
maior quantidade de DNA bacteriano circulante no sangue de pacientes com doenca
de Crohn. Através de andlise taxonémica no sangue de pacientes com Crohn e
controles ficou comprovada a maior presenca de DNA bacteriano circulante no
sangue dos pacientes com a doenca inflamatéria intestinal (DII).

Contudo, a presenca de maior quantidade de DNA circulante evidenciada néo
demonstrou correlagdo com o grau de atividade da DIl. Assim sendo, estes
resultados iniciais ndo sugerem que o DNA circulante tenha papel como marcador

inflamatorio para atividade de doenca.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

MNome do Paciente:

Titulo do projeto; “A importincia da presenca de microrganismos ne sangue de pacientes com deencas

inflamatérias intestinais™

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa realizada pelo Hospital Clementino
Fraga Filho da UFRIJ. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Clementino Fraga Filho da UFRJ. A causa das doencas inflamatonias infestinais ainda ndo € conhecida, mas
atualmente acredita-se que os micrébios intestinais tenham wma participacio importante. Esses microbios
estio alterados no intestino dos pacientes, e talvez possam passar para o sangue. Por este motivo, vocé esta
sendo convidado a participar deste estude, que tem por objefive analisar os microbios das fezes e ver se eles
também estio presentes no sangue.

Sua parficipacdo € inteiramente voluntaria, 1sto €, vocé pode optar por ndo participar ou se refirar a
qualquer momento do estudo. Embora nio haja garantia de qualquer beneficio pessoal, a sua participacio na
pesquisa certamente ajudara para o avango do conhecimento cientifico nesta area. E importante que vocé
saiba que os cuidados e tratamentos clinicos serdo realizados normalmente, nio havendo nenhum prejuizo
para o seu caso. Caso concorde em participar da pesquisa, o seu consentimento sera obtide no momento do
atendimento no ambulatério ao qual vocé pertence. Mas a sua decisdo ndo precisa ser imediata. Ao ser
convidado, vocé deverd ler este documento com calma, consultando, se necessario, seus familiares ou outras
pessoas que possam ajuda-lo na tomada de decisio. Entretanto, vocé so sera convidado se estiver em
acompanhamento regular, com exames em dia, solicitados pelo seu médico, dentro da rotina de exames do
Servico onde vocé é acompanhado. O resultado do exame oferecido nesta pesquisa sera usado para comparar
com o5 resultados dos exames de rotina e sua avaliacio clinica.

Sua participacdo neste estudo consiste em doar uma amostra de fezes e uma pequena amostra de
sangue, em duas ocasides com intervalo de 5 a 7 meses. Vocé devera autorizar o depésito. o armazenamento
e a utilizacio do material de sangue e fezes, para andlise posterior, além da utilizagio de dados clinices, de
exames laboratoriais, de exames de imagem (tomografia computadorizada ou ressenincia magnética), de
endoscopia intestinal (também chamada de colonoscopia), e de bidpsias, que constam de seu prontuirio. O
sangue sera colhido de uma veia do brago, na ocasido da assinatura deste termo de consentimento.

Riscos/Desconfortos

A pesquisa envolve a avaliacdo clinica e os exames laboratoriais a serem realizados no sangue & em amostra
de fezes. A coleta de sangue € muito simples, e é feita em veia do braco, tal como para outra coleta de
exames de rotina. Entretanto, pode haver pequeno desconforto no local da introdugio da agulha e, raramente.
pode acontecer pequenc sangramento on surgir pequena mancha roxa no local De toda maneira, em caso de
danos, vocé recebera assisténcia (integral e imediata). de forma gratuita. Alem disso. vocé podera requerer
indenizacio por conta de danos e até de ressarcimento de gastos decorrentes da pesquisa, inclusive para seus
acompanhantes.

Confidencialidade

As mformacdes contidas em sua ficha clinica ou prontuirio serdo guardadas pelos médicos envolvidos no
estudo e serio manuseadas de forma confidencial Nenhum paciente sera identificado no trabalho que
resultar dessa pesquisa. Entretanto, vocé podera ter acesso aos resultados dos exames realizados durante o
estudo.

Beneficios
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Os dados fornecidos ao projeto de pesquisa poderdo contribuir para um maior conhecimento sobre a doenca
inflamatoria intestinal e na preven¢do do cincer de mfestino. Isso pode melhorar o tratamento de pessoas
com a mesma condicio que vocé.

Alternativas

Se vocé nio guiser participar do estudo ou desejar sair do projeto durante o seu andamento, sua situacio
presente ou futura come paciente nio sera afetada.

Custos

WVocé nio serd cobrado(a) pela participagio no estudo. Os custos dos exames serdo cobertos pelo estudo.
Reembolso

Caso necessario, vocé receberd ressarcimento de quaisquer despesas suas e de seus acompanhantes, tais
como transporte e alimentacde. para a participagdo no estudo, com recursos pessoais do pesquisador
responsavel.

Questdes

Caso necessite de qualquer esclarecimento adicional ou tenha alguma duvida, vocé podera entrar em contato
com 0 pesquisador: Dr. Heitor Siffert Pereira de Souza, no endereco: Rua Prof Reodolpho Paulo Rocco 255,
Servico de Gastroenterologia, 4° andar — tel: (21) 3938-2326 ou (21) 98840-6475.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) que aprovou esse estudo também poderd esclarecer suas duvidas:
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) Hospital Clementino Fraga Filho, CEP/HUCFF/FM/UFRJ, 7o andar, ala
E. de segunda i sexta-feira das §:00 as 16:00. Tel: 3938-2480 e FAX: 3038-2481; email: cep@hucff ufrj br.
O Comité de Etica em Pesquisa é um o6rgio que controla as questdes éticas das pesquisas na instituicio e tem
como nma das principais funcdes proteger os participantes da pesquisa de gqualquer problema.

A PARTICIPACAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA
Li e concordo em participar da pesquisa. Vocé que é participante de pesquisa tem direito a uma via do TCLE
assinada e rubricada em todas as paginas.

COMPLETE OS ITENS ABAIXO COM A SUA ASSINATURA E DATA
Consentimento do paciente adulto

Eu li e compreendi as explicagdes sobre este estudo e me foi dada a chance de discutir e fazer perguntas.
Fornego aqui 0 men consentimento para participacio no protocolo de estudo.

Assinatura do participante de pesquisa/tesponsivel legal Data (DD/MM/AAAA)

ESTE DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO FOI APROVADO PARA USO A PARTIR DE:
I

Assinatura do pesquisador Data (DD/MM/AAAA)
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ANEXO B — Aprovagcao pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

UFRJ - HOSPITAL
UNIVERSITARIO CLEMENTINO «£-) Plataforma
FRAGA FILHO DA g%“"'
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO DE JANEIRO /HUCFF-
UFRJ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A importancia da presenga de microrganismos no sangue de pacientes com doengas
inflamatérias intestinais.

Pesquisador: Heitor Siffert Pereira de Souza

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 29758920.0.0000.5257

Instituigao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.983.502

Apresentagao do Projeto:
Protocolo 056-20. Respostas recebidas em 30.3.2020.

As informacdes colocadas nos campos denominados "Apresentagdo do Projeto", "Objetivo da Pesquisa" e
"Avaliagdo dos Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo intitulado
“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1511936.pdf’, postado em 30/03/2020.

Introdugéo:

As doencgas inflamatoérias intestinais (Dlls), incluindo a doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa (RCU)
consistem de condigdes cronicas caracterizadas por manifestagdes persistentes e recidivantes de origem
multifatorial. Embora os mecanismos patogénicos exatos responsaveis pelo desenvolvimento das Dlls
continuem relativamente obscuros, a hipbtese atual mais aceita € a de que essas doengas resultem da
interagédo de fatores ambientais, predisposi¢do genética, e respostas imunitarias inapropriadas. Tais
interagdes formam uma rede patolégica complexa, fazendo das Dlls um modelo conveniente e aplicavel
para a pesquisa de interacdes hospedeiro-

Enderego: Rua Prof. Rodolpho Paulo Rocco N°255, 7° andar, Ala E

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21.941-913
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3938-2480 Fax: (21)3938-2481 E-mail: cep@hucff.ufrj.br
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ol

Biologico / 2020_Declaracao_materiais_DIl_Microbi| 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito

Biorepositério / oma.pdf 19:02:24 |de Souza

| Biobanco

Outros 2020 Declaracao_Guarda de Material | 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito
DIl_Microbioma.pdf 18:55:25 |de Souza

Qutros 2020_Declaracao_resultados_DIl_Micro| 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito
bioma.pdf 18:47:09 |de Souza

Declaragéo de 2020_Carta_Anuencia_CEP_DII_Microby 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito

Instituigdo e oma_HUCFF.doc 18:41:59 |de Souza

| Infraestrutura

Orgamento 2020_DIl_Sangue_Microbioma_Orcame| 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira Aceito
nto_Mar_28.doc 18:40:44 |de Souza

Outros 2020_Anuencia_LabMops_Luciana_Pizz] 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito
atti Mar 28.pdf 18:39:06 |de Souza

Outros 2020_Carta_Anuencia_CEP_DIl_Microby 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira Aceito
oma_Ambulatorio_assinatura.pdf 18:38:31 _|de Souza

Outros 2020_Carta_Anuencia_CEP_DII_Microby 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira Aceito
oma_LabMulti_assinatura.pdf 18:37:52 |de Souza

Outros 2020 Carta_Anuencia_CEP_DII_Microby 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito
oma_Gastro assinatura pdf 18:36:55 |de Souza

Projeto Detalhado / | 2020_DIl_Sangue_Mlicrobioma_27_Mar.| 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito

Brochura doc 18:35:58 |de Souza

igador

Cronograma 2020 _DIl_Sangue_Microbioma_Cronogr| 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito
ama_Mar_28.doc 18:35:35 |de Souza

TCLE /Termos de [2020 DIl_Sangue Microbioma TCLE ] 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito

Assentimento / ontrole_Mar_28.doc 18:32:47 |de Souza

Justificativa de

Auséncia

TCLE /Termos de [2020_DIl_Sangue_ Microbioma TCLE_ | 30/03/2020 |Heitor Siffert Pereira | Aceito

Assentimento / Mar_28.doc 18:32:25 |de Souza

Justificativa de

Auséncia

Outros DIl_Microbioma_Folhaderosto_Fez 202| 05/03/2020 |Heitor Siffert Pereira Aceito
0.pdf 16:43:28 |de Souza

Folha de Rosto folhaDeRosto_5_fev_2020.pdf 05/03/2020 |Heitor Siffert Pereira Aceito

16:42:32 _|de Souza
Declaragéo do DIl_Sangue_Microbioma_Outorga_Apoi | 14/02/2020 |Heitor Siffert Pereira Aceito
Patrocinador o_Pesqg Clinica_2017_ Faperj pdf 18:37:03 |de Souza
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INTEGRATING HPSC-DERIVED 3D ORGANOIDS AND MOUSE GENETICS
TO DEFI A NOVEL ROLE OF YAP IN ESOPHAGEAL DEVELOPMENT
Dominique Bailey, Yongchun Zhang, Benjamin J. van Soldt, Ming Jiang, Wellington V.
Cardoso, Jianwen Que

Background: The development of the esophagus results from the balanced coordination of
esophageal progenitor cell (EPC) proliferation and differentiation. Much remains unknown
about the molecular mechanisms related to the development of the esophagus. YAP is an
important regulator of proliferation in several endodermal derived organs; however, the role
of YAP in esophageal development remains to be elucidated. We hypothesize that YAP is
required for the proliferation and stratification of EPCs in the developing esophagus. To
address this we used genetic mouse models and 3D human pluripotent stem cell (hPSC)-
derived esophageal organoids to evaluate the role of YAP in esophageal development. M
¢; Yap™**¥ mutants to examine the role of Yap deletion
in the developing mouse esophagus. To investigate the effect of Yap overexpression we
generated Shh-Cre;Yap#"#;R26"**** mutants in which endogenous Yap is replaced by
constitutively nuclear Yap. We utilized our previously established protocol to generate EPCs
from human pluripotent stem cells (hPSCs) that are able to self-renew and differentiate into
a stratified squamous epithelium in 3D organoid culture. We treated hPSCs-derived EPCs
with the YAP mnhibitor Verteporfin to examine its effects on proliferation and differentiation
of EPCs. Results: Deletion of Yap in the mouse esophagus reduces the number of epithelial
layers and lumen size. Reduction of the numbers of p63*, pHH3* and Edu* EPCs suggests
that EPC proliferation is affected by Yap loss. Deletion of Yap affects stratification, as seen
in the reduction in the thickness of the Krt13* epithelium and reduction of Kn8* suprabasal
cells. Yap overexpression causes a hyperplastic phenotype of the epithelium in which the
thickness of basal cell layers (p63* Krt5*) and differentiated cell layers (Krt13*) are increased.
Additionally, the number of p63* basal cells and pHH3* proliferating epithelial cells are
increased. YAP inhibition with Venteporfin reduces the number and size of esophageal
organoids. Consistently, YAP knockdown by siRNA reduces the numbers proliferation (Ki67+)
of EPCs and stratification of hPSC-derived esophageal organoids. Conclusions: Our results
show that YAP plays a conserved role in the development of the mouse and human esophageal
epithelium by regulating EPC proliferation. Notably, YAP has been shown to be increased in
dysplastic esophageal epithelium and esophageal squamous cell carcinoma. Future directions
include evaluating whether YAP can act as an oncogene to transform these EPCs at early
stages of these malignancies. Keywords: esophagus, basal progenitor cells, YAP, human
embryonic stem cells, 3D organoids, development, proliferation, differentiation

ods: We deleted Yap using Shh-C
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LRIG3 RESTRICTS THE SIZE OF THE COLONIC STEM CELL NICHE
Janelle M. Stevenson, Ryan Sayegh, Natalie Pedicino, Natalie Pellitier, Timothy W.
Wheeler, Robert J. Coffey, Annie E. Zemper

Background and Aims. The colonic epithelium is a dynamic tissue that regenerates weekly
supported by a heterogenous population of cells. This continual and dynamic process of
proliferation and migration to the top of the crypt requires a high degree of regulation from
the stem cells (Lrigl+) and deep crypt secretory cells (Reg4+) in the stem cell niche. The
aim of this study was to evaluate the molecular mechanisms by which Lrig3, a previously
Lll'l(hﬂl'i\(l&‘ﬂ:‘d PTL\[[’IH in lh(‘ colonic Cl"\'p[. ma‘\' bC ln\'Ol\'Cd n CO]OHI( L'l")'P[ hOn\CGSl(\SISA
specifically stem cell niche expansion. Methods. As Lrig3 is previously uncharacterized in
the colon, we first compared wildtype crypts to a novel Liig3" mouse line that has exons
4-12 (of 19) excised resulting in a stop codon and a truncated protein. We used both
RNAScope in situ hybridization and immunofluorescence (IF) analysis to determine Lrig3
expression patterns. To quantify molecular changes in protein expression of known colonic
epithelial regulatory pathways in Lrig3" mice, we used morphometric analysis of H&E
staining, in situ hybridization, western blot and IF analysis. Results. RNA and protein
expression patterns show Lrig3 expressed throughout the colonic crypt including stem,

progenitor, and differentiated cell types (n=6n=8). Quantification of total colon length showed
that despite a smaller body size, the colons are significantly longer from cecum to rectum
in the Lrig3™ mice (n=21; p=0.0159). The colonic mucosa was measured, and quantified,
to find Lrig3" mice have a significantly greater mucosal area (n=9;p=0.00489) through a
significant increase in total number of cells per crypt (n=8; p=0.0136). As the mucosal area
of Lrig3” mice is expanded, we analyzed the expression of stem cell marker Lrigl in Lyig3"
mice. We found a significant increase in Lrigl protein expression, where Lrigl is expressed
much higher in the crypt than in WT (n=9; p<0.001). To analyze potential stem cell niche
expansion, deep crypt secretory marker Reg4 was quantified and found to have significantly
more Reg4+ cells in the lower portion of the crypt but not the upper portion (n=15;
p<0.0001,p=0.07). Conclusion. Our study demonstrates that in the absence of Lrig3, niche
stem cells and deep crypt secretory cells expand outside of the crypt base. Currently, this
expansion is limited to the stem cell niche and not cells in the transit-amplifying zone and
differentiated cells at the top of the crypt, indicating that the loss of Lrig3 leads to a stem
cell niche expansion in colonic crypts. Along with expansion of the crypt stem cell niche
we see an overall increase in total number of cells per crypt, mucosal area, and colon length;
in an animal that is significantly smaller than WT. In summary, our study provides insight
into regulation of the stem cell niche and the morphological changes that accompany
this dysregulation.
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A DORMANT BLOOD MICROBIOME MAY UNDERLIE THE PERSISTENT
AND RELAPSING INFLAMMATION OF CROHN'S DISEASE

Fernando M. Castro, Gabriella Poralla, Aline Cristina A. Moreira-Souza, Katia S. Farias,
Patricia T. Santana, Siane Rosas, Morgana T. Castelo-Branco, Luciana Pizzatti, Heitor S. de
Souza

Background and aims: Gut dysbiosis has been shown to affect intestinal epithelial barrier
function, thereby providing an access of microorganisms into the body, resulting in atopobiosis,
i.e. the appearance of members of the gut microbiome in the wrong place, including the
blood. Therefore, we hypothesized that a viable aberrant blood microbiota can reflect gut
dysbiosis, and might disrupt systemic homeostasis playing a role in IBD development and
progression. Methods: Blood and fecal samples were prospectively collected from outpatients
with Crohn’s disease (CD), and healthy controls, after an overnight fast. Blood aliquots
were separated and immediately processed for nucleic acids isolation for 165 rRNA gene
sequencing, transmission electron microscopy (TEM), live and dead staining of blood smears
anal at the confocal microscopy, and measurement of circulating cytokines and lipopoly-
saccharide, by ELISA. Analyses were performed in the context of clinical activity, endoscopic
index of severity, magnetic resonance enterography, plasma C-reactive protein, and fecal
calprotectin, and aerobic and anaerobic cultivation of blood. Results: In this preliminary
study, our results confirmed the existence of a dormant blood microbiome, considering that
molecular analysis identified microorganisms, whereas blood cultures were negative in all
individuals studied (CD, n=12; controls ). Here, blood microbiome phylum compositions
appear to concur with previous findings in buffy coat samples from patients with liver diseases
as well as healthy individuals, but differed from the gut microbiome, where Bacteroidetes
and Firmicutes predominate. Although comparative analysis matching fecal samples of the
same individuals is yet to be performed, results from the blood suggest that most microbial
communities are probably originated in the gut. In contrast to the expected lower alpha-
diversity of fecal samples from CD patients, microbial analysis of blood samples revealed
similarities with controls. However, a pronounced difference in beta-diversity was demon-
strated. In the blood, relative abundances of Proteobacteriaand of Bacteroidetes were detected
in patients with CD (more so in active disease, ileal localization, and inflammatory behavior),
while Actinobacteria predominated among the controls. Confocal analysis revealed that most
m&cmorgamsms are \'lﬂhlf Detection D[ structures compallb]e \\'"h ml(mm'g{lnlsms was
further corroborated by TEM, identifying predominantly isolated microorganisms in controls,
and complex aggregates in CD, in the vicinity of red cells. Conclusion: In CD, a dormant
blood microbiome may reflect gut dysbiosis and contribute as a potential biomarker for the
identification of specific disease phenotypes, hopefully anticipating disease relapses and
bringing new insights into strategies for microbiome-targeted therapeutic interventions.
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DYNAMICS OF INTESTINAL INFLAMMATION AND MICROBIAL
DYSBIOSIS IN PREGNANT WOMEN WITH INFLAMMATORY BOWEL
DISEASE AND THEIR INFANTS

Eun Soo Kim, Leonid Tarassishin, Caroline Eisele, Amélie Barré, Anne Thjomoe, Einar
Mork, Marla C Dubinsky, Joanne Stone, N Nair, Anketse Debebe, Kelly Hawkins, Alexa
Rendon, Joao Sabino, Joana Torres, Jean Frederic Colombel, Inga Peter, Jianzhong Hu

Background: Inflammatory bowel disease (IBD) often affects women during their reproduc-
tive years; however, the effect of pregnancy on disease course remains poorly understood.
We aimed to assess intestinal inflammation in IBD patients compared to controls as measured
by fecal calprotectin (FC). We also investigated whether maternal IBD diagnosis was associ-
ated with altered FC in the offspring and if there were particular bacterial taxa that correlated
with FC levels. Methods: Pregnant women with or without IBD and their infants were
prospectively enrolled in the MECONIUM (Exploring MEChanisms Of disease traNsmission
In Utero through the Microbiome) study between March 2015 and August 2018. FC levels
at each trimester of pregnancy and in babies throughout the first 3 years of life were measured
using a quantitative enzyme immunoassay (CALPRO AS, Norway). Multivariate regression
analysis was applied to investigate FC levels. Stool microbiota composition in the maternal
and baby stool was assessed using 16s rRNA sequencing. Results: Overall, 614 fecal samples
from 341 mothers (90 IBD, 251 control) and 1,005 fecal samples from 290 infants (born
to 76 mothers with and 214 without 1BD) were analyzed. FC levels in pregnant women
with IBD were substantially higher than in control pregnant women (p<0.001 at every
trimester) regardless of IBD type (Crohn’s Disease vs. ulcerative colitis). In IBD mothers,
FClevels showed a decline during pregnancy (pg/g, median (interquartile range); 1* trime:
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