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RESUMO 

 

As Doenças Inflamatórias Intestinais, incluindo a Doença de Crohn e a 

Retocolite Ulcerativa consistem de condições crônicas caracterizadas por 

manifestações persistentes e recidivantes de origem multifatorial. Embora os 

mecanismos patogênicos exatos responsáveis pelo desenvolvimento das Doenças 

Inflamatórias Intestinais continuem relativamente obscuros, a hipótese atual mais 

aceita é a de que essas doenças resultem da interação de fatores ambientais, 

predisposição genética, e respostas imunitárias inapropriadas. Tais interações 

formam uma rede patológica complexa, fazendo das Doenças Inflamatórias 

Intestinais um modelo conveniente e aplicável para a pesquisa de interações 

hospedeiro-microbioma. Mais recentemente foi demonstrado que a microbiota 

intestinal se encontra alterada nas Doenças Inflamatórias Intestinais, apresentando 

grande heterogeneidade entre os subtipos de Doenças Inflamatórias Intestinais e 

também entre os indivíduos. Portanto, as Doenças Inflamatórias Intestinais parecem 

representar o modelo mais abrangente para o entendimento do papel do microbioma 

em doenças inflamatórias complexas. A existência de reservatórios de 

microrganismos poderia oferecer uma explicação para a inflamação persistente de 

baixa intensidade característica das Doenças Inflamatórias Intestinais. O 

comprometimento da barreira intestinal, primário ou secundário à própria disbiose 

intestinal, pode promover o acesso de microrganismos ao sangue, resultando em 

atopobiose, o que significa o aparecimento de membros de um microbioma em 

locais atípicos. Tomando por base essas evidências, formulamos a hipótese da 

existência de microrganismos potencialmente viáveis no sangue de pacientes, que 

podem alterar a homeostase e desempenhar papel crucial no desenvolvimento e na 

progressão das Doenças Inflamatórias Intestinais.   

 Esta dissertação  diz respeito à primeira etapa de um estudo observacional 

transversal para investigar a existência de microbiota no sangue de pacientes com 

Doenças Inflamatórias Intestinais e sua associação com a microbiota intestinal.  

Nesses resultados preliminares é apresentada uma análise transversal de 12 

pacientes com Doença de Crohn e 8 controles normais (voluntários saudáveis), que 

tiveram o material coletado e os dados demográficos e clínicos registrados. A 

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



 

através de técnicas moleculares baseadas no sequenciamento do gene que codifica 

para o RNA ribossomal 16S bacteriano, utilizando-se os protocolos e orientações 

estabelecidos no projeto “Microbioma Humano”. Os genes foram sequenciados 

através da tecnologia Next Generation Sequencing. 

A análise identificou a presença 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 relação 

aos gêneros bacterianos no sangue, a abundância e a diversidade foram 

semelhantes entre pacientes e controles saudáveis. Entretanto, observou-se maior 

quantidade de DNA bacteriano presente no sangue de pacientes do que em 

controles saudáveis. 

Portanto, este trabalho apresenta dados inéditos na avaliação e corroboração 

da hipótese base de maior quantidade de DNA bacteriano circulante no sangue de 

pacientes com Doença de Crohn, sugerindo correlação com aumento de 

permeabilidade intestinal e disbiose. 

 

Palavras-chave: Doença Inflamatória Intestinal; microbiota intestinal; disbiose; 

imunidade da mucosa; permeabilidade de mucosa; barreira epitelial intestinal; 

Doença 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 INTRODUÇÃO 

 

As Doenças Inflamatórias Intestinais (DIIs), incluindo a Doença de Crohn (DC) 

e a Retocolite Ulcerativa (RCU) consistem de condições crônicas caracterizadas por 

manifestações persistentes e recidivantes de origem multifatorial. Embora os 

mecanismos patogênicos exatos responsáveis pelo desenvolvimento das DIIs 

continuem relativamente obscuros, a hipótese atual mais aceita é a de que essas 

doenças resultem da interação de fatores ambientais, predisposição genética, e 

respostas imunitárias inapropriadas. Tais interações formam uma rede patológica 

complexa, fazendo das DIIs um modelo conveniente e aplicável para a pesquisa de 

interações hospedeiro-microbioma. Mais recentemente foi demonstrado que a 

microbiota intestinal se encontra alterada nas DIIs, apresentando grande 

heterogeneidade entre os subtipos de DIIs e também entre os indivíduos. Portanto, 

as DIIs parecem representar o modelo mais abrangente para o entendimento do 

papel do microbioma em doenças inflamatórias complexas.  

Em condições de saúde, o sangue tem sido sempre considerado como um 

ambiente estéril (PROAL; ALBERT; MARSHALL, 2014). Contudo, recentemente foi 

detectada a presença de microrganismos no sangue de doentes diabéticos do tipo II 

(AMAR et al., 2011) e em pacientes com doenças cardiovasculares (AMAR et al., 

2013), sustentando a hipótese de translocação bacteriana a partir do intestino. Nas 

DIIs, a depuração inadequada de padrões moleculares associados com 

microrganismos tem sido considerada como mecanismo patogênico fundamental, 

especialmente na DC, onde defeitos na autofagia e na depuração de bactérias têm 

sido associados com polimorfismos genéticos de NOD2 e ATG16L1 (SOUZA; 

FIOCCHI, 2016). Além da disbiose observada nas DIIs, a liberação da endotoxina 

Lipopolissacarídeo (LPS), constituinte de bactérias Gram-negativas, desempenha 

papel importante na homeostase intestinal, incluindo o controle da morte celular na 

mucosa, que permite a translocação entre o intestino, o sangue e outros tecidos 

(RHEE, 2014). A existência de reservatórios de microrganismos poderia oferecer 

uma explicação para a inflamação persistente de baixa intensidade característica 

das DIIs. O comprometimento da barreira intestinal, primário ou secundário à própria 

disbiose intestinal, pode promover o acesso de microrganismos ao sangue, 

resultando em atopobiose, o que significa o aparecimento de membros de um 

microbioma em locais atípicos.  
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Tomando por base essas evidências, formulamos a hipótese da existência de 

microrganismos potencialmente viáveis no sangue de pacientes, que podem alterar 

a homeostase e desempenhar papel crucial no desenvolvimento e na progressão 

das DIIs.   
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Justificativa: relevância e originalidade 

 

O epitélio intestinal é reconhecido como a maior superfície mucosa do corpo, 

mas os mecanismos que regulam a interação do microbioma com as células 

epiteliais são ainda pouco conhecidos. A esse respeito, os conhecimentos atuais 

sugerem que a disbiose intestinal resulta de uma relação anormal entre a microbiota 

e seus produtos secretórios, com a camada epitelial. Tal interação resulta em uma 

função alterada de barreira que pode levar a uma resposta imunitária anormal da 

mucosa e, em última instância, à atopobiose. Por exemplo, existem evidências 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 imunitário da mucosa, constitua uma via primária para a translocação 

limitada de microrganismos para a circulação sanguínea (JUNG; HUGOT; 

BARREAU, 2010). Em vista dessas interações com células da mucosa tem sido 

proposto que uma microbiota intestinal disbiótica possa também influenciar na 

imunidade da mucosa (SATO; KIYONO; FUJIHASHI, 2015). De fato, tem sido 

atribuído à disbiose intestinal o surgimento de doenças inflamatórias crônicas, 

incluindo as DIIs (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 

crítico em doenças autoimunes (CATRINA; DEANE; SCHER, 2016; TANEJA, 2014). 

Acrescente-se a isso, o fato de dados recentes sugerirem que fatores microbianos 

são capazes de influenciar a função de linfócitos T regulatórios do intestino, e que a 

disbiose pode afetar as funções indutora e supressora dessas células, determinando 

alterações na imunidade da mucosa (KINOSHITA; TAKEDA, 2014).  

Com este estudo, investigamos mais as influências da microbiota na 

patogênese das DIIs e seu potencial de aplicação em medicina translacional. De 

uma forma geral, esta proposta oferece uma análise integrativa do microbioma 

baseada na hipótese de atopobiose e do conceito chave de dormência ou 

hibernação microbiana. Além disso, estamos apresentando aqui a ideia de que uma 

microbiota dormente do sangue possa contribuir com as alterações mais precoces 

no desenvolvimento e na progressão das DIIs, potencialmente servindo como 
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biomarcadores para a identificação de fenótipos específicos e, possivelmente, 

trazendo uma nova visão sobre intervenções terapêuticas orientadas com base no 

microbioma. Acreditamos que a exploração de um microbioma dormente do sangue 

por métodos baseados em sequenciamento para a detecção de microrganismos não 

proliferantes, seguida de estudos de metagenômica, possa abrir novas perspectivas 

com relação aos mecanismos pelos quais a microbiota deve contribuir para a 

resposta imunitária, assim como para o desenvolvimento das DIIs.  

Confirmando que o intestino deve representar a maior fonte de uma 

microbiota dormente do sangue, esperávamos estabelecer uma relação com o 

número e a natureza dos microrganismos do sangue, e sequências e antígenos 

microbianos que poderiam ser detectados em diferentes amostras da mesma coorte. 

Subsequentemente, em estudos futuros, será fundamentalmente importante 

determinar o estado fisiológico dos vários microrganismos. Presumindo que 

microrganismos, inflamação e diversas síndromes estejam frequentemente 

sobrepostos, estudos longitudinais serão cruciais para revelar a dinâmica das 

interações, e possivelmente para discriminar causa e efeito através da evolução das 

DIIs. A imunogenicidade dos microrganismos dormentes e seu potencial para induzir 

inflamação é provavelmente diferente daquela dos microrganismos replicantes, e 

isso também precisará ser investigado. Finalmente, esperamos que todas essas 

potenciais novas informações nos permitam desenvolver melhores tratamentos para 

pacientes com DIIs, com enfoque na microbiota.  

 

2.1.1 Benefícios 

 

O método proposto neste estudo se baseou na investigação e caracterização 

da microbiota do sangue e das fezes. Este envolveu a separação de uma amostra 

de fezes e de uma coleta de sangue de veia periférica, seguidas de análise 

laboratorial. Do ponto de vista da segurança do paciente, nenhuma intervenção 

adicional foi feita. Assim sendo, não houve nenhum tipo de risco adicional aos 

indivíduos estudos. 

O desenho do estudo previu a investigação inédita da existência de uma 

microbiota dormente no sangue dos pacientes com DIIs. Como existem grandes 

lacunas no conhecimento a respeito da patogenia das DIIs, o reconhecimento de 

uma microbiota no sangue dos pacientes poderá constituir informação valiosa para a 
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confirmação de alteração da permeabilidade intestinal, da presença de translocação 

microbiana a partir do intestino e, possivelmente, de um novo mecanismo 

fomentador da resposta imunitária anormal subjacente ao processo inflamatório 

crônico. Pretendeu-se também investigar se um determinado padrão filogenético ou 

quantitativo de microrganismos possa estar associado com a intensidade e a 

gravidade das doenças de interesse, de forma não-invasiva, rápida, de baixo custo e 

praticamente sem riscos ao paciente.  

Em comparação com outros métodos, a coleta de sangue e de fezes foi 

considerada não-invasiva, não exigiu cirurgias, internação hospitalar, aplicação de 

sedativos ou outras substâncias, não exigiu preparo especial, não demandou a 

aplicação de contrastes, nem expôs o paciente à radiação ionizante; com relação 

aos marcadores séricos conhecidos, o método proposto teve a possibilidade de 

acrescentar em termos de especificidade e sensibilidade, mas também pôde trazer 

subsídios para a compreensão de mecanismos patogênicos.  

 

2.2 Fundamentação Teórica 

 

2.2.1 A patogênese das DII resulta da interação complexa de múltiplos fatores 

biológicos 

 

A complexidade das DIIs, incluindo a DC e a RCU não se restringe à 

variedade e gravidade das manifestações clínicas, mas estende-se até os 

mecanismos patogênicos subjacentes. A distribuição universal das DII, o papel 

determinante de fatores genéticos, a descoberta de alguns mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos na inflamação, e a influência da microbiota entérica e da 

disbiose na resposta imunitária, têm contribuído para consolidar a hipótese de que 

as DIIs resultam de uma complexa interação de fatores ambientais, genéticos, 

imunitários e não-imunitários (BAUMGART; CARDING, 2007; SOUZA; FIOCCHI, 

2016). Evidências recentes sugerem que interações envolvendo fatores imunitários e 

não-imunitários (ou de origem não-linfoide) constituam componentes intrínsecos da 

patogênese das DIIs (CHO, 2008; XAVIER; PODOLSKY, 2007). Dentre os fatores 

primariamente não-imunitários envolvidos nos processos inflamatórios intestinais 

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

 

Vários fatores controlam e podem aumentar a permeabilidade intestinal, 

sendo considerados como os principais, os processos inflamatórios, fatores 

neuroimunes, predisposição genética, e a própria microbiota residente. Por exemplo, 

foi demonstrado que microrganismos podem induzir à alteração da expressão e 

localização das junções oclusivas, modificar a permeabilidade através da ação de 

peptídeos, toxinas e metabólitos, e também modular a função de barreia epitelial por 

meio de substratos bacterianos tais como ácidos graxos de cadeia curta, acetato e 

butirato (CAMILLERI et al., 2012). Por outro lado, respostas imunitárias contra 

microrganismos presentes no intestino podem resultar em inflamação, e 

consequentemente em aumento da permeabilidade e da absorção de conteúdos 

luminais (SHARMA; ZIMMERMANN-MEINZINGEN; JOHANSON, 2010). De uma 

maneira geral, tanto as respostas da imunidade inata quanto da adaptativa poderão 

causar impacto sobre a permeabilidade intestinal, principalmente através da 

liberação de citocinas inflamatórias.  

Na DC e na RCU os fatores responsáveis pela disfunção de barreira e 

aumento da permeabilidade intestinal são similares, incluindo a morte de células 

epiteliais, micro e macroulcerações, aumento na absorção de antígenos pelas vias 

paracelular e transcelular, e anormalidades nas junções celulares (SCHMITZ et al., 

1999; ZEISSIG et al., 2007). Além disso, uma variedade de elementos associados 

com inflamação contribui para o desencadeamento e manutenção da disfunção de 

barreira e a elevada permeabilidade, incluindo metabólitos do estresse oxidativo, 

neutrófilos, e citocinas tais como o interferon-gama (IFNᵞ), 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 captação de antígenos derivados de alimentos e da 

microbiota presente na luz intestinal, estimulando e exacerbando a resposta 

imunitária, e criando um ciclo vicioso onde a disfunção de barreira é o princípio 

perpetuador da inflamação crônica das DIIs (JOHN; FROMM; SCHULZKE, 2011). A 

resposta inflamatória é perpetuada não apenas localmente, mas também do ponto 

de vista sistêmico, conforme demonstrado pelo elevado número de linfócitos 

ativados circulantes em pacientes com DC (YACYSHYN; MEDDINGS, 1995).  

Vale notar que eventos patogênicos secundários a uma barreira intestinal 

anormal e o consequente aumento da permeabilidade, podem ser encontrados em 
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diversas condições intestinais e não-intestinais (CATALIOTO; MAGGI; GIULIANI, 

2011), mas seu papel potencial na DC parece adquirir uma dimensão maior. 

Resultados de estudo fundamental mostraram que o aumento de permeabilidade 

intestinal nos pacientes acometidos pela DC, também ocorre em uma proporção de 

seus parentes de primeiro grau saudáveis (HOLLANDER; VADHEIM; BRETTHOLZ; 

PETERSEN et al., 1986). Uma permeabilidade aumentada na ausência de doença, 

contribui para a hipótese de que a permeabilidade anormal poderia representar um 

fator etiológico primário, possivelmente até precedendo as manifestações clínicas de 

doença (MAY; SUTHERLAND; MEDDINGS, 1993; PEETERS et al., 1997; 

THJODLEIFSSON et al., 2003). Essas questões permanecem sem resposta e 

necessitam de novos estudos para melhor esclarecimento.  

Outra questão interessante do ponto de vista clínico é se alterações na 

permeabilidade intestinal poderiam constituir fator preditivo de recidivas. Em estudo 

com pacientes com DC em remissão, uma correlação significante foi encontrada 

entre o nível de permeabilidade e a probabilidade de recaída, sugerindo que o 

aumento da permeabilidade talvez preceda as manifestações clínicas e que ela 

poderia representar um bom indicador de doença subclínica (WYATT et al., 1993). 

Essa observação foi subsequentemente confirmada, e algumas outras evidências 

apontaram para alterações de permeabilidade também em recaídas de pacientes 

com RCU (MIELE et al., 2007). Tomadas em conjunto, essas observações 

sustentam a ideia de alteração da permeabilidade intestinal como um componente 

crucial e dos mais primitivos na patogênese das DIIs e, em particular, da DC. 

 

2.2.3 Disbiose Intestinal nas DIIs 

 

Anormalidades da microbiota intestinal têm sido identificadas em diversas 

condições intestinais comuns, tais como diarreia idiopática crônica, síndrome do 

intestino irritável e DIIs (QUIGLEY, 2011; SHANAHAN, 2007; SWIDSINSKI et al., 

2008). Entretanto, o impacto da microbiota intestinal na patogênese de doenças 

parece ir além das doenças gastrointestinais, influenciando também em doenças 

mediadas imunologicamente, incluindo diabetes tipo I, doenças cardiovasculares, 

desmielinização autoimune, entre outras (BERER et al., 2011; WANG et al., 2011; 

WEN et al., 2008). 

Alterações quantitativas e qualitativas na composição da microbiota intestinal 
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têm sido detectadas em pacientes com DC e RCU, reforçando a hipótese de 

disbiose como um mecanismo relevante na patogênese das DIIs (CHASSAING; 

DARFEUILLE-MICHAUD, 2011). Na DC, em particular, a composição alterada da 

microbiota aponta geralmente para uma redução da diversidade microbiana 

(HANSEN et al., 2012), mas também um aumento de Bacteroidetes e Proteobacteria 

juntamente com uma diminuição na abundância de Firmicutes (MAN; KAAKOUSH; 

MITCHELL, 2011). Em uma grande coorte pediátrica de pacientes com DC de início 

recente, um aumento na abundância de Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, 

Veillonellaceae, e Fusobacteriaceae e uma diminuição de Erysipelotrichales, 

Bacteroidales, e Clostridiales foram correlacionados de forma consistente com a 

gravidade da doença (GEVERS et al., 2014). Alterações na composição microbiana 

na DC foram corroboradas recentemente em revisão sistemática confirmando o 

aumento relativo na abundância de Bacteroidetes em contraste com a diminuição de 

Firmicutes. Em particular, verificou-se que a abundância relativa de 

Enterobacteriaceae estava aumentada, enquanto que a de Faecalibacterium 

prausnitzii estava diminuída, incluindo em pacientes com recorrência pós-operatória 

(WRIGHT et al., 2015). Anormalidades na microbiota intestinal também têm sido 

detectadas em pacientes com RCU, embora de forma menos marcante do que na 

DC (ANDOH et al., 2011). À semelhança 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 doença associada com o aumento de C. 

perfringens (LI et al., 2016), ou com a diminuição de Fusicatenibacter saccharivorans 

(TAKESHITA et al., 2016). 

A questão de se a disbiose representa um fenômeno primário ou secundário 

nas DIIs continua não respondida. Existem evidências mostrando que a microbiota 

intestinal pode ser moldada de acordo com o genótipo do hospedeiro (RAUSCH et 

al., 2011; REHMAN et al., 2011), mas também por conta de fatores dietéticos, 

hábitos, história de infecções, uso de antibióticos e outros medicamentos, e pela 

presença de inflamação (FRANK et al., 2007; REHMAN et al., 2016; ROUND; 

MAZMANIAN, 2009; WANG et al., 2014). Por outro lado, é importante chamar a 

atenção para o fato de que a disbiose isoladamente não seria suficiente para induzir 

DII. De fato, os vários defeitos na resposta inflamatória contra microrganismos 

(MARKS et al., 2006; SMITH et al., 2009), sugerem que uma depuração inadequada 

de padrões moleculares associadas com patógenos possa constituir importante 
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mecanismo patogênico nas DIIs (SEWELL; MARKS; SEGAL, 2009). Tal fato parece 

particularmente importante na DC, tendo em vista a associação já bem estabelecida 

da doença com polimorfismos genéticos de NOD2 e ATG16L1, por exemplo, que 

resultam em defeito na autofagia e depuração microbiana prejudicada (COONEY et 

al., 2010; FRITZ et al., 2011; SALEM et al., 2015). Acredita-se que outra associação 

mecanística importante na inflamação intestinal ocorra por conta de sobrecarga na 

capacidade de dobramento de proteínas no lúmen do Retículo Endoplasmático (RE) 

(estresse do RE), resultando em um mecanismo adaptativo de ativação de vias 

intracelulares de transdução de sinal, conhecidas como Resposta de Proteínas 

Desdobradas (UPR). Além da relação com a autofagia, o estresse do RE tem sido 

associado com inflamação intestinal e DIIs com base em estudos que revelaram a 

existência de alterações genéticas primárias 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 implicações na patogênese da DC, 

está na expressão reduzida de peptídeos antimicrobianos produzidos pelas células 

de Paneth em pacientes com mutações do NOD2 (WEHKAMP et al., 2005). 

Defeitos individuais ou combinados envolvendo vários 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 indução da autofagia, ativação de vias 

alternativas, e modulação da imunidade adaptativa (SHAW et al., 2011). Além disso, 

interações entre polimorfismos de nucleotídeo único de ATGL1 e IRGM também 

foram demonstradas na DC (HOEFKENS et al., 2013), indicando provável 

integração de defeitos da autofagia, da disfunção mitocondrial e da apoptose. O 

conhecimento acumulado nos últimos anos no campo das DIIs tem contribuído para 

revelar a existência de múltiplas vias sobrepostas e redundantes com participação 

em sua patogênese. Vale ressaltar que esse conjunto de informações está em 

consonância com as recentes mudanças epidemiológicas e reforçam a participação 

da disbiose na patogênese das DIIs (SAIDEL-ODES; ODES, 2014). 

 

2.2.4 Microbiota do Sangue 
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Infecções têm sido propostas como fatores desencadeantes de uma série de 

doenças tais como o exemplo da infecção pelo H. pylori determinando a doença 

ulcerosa péptica e o câncer (MARSHALL; WARREN, 1984). Evidências para a 

participação de componentes microbianos em diversas outras condições não 

transmissíveis e primariamente não infecciosas têm sido relatadas ao longo dos 

anos, mas a associação exata entre agentes infecciosos específicos e o 

aparecimento de doenças crônicas permanece discutível. Entretanto, tem havido 

relatos de anormalidades persistentes na imunidade relacionada a tecidos ou 

órgãos, surgidas a partir de infecções agudas isoladas, como no período de 

resolução da infecção por Yersinia pseudotuberculosis (LE BAUT et al., 2018). 

Em camundongos, sinais derivados da microbiota residente induzem 

alterações persistentes nas funções imunitárias da mucosa, incluindo mecanismos 

de tolerância e de defesa (FONSECA et al., 2015). De fato, em circunstâncias 

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 

compatível com um estado peculiar de dormência ou hibernação (EPSTEIN, 2013; 

KAPRELYANTS; KELL, 1993). Em uma condição como essa, embora a célula ou o 

microrganismo vivo, não seja presentemente cultivável, sua viabilidade de fato não 

está comprometida de forma irreversível, e o mesmo poderia ser ressuscitado 

mediante a exposição a determinados estímulos.  

Em condições normais de saúde o sangue é 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 presença de um microbioma bacteriano no sangue tem 

sido associado com diversas doenças infecciosas e não-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 II (AMAR et al., 2011), e a alta taxa de bactérias intestinais na circulação dos 

pacientes sustenta a hipótese de translocação a partir do intestino, de uma 

microbiota disbiótica (SATO et al., 2014). Em doenças cardiovasculares também há 

evidências indicativas da existência de um microbioma anormal no sangue (AMAR et 

al., 2013). Além disso, doença periodontal e gengivite têm sido intimamente 
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associadas com o desenvolvimento de doença cardiovascular (RAMIREZ et al., 

2014; YANG et al., 2013), e a translocação bacteriana para o sangue tem sido 

apontada como indutora de endocardite bacteriana, além de infarto do miocárdio e 

cerebral (AMAR; ENGELKE, 2015; KOREN et al., 2010; SERINGEC et al., 2015). 

Nas DIIs, a depuração inadequada de padrões moleculares associados a 

patógenos tem sido considerada como mecanismo crucial na patogênese das 

doenças, em especial da DC, onde a associação com polimorfismos do NOD2 e do 

ATG16L1 induzem defeitos na autofagia e na depuração bacteriana (SOUZA; 

FIOCCHI, 2016). Por exemplo, componentes da parede bacteriana, tais como LPS 

de cepas Gram-negativas, constituem poderosos agentes inflamatórios capazes de 

modular respostas inflamatórias e imunitárias (GLAROS et al., 2013; RONCO, 

2014). No contexto das DIIs, além da disbiose, caracterizada por uma diversidade 

reduzida e pela presença de comunidades microbianas menos estáveis de 

diferentes grupos microbianos (PASCAL et al., 2017; PEDAMALLU et al., 2016), a 

liberação de LPS também desempenha papel crucial na regulação da homeostase 

intestinal, incluindo o controle de processos de morte celular que permitem a 

translocação bacteriana entre o intestino, o sangue e outros tecidos (RHEE, 2014). 

Portanto, a produção e o reabastecimento contínuos de LPS a partir de reservatórios 

microbianos dormentes poderia constituir uma explicação para o estado de 

inflamação persistente de baixo grau, característico das DIIs.  

A disbiose intestinal tem sido apontada como responsável por afetar a função 

de barreira do epitélio intestinal, portanto proporcionando um acesso de 

microrganismos luminais para dentro do corpo, podendo resultar em atopobiose, o 

fenômeno do aparecimento de microrganismos da microbiota intestinal (ou de outra 

origem) em locais inusitados, incluindo o sangue. Com base nessas evidências, 

levantamos aqui a hipótese da existência de uma microbiota no sangue composta de 

microrganismos potencialmente viáveis (mas possivelmente não proliferantes e não 

cultiváveis), capaz de perturbar a homeostase e desempenhar papel fundamental no 

desenvolvimento e na progressão das DIIs. Portanto, este estudo destinou-se a 

testar a seguinte hipótese central: a microbiota do sangue reflete a permeabilidade 

intestinal e a disbiose presentes em pacientes com DIIs, sendo provavelmente 

inexistente em pacientes sem DIIs ou em indivíduos saudáveis. A microbiota do 

sangue possivelmente será mais exuberante em pacientes com doença extensa e 

em atividade clínica, podendo constituir indicador precoce de recidivas em pacientes 
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com doença em remissão clínica, e talvez também explicação para manifestações 

sistêmicas e extraintestinais.  

 

2.2.5 Como funciona o Sequenciamento de Próxima Geração utilizado no estudo: 

Next Generation Sequencing (NGS) 

 

Apesar de cada tecnologia de sequenciamento possuir estratégias diferentes, 

todas apresentam etapas comuns, como: preparo de amostras, amplificação de 

biblioteca e sequenciamento. Na etapa do preparo das amostras todo o DNA é 

fragmentado aleatoriamente por um processo químico, mecânico ou enzimático e, 

cada um desses fragmentos é chamado de template. Logo após essa fragmentação, 

sequências artificiais previamente conhecidas, chamadas de adaptadores, são 

incorporadas ao template. Assim torna-se possível a combinação de diferentes 

amostras em uma mesma reação 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 – Fragmentação de DNA e Incorporação dos Adaptadores 
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Fonte: adaptado de Thermo Fisher Scientific (2018) 

 

Uma vez incorporados os adaptadores, as amostras são misturadas e partem 

para o processo de amplificação de biblioteca.  

A etapa de amplificação de biblioteca objetiva gerar um espaço físico 

contendo milhares de cópias de cada fragmento de DNA produzido na etapa de 

preparo de amostras. A amplificação aumenta a fonte de sinal luminoso para a 

maioria dos sequenciadores e, aumenta também o sinal iônico para o caso do 

sequenciador Ion Torrent. Esses sinais serão detectados na etapa de 

sequenciamento.  

O primeiro processo de amplificação foi a Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) de emulsão onde são criados milhões de microrreatores em emulsão à óleo. 

É nesses reatores que estão contidos todos os reagentes necessários para uma 

reação de PCR, bem como pequenas esferas também conhecidas como beads 

magnéticas ou IonSpheres que, por sua vez, estão cobertas com sequências 

complementares às dos adaptadores que servem como primers para a reação de 

PCR. No final desse processo de amplificação de biblioteca as beads devem estar 

com um único fragmento incorporado a ela. Porém, outros cenários podem ocorrer 

como, por exemplo: a existência de beads policlonais (onde múltiplos fragmentos 
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foram incorporados à uma única esfera); empty beads (onde nenhum fragmento foi 

incorporado à uma esfera); multiple beads (onde mais de uma esfera está presente 

no microrreator). Todos os casos são contornáveis para que haja o menor número 

de policlonalidade possível e cada bead apresente somente um fragmento 

incorporado a ela como mostra a figura 2. Após a amplificação da biblioteca, segue-

se para a próxima etapa que é o sequenciamento. 

 

Figura 2 – Amplificação da Biblioteca e Enriquecimento das Beads 
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Fonte: adaptado de Thermo Fisher Scientific (2018) 

 

O instrumento de sequenciamento executa uma série de reações químicas 

que geram sinais que, uma vez detectados, determinam a sequência de bases que 

estão sendo analisadas. Neste trabalho, o sequenciador utilizado foi o Ion Torrent 

Personal Genome Machine (PGM) acoplado ao Ion Touch da Thermo Fisher.  

Diferente dos demais sequenciadores, o Ion PGM faz a detecção das bases 

diretamente uma vez que a reação de polimerização gera naturalmente um próton 

(H+3) que altera o pH do meio. Sendo assim, essa alteração é detectada e convertida 

em um sinal elétrico como mostra a figura 3. 
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Figura 3 – Reação de Incorporação de uma Base pela Polimerase 

 

Fonte: adaptado de Thermo Fisher Scientific (2018) 

 

O equipamento Ion PGM utiliza chips de silício que contém milhões de poços 

microscópicos, somente um pouco maiores do que as esferas contendo os 

fragmentos de DNA, o que garante que cada poço tenha apenas uma esfera. O chip 

também conta com a presença de transistores que fazem a detecção da mudança 

de pH. É através desta mudança de pH que o equipamento é capaz de fazer a 

detecção do sinal que irá indicar a sequência de bases (ROTHBERG et al., 2011). 

Diante de todo o exposto, é notório, portanto, que o número de aplicações do 

sequenciamento de nova geração é ilimitado. Ainda assim, existe um grupo de 

aplicações que continua sendo mais utilizado pela comunidade científica. São elas: 

ressenquenciamento genômico que objetiva descobrir diferenças entre o genoma de 

referência e o genoma de interesse; Target sequencing onde a amostra é tratada 

para selecionar apenas as regiões de interesse; RNA Seq que faz uso do 

sequenciamento de nova geração para sequenciar cDNA visando capturar a 

informação do transcriptoma de um organismo; sequenciamento de novo que é 

utilizado quando não se tem um genoma de referência; e, por fim, metagenômica. 
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A metagenômica, descrita pela primeira vez por Jo Handelsman e 

colaboradores da Universidade de Wisconsi, EUA (HANDELSMAN et al., 1998), é o 

estudo do material genético extraído diretamente do ambiente. Em grego a palavra 

meta significa transcendente, ou seja, essa abordagem vai além das análises 

genômicas. Ela, atualmente, é usada para caracterização de um conjunto de 

genomas microbianos e, devido a diversidade de microrganismos presentes no 

ambiente a ser estudado, torna-se impossível o sequenciamento individual dos 

mesmos. Sendo assim, faz-se notória a importância do estudo da metagenômica 

que contorna a necessidade de cultivo das bactérias em laboratório e é conduzida 

em larga escala devido a vasta diversidade microbiana (SCHLOSS; HANDELSMAN, 

2005). 

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

1) A primeira é baseada no sequenciamento do alvo gene que codifica para o 

Ácido Ribonucleico (RNA) ribossomal 16S que é um componente de pequena 

subunidade dos ribossomos procarióticos e, portanto, pode ser considerada uma 

técnica direcionada e focalizada (YERGEAU et al., 2014). Neste tipo de estudo a 

sequência 16S amplificada por PCR é comparada à um banco de dados de 

bactérias conhecidas. Com isso, é possível avaliar a diversidade de bactérias 

presentes na amostra. 

2) A segunda, Shotgun Metagenomics, onde todo o DNA extraído da amostra 

é fragmentado e sequenciado sem que haja nenhuma seleção prévia do alvo. A 

análise consiste em montar o “metagenoma” da amostra para tentar identificar, além 

da diversidade de genomas, novos genes. 

Neste estudo, como nosso alvo era a análise 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 existência de uma microbiota no sangue dos pacientes com DC, 

baseada na presença de DNA bacteriano circulante.  

 

3.2 Objetivo Secundário 

 

Investigar  se a presença de uma microbiota no sangue dos pacientes com 

DC, baseada na presença de DNA bacteriano circulante, é um achado com potencial 

atuação como marcador inflamatório.  
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4 METODOLOGIA 

 

 Desenho do Estudo:  

 

Estudo observacional transversal para investigar a existência de microbiota no 

sangue de pacientes com DIIs e sua associação com a microbiota intestinal.  

 

4.1  Pacientes 

 

4.1.1 Critérios de Inclusão 

 

Foram selecionados pacientes com DII maiores de 18 anos, acompanhados 

regularmente no ambulatório do Serviço de Gastroenterologia do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF), com padrões fenotípicos distintos 

(padrão inflamatório, estenosante e penetrantes nos casos de DC e padrões de 

localizações distintos nos casos com retocolite), e controles saudáveis, maiores de 

18 anos, dentre acompanhantes, familiares, ou membros da equipe de apoio ou 

tratamento, que tenham assinado o termo de consentimento informado para 

participação no estudo. O grupo controle foi pareado para idade e sexo com os 

grupos de DIIs.  

 

4.1.2 Critérios de Exclusão 

 

Foram excluídos os pacientes com DIIs que não puderam fornecer o material 

previsto no projeto, e aqueles submetidos previamente a colectomia total. Além 

disso, foram excluídos também pacientes com mais de 80 anos, com diagnóstico de 

câncer de qualquer origem, gestantes, lactantes, e pacientes em tratamento de 

insuficiência orgânica grave (renal, hepática ou cardíaca), ou uso de antibióticos nos 

últimos 3 meses antes da seleção para o estudo. 

Originalmente, nosso banco de dados contou com amostras de sangue e 

fezes de 19 controles saudáveis, 21 pacientes com DC e 18 pacientes com RCU. 

Contudo, devido a inúmeras limitações secundárias à pandemia pelo Sars-Cov-2, 

abrangendo desde dificuldades de entrega de materiais e insumos, à falta de acesso 

aos materiais para manutenção dos equipamentos de sequenciamento e, finalmente, 
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à limitação temporal para finalização da presente tese. A estimativa atual é que o 

término das leituras pendentes ocorrerá no primeiro semestre de 2023. 

Numa primeira etapa, objeto desta tese, foram avaliadas amostras de sangue 

de 12 pacientes com DC e 8 controles saudáveis. Dentre os 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, Incluídos e Falhas de Leitura desta Tese 
e Etapas do Estudo 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

4.2 Avaliação Clínica, Laboratorial e Complementar dos Pacientes  

 

Foram selecionados pacientes acompanhados regularmente no ambulatório 

de Doenças Intestinais do HUCFF da Universidade Federal do Rio de Janeiro 

(UFRJ), com padrões fenotípicos distintos das DIIs (conforme a Classificação de 

Montreal – figuras 5 e 6), sendo coletada amostra de sangue e de fezes para análise 

quantitativa e qualitativa da microbiota através de métodos de biologia molecular. Os 

dados obtidos para a microbiota dos diferentes sítios foram analisados 

comparativamente, e frente aos resultados de avaliação clínica, laboratorial, 

endoscópica e histopatológica, realizados rotineiramente no acompanhamento dos 

pacientes.  
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Figura 5 – Classificação Montreal para Doença de Crohn 

 

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

 

Figura 6 –Classificação Montreal para RCU 

 

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

 

O acompanhamento clínico e os procedimentos endoscópicos foram 

realizados no Serviço de Gastroenterologia, enquanto exames de sangue foram 

realizados no Laboratório Central, os métodos de imagem no Serviço de Radiologia, 

e o diagnóstico histopatológico, no Serviço de Patologia, todos no HUCFF da UFRJ.  

Todos os dados clínicos e demográficos foram registrados, juntamente com 

resultados de exames laboratoriais executados no Serviço de Gastroenterologia 

quando clinicamente indicados independentemente da pesquisa em curso, tais como 

proteína C-reativa e calprotectina fecal. Das amostras de sangue previstas no 

estudo, uma fração foi centrifugada para a separação de plasma, que foi congelado 

a -80oC para preservação do material genético presente. As amostras de fezes 

serão alvo de análise na já citada complementação do estudo. 

Os diagnósticos de DC foram estabelecidos com base nos critérios 

convencionais clínicos, radiológicos, endoscópicos e histopatológicos (NIKOLAUS; 

SCHREIBER, 2007). Além da avaliação clínica rotineira, a intensidade ou gravidade 

da doença foi classificada de acordo com os índices de Harvey-Bradshaw – figura 7 

(HARVEY; BRADSHAW, 1980). Foram registrados resultados de exames 

complementares recentes obtidos dos prontuários, para comparação e análise de 

sub-grupos. O comportamento clínico dos pacientes com DII foi avaliado através do 

sistema de classificação de Montreal (SATSANGI et al., 2006). Dados clínicos e 
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demográficos, e informações sobre o tratamento corrente dos pacientes com DIIs, 

foram registrados.  

 

Figura 7 – Índice de Harvey-Bradshaw para Avaliação de Atividade Clínica da DC 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

Uma parte do sangue coletado  destinou-se a estudos de biologia molecular, 

no Laboratório de Biologia Molecular e Proteômica do Sangue (LABMOPS). Para tal, 

foi realizada inicialmente a extração de RNA total do sangue utilizando um kit 

comercial. O material biológico obtido foi inicialmente processado no HUCFF da 

UFRJ e posteriormente levado ao LABMOPS do Instituto de Química (IQ) da UFRJ, 

para a realização das técnicas de análise previstas. O transporte do material do 

HUCFF para o LABMOPS foi realizado, utilizando recursos próprios, mediante a 

contratação de empresa especializada do ramo, para guarda e conservação do 

material em temperatura apropriada e todos os cuidados necessários com relação à 

segurança do serviço 

 

4.3 Microbiologia e Análises Moleculares do Sangue e Fezes dos Pacientes 

 

Os pacientes selecionados para o estudo foram submetidos, à 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 específico 

(FecalSwab eNAT, Copan Diagnostics, Inc. USA), para posterior realização de 
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análises de Biologia Molecular.  

No Laboratório Central do HUCFF da UFRJ foram realizadas as fases iniciais 

de cultura e isolamento de microrganismos. As amostras de sangue destinadas à 

realização das análises moleculares foram enviadas imediatamente para o 

Laboratório Multidisciplinar de Pesquisa da UFRJ, onde foram aliquotadas e 

congeladas para posterior análise. As amostras foram transportadas em recipiente 

térmico adequado para o transporte de amostras biológicas. 

  

4.3.1 Microbiologia Clássica 

 

Dois pares de hemoculturas para bactérias foram coletadas para posterior 

incubação em sistema automatizado Bact Alert® USA e, uma vez detectado 

crescimento bacteriano em até 7 dias, procedeu-se à identificação bacteriana e 

foram realizados testes de suscetibilidade aos antimicrobianos utilizando cartões 

para identificação de Gram-negativos e Gram-positivos no sistema automatizado 

VITEK®. Caso houvesse a suspeição de crescimento de microrganismos 

resistentes, a metodologia previu a realização de testes adicionais a fim de 

identificar as espécies, seguindo as recomendações do Manual of American Society 

for Clinical Microbiology (ASM), além de testes fenotípicos e genotípicos 

complementares para a caracterização da resistência aos antimicrobianos. Dentre 

os testes, poderiam ser incluídos, a determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM), a detecção da produção de β-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL), a 

detecção da produção de Metalo-Beta-Lactamases (MBL), a detecção de 

Staphylococcus Aureus Resistente à Meticilina (MRSA), testes fenotípicos para 

identificação de fungos, e a detecção molecular de outros genes de resistência aos 

antimicrobianos. 

 

4.3.2 Métodos Moleculares 

 

A análise 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 o RNA ribossomal 16S bacteriano, utilizando-se os 

protocolos e orientações estabelecidos no projeto “Microbioma Humano” 

(https://hmpdacc.org/) (CREASY et al., 2021). Inicialmente, o DNA foi extraído por 

https://hmpdacc.org/
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meio da utilização de kits específicos para as amostras, sendo, em seguida, 

armazenado a -80oC.  

Posteriormente, os genes foram sequenciados através da tecnologia NGS.  

Figura 8 – Workflow do Sequenciamento 16S rRNA por NGS 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

4.3.2.1 Extração e Quantificação do DNA Metagenômico do Sangue dos Pacientes e 

Controles 

 

 Para a realização da extração de DNA foi utilizado um protocolo 

adaptado baseado no protocolo “Purelink Genomic DNA Kits” (Invintrogen, Life 

Technologies, EUA), com adição de tampão de lisozima para a extração também do 

microbioma dormente do sangue.   

 Como tampão de digestão, foi utilizado o tampão de Lisozima 

(Lisozyme Digestion Buffer) na concentração de 42.2 mg/ml. Foram adicionados 180 

µl de tampão de Lisozima (Lisozyme Digestion Buffer) aos 200 µl de sangue de cada 

amostra. Para homogeneização as amostras foram vortexadas, seguindo para 

incubação a 37ºC por 30 minutos. 
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Após incubação foram adicionados 20 µl de RNAse A nas amostras e as 

mesmas foram vortexadas e incubadas por 2 minutos em temperatura ambiente. 

Posteriormente, foram acrescentados 20 µl de Proteinase K e para homogeneização 

as amostras foram vortexadas. Foram acrescentados 200 µl de tampão de lise 

(Purelink Genomics Lysing Binding Buffer) às amostras, sendo depois vortexadas e 

seguindo para incubação a 55ºC por 30 minutos. Finda a incubação, foram 

acrescentados 200 µl de etanol às amostras, seguindo para homogeneização 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 µl de tampão de lavagem 1 seguido de 

centrifugação de 10.000 g por mais 1 minuto e, posteriormente foram acrescentados 

500 µl de tampão de lavagem 2, seguido de centrifugação 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 eluição do DNA as colunas foram colocadas em tubos Eppendorff 

LoBind de 1,5 ml. Foram acrescentados nas colunas 50 µl de tampão de eluição 

(Purelink Genomic Elution Buffer, EUA), seguido de incubação de 5 minutos e 

centrifugação a 13.000 g por mais 5 minutos. Esse processo foi repetido por 3 vezes 

para obtenção do DNA de interesse. Para a maior concentração das amostras as 

mesmas foram secas no equipamento Savant DNA 20 Speed Vac Concentrator e 

ressuspensas em 20 µl de água nuclease free (Thermo Fisher, EUA) e desses 20 µl, 

2 µl foram retirados para a quantificação no fluorômetro 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 Amplificação do Gene 16S rRNA Através da Técnica de PCR e Purificação 

dos Produtos da PCR 

 

Foi utilizado o Kit Ion 16S Metagenomics Kit, para a amplificação por PCR das 

regiões 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 eluído com água nucleasse 

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

 

4.3.2.3 Quantificação do DNA Bacteriano 

 

Foram utilizados 2 µl de amostra para a quantificação do DNA bacteriano 

utilizando o fluorômetro Qubit 3.0 (Invitrogen, Life Technologies, EUA) e o kit Qubit 

HS DNA, EUA. Após a quantificação, as amostras apresentaram entre 2,5–8,8 

ng/µl.  

 

4.3.2.4 Construção da Biblioteca 

 

Foram usados 2 kits para a construção da biblioteca: Ion Plus Fragment 

Library Kit e Ion Xpress Barcode Adapters. Primeiramente os fragmentos de DNA 

são fosforilados pela enzima “end repair” contida no kit para que, posteriormente, 

ocorra a ligação 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 eluição das amostras, foram usados 20 µl 

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 razão, foi feita amplificação 

do material por PCR no equipamento Proflex (Thermo Fisher, EUA) antes da 

determinação da concentração da biblioteca. Posteriormente, os produtos de PCR 

foram purificados com Agentcourt e depois foi feita a Quantificação em PCR em 

Tempo Real (qPCR) no equipamento Quantstudio 12K (Thermo Fisher, EUA) 

utilizando o kit Ion Universal Library Quantitation Kit, EUA. Para a quantificação em 

qPCR foram feitas duas diluições da biblioteca (1:1000 e 1:10000) devido à sua alta 

concentração. Entretanto, foi utilizada a diluição de 1:1000 já que as duplicatas da 

diluição de 1:10000 estavam muito díspares. 

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

 

4.3.2.5 Preparo do Template no Ion PGM e Recuperação das Esferas 

 

Para o preparo do template foram utilizados 3 kits: Ion PGM HiQ View OT2 

Reagentes; Ion PGM HiQ View OT2 Solutions e Ion OGM HiQ View OT2 Supplies, 
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EUA. Para o preparo do template foi feita a diluição da biblioteca previamente 

quantificada por qPCR para a concentração final de 100 pm estabelecida pelo 

protocolo. Após essa diluição, foi preparado um pool concentrado de 10 µl de cada 

uma das bibliotecas e o mesmo foi preservado a 4ºC para aguardar a inicialização 

do equipamento. Após a inicialização do equipamento foi feita uma solução de 

amplificação onde aconteceu a amplificação por emulsão dentro de esferas 

utilizando o kit Ion PGM HiQ View OT2 Reagentes, EUA. Para o preparo desta 

solução de amplificação, foram usados 6,5 µl do pool de biblioteca diluída a 100 pm. 

Findo o preparo da solução contendo todos os reagentes descriminados no 

protocolo mais 6,5 µl do pool de biblioteca diluída, foram aplicados 1000 µl da 

solução de amplificação + 1700 µl de Ion One Touch Reaction Oil, EUA em um filtro 

que foi inserido no equipamento Ion One Touch, complementar ao Ion PGM, onde as 

esferas foram preenchidas com amostras. Nesta etapa, a reação se dá overnight e 

as amostras precisam ser removidas do equipamento em até 16h após o início da 

corrida. 

Finda a corrida, foram obtidas esferas preenchidas e esferas vazias e foi feita 

a recuperação apenas das esferas preenchidas através de centrifugação da solução 

pós corrida, lavagem com 500 µl de Ion One Touch Wash Solution, EUA, 

centrifugação a 15.500 g por 3 minutos, descarte do sobrenadante deixando apenas 

100 µl acima do pellet no tubo. 

 

4.3.2.6 Enriquecimento e Determinação da Qualidade das Esferas 

 

Foi utilizado o kit Ion PGM Enrichment Beads para o enriquecimento das 

esferas. Primeiro foi preparada a solução 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 poços, do poço 1 ao 8 

respectivamente, os seguintes reagentes: 1) Toda a solução contendo os 100 µl das 

esferas positivas, ou seja, recuperadas de amostra, 2) 130 µl das beads MyOne 

Streptavidin C1, 3) 300 µl de Ion Touch Was Solution 4) 300 µl de Ion Touch Was 

Solution 5) 300 µl de Ion Touch Was Solution 6) poço vazio 7) 300 µl de Solução de 

Melt off e 8) Poço vazio. Para o preparo do equipamento Ion One Touch ES, 

complementar ao Ion PGM, foi adicionado em um tubo de 0,2 ml de PCR 10 µl de 

Neutralization Solution presente no kit. A tira e o tubo de PCR com a solução de 
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neutralização foram inseridos no equipamento e, após 35 minutos 

aproximadamente, o tubo de PCR continha a amostra enriquecida. Deste tubo foram 

retirados 2 µl para a determinação da qualidade das esferas no fluorômetro Qubit 3.0 

(Invitrogen, Life Technologies, EUA) utilizando o kit Ion Sphere Assay. Foi feita a 

leitura em dois comprimentos de onda: AF488 e AF647. Depois disso, a amostra foi 

armazenada a 4ºC até a próxima etapa. 

 

4.3.2.7 Preparo do Ion Torrent PGM, do Chip e Sequenciamento 

 

Foram utilizados os kits Ion PGM HiQ View Sequencing Reagents e Ion PGM 

HiQ View Sequencing Kit. Foi feita a limpeza do equipamento e de seus acessórios 

com água e cloro diluído e filtrado em filtro de 0,22 µm. Após a limpeza, o 

equipamento foi preenchido com os devidos reagentes (dNTP, NaOH diluído em 

água nucleasse free, Wash Solution e Sequencing Solution). Para o carregamento 

do chip foram pipetados diretamente no volume total de amostras 5 µl de Control Ion 

Sphere Particles, 12 µl de primer, avolumando para 27 µl com Annealing Buffer. Em 

seguida, o tubo foi levado ao termociclador Proflex (Thermo Ficher, EUA) a 95ºC por 

2 minutos e, sem seguida, 37ºC por 2 minutos. Após esse procedimento as 

amostras foram mantidas dentro do termociclador em temperatura ambiente até que 

a corrida de sequenciamento fosse preparada. 

No menu do equipamento Ion PGM o chip a ser utilizado na corrida foi 

checado para averiguar possível vazamento em uma etapa chamada “Chip Check”. 

Para a ligação da polimerase nas esferas, a amostra foi removida do 

termociclador e foram adicionados 3 µl de Ion PGM HiQ View Sequencing 

Polymerase para um volume final de 30 µl seguido de incubação de 5 minutos em 

temperatura ambiente. 

Depois da verificação do chip o mesmo foi centrifugado em mini centrífuga 

(Heraeus Megafuge Thermo Scientific, EUA) para que fosse removido o excesso de 

líquido que ainda pudesse estar remanescente e para ser preenchido 

adequadamente com o volume de amostra. Idealmente, 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 

milhões de leituras. Como as amostras utilizadas foram amplicons de 

aproximadamente 400 pb, a química utilizada para o sequenciamento 16S foi a de 
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400 pb que, com a ligação de adaptadores e barcodes gera amplicons de 480 pb no 

máximo. 

A corrida foi programada e o chip com as amostras foi inserido no 

equipamento para o sequenciamento. 

 

4.3.2.8 Análises das Sequências Obtidas pela Plataforma Ion Torrent PGM 

 

Após a obtenção e purificação do produto da PCR, foi realizado o 

sequenciamento de nova geração na plataforma Ion PGM Torrent da empresa 

Thermo Fisher no LABMOPS do Laboratório de desenvolvimento tecnológico do IQ 

da UFRJ. 

As sequências geradas em arquivo IonXpress_029_rawlib.basecaller.bam 

pelo software Ion Reporter versão 5.12 foram analisadas contra os bancos de dados 

Curated MicroSEQ® 16S Reference Library versão 2013.1 e Curated Greengenes 

versão 13.5.  

As análises das sequências foram realizadas de acordo com o workflow 

Metagenomics 16S w1.1, onde os parâmetros são: primers estão presentes nas 

duas extremidades de cada fragmento; a porcentagem mínima de cobertura de 

alinhamento de cada sequência é de 90%; o número de leitura necessário é de 10 

leituras de cada fragmento para que seja considerado válido e, o valor da 

porcentagem válida para criar uma identidade para o gênero identificado é de 97%. 

As análises de bioinformática das sequências 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 saudáveis, 21 pacientes com DC e 18 pacientes com RCU.  

Os resultados aqui apresentados configuram uma avaliação inicial de parte 

dos pacientes incluídos no estudo; até o presente momento, foi realizada a avaliação 

da composição taxonômica 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 presença de microrganismos da microbiota do sangue de indivíduos 

saudáveis. Além disso, convém novamente destacar que estes resultados são 

preliminares de uma amostragem maior que cursou com pareamento fecal e 

amostragem de pacientes com RCU.  

 

5.1 Resultados em Relação Filos, Gêneros, Vias de Sinalização e 

Características Fenotípicas de DC  

 

5.1.1 Características de Pacientes e controles incluídos 

 
No presente momento foram analisados dados de 12 pacientes com DC e 8 

controles saudáveis. As características etárias e fenotípicas dos pacientes constam 

na tabela 1. A tabela 2 apresenta as características etárias dos controles. 
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Tabela 1 – características etárias, fenotípicas, terapêuticas e de estágio inflamatório de 
doença dos pacientes analisados. A despeito da inclusão de 12 pacientes, houve falha no 

sequenciamento de um deles o que justifica a presença de apenas 11 análises 

 
 Fonte: elaborado pelo autor 

 
Tabela 2 – características etárias dos controles saudáveis. A despeito da inclusão de 8 
controles, houve falha no sequenciamento de dois deles o que justifica a presença de 

apenas 6 análises 

 
Fonte: elaborado pelo autor 

 

Todos os pacientes e controles saudáveis foram submetidos à coleta de 04 

frascos de hemocultura (dois para germes aeróbios e dois para germes anaeróbios) 

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

meios de cultura. 

 

5.1.2 Resultados por Filo 

 

Nossa análise identificou a presença 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) Saudáveis 

 

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

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

Importante destacar ainda que, diferentemente do descrito em alguns 

trabalhos da literatura, não houve um aumento de Bacteroidetes e Proteobacteria 

juntamente com uma diminuição na abundância de Firmicutes (MAN; KAAKOUSH; 

MITCHELL, 2011). Este achado está melhor ilustrado visualmente na figura 10 que 

contempla os principais filos identificados (levados em consideração apenas os filos 

representativos de mais de 1% em cada grupo). 
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Figura 10 – Análise Percentual dos Filos mais Prevalentes na Análise do Sangue de 
Pacientes com Crohn e Controles Saudáveis 

 
Fonte: elaborado pelo autor 

 

5.1.3 Resultados por Gêneros 

 

No que tange a análise de DNA circulante representativo de gêneros 

bacterianos no sangue convém destacar que a abundância e a diversidade foram 

semelhantes entre pacientes e controles saudáveis. Entretanto, impõe-se a 

observação de maior quantidade de DNA bacteriano presente no sangue de 

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

 

Figura 11 – a Alpha diversidade descreve a diversidade taxonômica (espécie, gênero, 
família, etc.) dentro de uma única amostra. A Beta diversidade descreve a diversidade 

taxonômica (espécie, gênero, família, etc.) entre múltiplas amostras. Os dados mostram que 
a abundância e diversidade de espécies identificadas dentro de cada grupo (controles e DC) 

é semelhante. Assim como as espécies observadas entre os grupos 

 
Fonte: elaborado pelo autor 
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Figura 12 – a) denota a porcentagem de leituras mapeadas em pacientes e controles 
saudáveis. Estes dados corroboram que a quantidade de bactérias nas amostras de 

pacientes foi superior à das amostras de controles saudáveis; b) diagrama de Venn com 
avaliação qualitativa entre os gêneros entre pacientes, controles e que são coincidentes em 

ambos os grupos 

 
Fonte: elaborado pelo autor 
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Figura 13 – análise quantitativa em Unidades Taxonômicas Operacionais “Operational 
Taxonomic Unit” (OTUs). Esta análise reforça a maior quantidade, assim como demonstra 

gêneros presentes exclusivamente em pacientes 

 
Fonte: elaborado pelo autor 
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Figura 14 – nesta análise, para melhorar a possibilidade de avaliação dos gêneros mais 
prevalentes, foi arbitrada a inclusão apenas dos 30 gêneros mais representativos. Tal 

mensuração manteve a consideração de OTUs 

 
Fonte: elaborado pelo autor 

 

5.1.4 Resultados por Atividade de Doença 

 

Conforme estabelecido na literatura vigente, a atividade de doença foi definida 

através de critérios de avaliação clínica (índice de Harvey-Bradshaw) e endoscópica 

(classificação de SES-CD). Neste contexto, a avaliação taxonômica para filos, não 

apresentou diferentes percentuais significativas em pacientes com Crohn em 

atividade moderada ou em atividade acentuada (figura 10). 
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Figura 15 – análise taxonômica para filos em percentual de mapped reads evidenciando 
padrão de filos semelhantes entre pacientes com Crohn em atividade moderada ou atividade 

acentuada 

 
Fonte: elaborado pelo autor 

 

 5.1.5 Resultados por Vias de Sinalização 

 
A tabela abaixo contempla as principais vias de sinalização com diferença 

significante entre pacientes com Crohn e controles saudáveis. Este achado foi 

alcançado após análise da média de prevalência entre as principais vias entre 

pacientes com Crohn e os controles saudáveis (tabela 4). 
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Tabela 4 – representatividade das vias de sinalização mais representativas expressas nos 
pacientes com Crohn e nos controles (CTRL) saudáveis 

 

 Fonte: elaborado pelo autor 

 

Tendo em vista os resultados desta análise é possível observar que as vias 

associadas à carcinogênese e à inflamação apresentam maior prevalência nos 

pacientes com Crohn (como a via de sinalização do p53 e a via do câncer colorretal). 

Além disso, é notório do aumento na via de LPSs.  
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6 DISCUSSÃO 

 

A patogênese das DIIs é complexa e, nos últimos anos, o conceito de 

interactoma se estabeleceu como forma mais completa de designar a complexa rede 

de interações entre as diferentes vias que contribuem para o desenvolvimento 

destas patologias (SOUZA; FIOCCHI; ILIOPOULOS, 2017). Essas interações entres 

os diferentes “omas” – globalmente considerados os fatores ambientais (exposoma), 

os fatores genéticos (genoma), os fatores imunológicos (imunoma) e os fatores 

relados à microbiota intestinal (microbioma) –, há uma grande complexidade que 

não poderá ser plenamente compreendida estudando de forma isolada cada um dos 

grupos. O resultado final desta rede de complexas interações é a inflamação 

intestinal mediada por disfunções moleculares. Para postular e definir o interactoma 

das DIIs são necessários novos conceitos e ferramentas com o objetivo de 

implementar avaliação sistemática. Assim sendo, almeja-se uma estratégia de 

integração imparcial orientada por dados que revela os principais participantes do 

sistema, identifica os principais impulsionadores da inflamação e permite o 

desenvolvimento de terapias direcionadas. Ferramentas de bioinformática poderosas 

capazes de consultar e integrar vários –omas estão disponíveis, permitindo a 

integração de informações genômicas, epigenômicas, transcriptômicas, proteômicas, 

metabolômicas e de microbiomas para construir um mapa molecular abrangente de 

DIIs. Esta abordagem permitirá a identificação de subtipos moleculares de DIIs, 

correlações com fenótipos clínicos e elucidação dos hubs centrais do interactoma de 

DIIs que auxiliarão na descoberta de compostos que podem direcionar 

especificamente os hubs que controlam a doença (SOUZA; FIOCCHI; ILIOPOULOS, 

2017). 

Ainda no que se refere ao processo que culmina em inflamação crônica e 

inapropriada intestinal há o conceito de DAMPs (padrões moleculares associados a 

danos). DAMPs são moléculas endógenas que, em condições de lesão celular, são 

liberadas no meio extracelular por células necróticas e matriz extracelular, e 

desencadeiam resposta inflamatória através da ativação do sistema imune (RANI, 

2017). Tendo em vista o ineditismo da observação de DNA bacteriano circulante no 

sangue de pacientes com doença de Crohn, pode-se postular um possível papel 

destes como DAMPs e, com isso, atividade na perpetuação de resposta imunológica 

inadequada.  
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Além das hipóteses associadas à maior perpetuação e ativação da resposta 

inflamatória, nossos resultados denotam e corroboram a premissa inicial de maior 

permeabilidade intestinal nos pacientes com DIIs já que foi evidenciada maior 

quantidade 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 DII não apresentou diferença entre pacientes com atividade moderada ou 

acentuada da doença. Neste contexto, a teoria inicial de que tal achado pudesse 

contribuir como um novo biomarcador de “atividade inflamatória” não se configurou 

verdadeiro nesta amostra (figura 10). 

Em relação à análise taxonômica para filo, diferentemente do descrito em 

alguns trabalhos da literatura de sangue e fezes, não houve um aumento de 

Bacteroidetes e Proteobacteria juntamente com uma diminuição na abundância de 

Firmicutes (MAN; KAAKOUSH; MITCHELL, 2011). Nossa amostra cursou com 

aumento percentual de Firmicutes, aumento de Proteobacteria e diminuição de 

Actinobacteria. Esta última é especialmente relevante se considerarmos que neste 

filo estão contempladas as bactérias do gênero Bifidobacterium. Este é um gênero 

de bactérias anaeróbicas e atua como probiótico beneficente para a saúde humana. 

As Bifidobactérias são uns dos maiores grupos de bactérias que compõe 

a microbiota intestinal. Estas residem no cólon e promovem benefícios para a saúde 

de seus hospedeiros. Bifidobactérias estão associadas a uma menor incidência de 

alergias (BJÖRKSTÉN et al., 2001) e também com a prevenção 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 gênero de bactérias com possível atividade patogênica aos seres 

humanos e que culmina em maior atividade inflamatória. Para exemplificar uma das 

principais classes patogênicas incluída neste filo, convém destacar a classe 

Gammaproteobacteria. A classe possui vários grupos de bactérias de importância 

médica e científica, como as famílias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e 

Pseudomonadaceae. Um grande número de agentes patogênicos 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 DIIs já foi extensamente evidenciado 

na literatura (ALDARS-GARCÍA; 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 relação a análise taxonômica de gêneros, algumas diferenças 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, diminuição nos pacientes de 

Staphylococcus e diminuição nos pacientes de Propionibacterium. Estas diferenças 

tornam-se importantes não apenas pelas especificidades de aumento e/ou 

diminuição, como também pela quantidade de bactérias ter sido maior em pacientes 

do que em controles sem alterar de forma significativa a abundância e a diversidade. 

Este último para o sangue difere do conceito já bem estabelecido na literatura para 

fezes e amostras teciduais. Nestas há diferenças significativas de quantidade e 

diversidade entre a microbiota intestinal de pacientes e controles saudáveis. O 

padrão de disbiose mais associado às DIIs evidencia diminuição de bactérias 

comensais, particularmente, Firmicutes e Bacteroidetes e aumento relativo de 

espécies bacterianas da família Enterobacteriaceae (filo Proteobacteria).  

No que se refere à 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 estão presentes na DC. As taxas de detecção de DNA 

de MAP em tecidos de pacientes com DC usando uma PCR específica variam de 

0% a 100%. Numerosas outras bactérias específicas 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 não é de forma alguma um fenômeno 

raro, pois uma variedade de outras bactérias, como Enterobacteriaceae, 

Staphylococcaceae e Streptococcaceae, foram cultivadas a partir de tecidos de 

pacientes com DII (mas não de indivíduos de controle) também como “formas L”. ( 

HERTOGH et al. 2008). Assim sendo, de forma comparativa com nossos achados 

para o sangue, estes resultados são consistentes se considerarmos o gênero 

Streptococcaceae e inconsistentes para o gênero Staphylococcaceae.  

Em estudo de avaliação transversal do perfil de microbiota intestinal na 

população italiana, os autores identificaram os seguintes achados: em nível de 

gênero, Escherichia, Faecalibacterium, Streptococcus, Sutterella e Veillonella todos 

aumentaram significativamente no grupo DII, enquanto Bacteroides, Flavobacterium 
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e Oscillospira geni todos diminuíram. Nos pacientes com DC, apenas Escherichia e 

Veillonella aumentaram significativamente e, entre os gêneros que diminuíram, 

também Prevotella diminuiu significativamente. Curiosamente, neste grupo o gênero 

Faecalibacterium diminuiu em relação ao grupo controle, ao contrário do observado 

na DII como um todo e na RCU grupo (SANTORU et al., 2017). Considerando-se o 

gênero Streptococcus, tais achados são compatíveis com nossa análise. 

Convém destacar ainda o possível papel do gênero Pseudomonas. Estudos 

mostram que, assim como a Yersinia, Pseudomonas supostamente atua como 

gatilho na DC doença (NAGALINGAM; LYNCH, 2012; SCALDAFERRI et al., 2013; 

WANG; GARRITY; TIEDJE; COLE, 2007). Este achado é compatível com nossa 

análise para o sangue. Considerando-se que a quantidade de DNA bacteriano 

sanguíneo presente pode ou não vir a ter papel crucial na ativação da resposta 

imunológica, este gênero surge como possível diferencial de gatilho para a resposta 

inflamatória inapropriada. 

No que tange à ativação de vias da resposta imunológica, dois gêneros 

bacterianos identificados surgem como potenciais gatilhos em análises multi-ômicas 

(PRIYA et al., 2022). Neste aspecto, considerando-se apenas redes multi-ômicas 

para as DIIs, os gêneros Peptostreptococcus e Granulicatella (ambos do filo 

Firmicutes) são marcadamente mais presentes (pelo menos cinco vezes mais) nos 

pacientes com DC do que no sangue de controles saudáveis. Estes, em análise 

multi-ômica, ativam as vias de sinalização integrina beta1 e celular RAC1, 

respectivamente. Com isso, podem contribuir para a resposta imunológica 

exacerbada que culmina nos sintomas da DII. 

Tendo em vista os resultados sobre as vias de sinalização, é possível 

observar que as vias associadas à carcinogênese e à inflamação apresentam maior 

prevalência nos pacientes com Crohn (como a via de sinalização do p53 e a via do 

câncer colorretal). Além disso, é notório o aumento na via de LPSs. Estes achados 

nos parecem interessantes pois, conforme previamente mencionado anteriormente , 

a liberação 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 translocação entre o intestino, o sangue e 

outros tecidos (RHEE, 2014). 

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

sangue de pacientes com Crohn, também nos parecem muito relevantes as 
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hipóteses correlatas daí advindas, que nos fazem inferir a existência de alterações 

na permeabilidade de mucosa. A Ausência das  vias de sinalização Adherens 

junction e Tight junction poderiam  contribuir para este aumento de permeabilidade.  

Assim sendo, nossa análise sobre vias de sinalização denotou duas 

circunstâncias distintas e que culminam em uma premissa clínica de correlação 

absolutamente plausível. Apesar desta plausibilidade, careceremos de mais 

pacientes e da continuidade de análise dos nossos dados para melhor 

esclarecimento se tais correlações poderiam ou não vir a ser se configurar 

causalidades. O primeiro grande grupo de circunstâncias que identificamos com 

razão aumentada em pacientes com DC são as vias de sinalização para câncer 

colorretal e do p53. Sabidamente estas vias estão associadas a maior risco de 

desenvolvimento de neoplasias de trato gastrointestinal e a maior resposta 

inflamatória. Ambos são fenômenos absolutamente presentes em pacientes com DII. 

Ademais, o segundo grande grupo de alterações culmina em alterações multiômicas 

teóricas que expressam a maior permeabilidade da mucosa intestinal, a maior 

quantidade de defeitos da mucosa gastrointestinal e a maior dificuldade de inibir a 

resposta inflamatória. Este segundo grande grupo se manifesta pela quantidade 

extremamente baixa da expressão das vias de sinalização de Adherens junction, 

Tight junction, Focal adhesion, Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate 

e TGF-beta signaling pathway nos pacientes com Crohn, quando comparados aos 

controles saudáveis (vide tabela 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 

 

7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

De uma maneira geral, o projeto teve por objetivo evoluir na  compreensão da 

patogênese das DIIs, doenças crônicas de elevada morbidade e de alto custo social. 

Todos os dados do estudo serão prontamente disponibilizados e os resultados do 

trabalho serão submetidos à publicação em periódicos indexados de circulação 

internacional.  

Com a complementação do projeto, pretendemos fortalecer as colaborações 

locais, dentro da própria instituição, viabilizando a interação de diferentes 

laboratórios e departamentos, o que configura e concretiza o caráter multidisciplinar 

da pesquisa. Com o apoio do LABMOPS do IQ e o Laboratório de Imunologia 

Celular do Instituto de Ciências Biológicas da UFRJ, faremos as análises de 

mediadores inflamatórios e todos os métodos moleculares envolvidos na proposta.  
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8 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados  indicaram dados inéditos na avaliação  da existência de 

maior quantidade de DNA bacteriano circulante no sangue de pacientes com doença 

de Crohn. Através de análise taxonômica no sangue de pacientes com Crohn e 

controles ficou comprovada a maior presença de DNA bacteriano circulante no 

sangue dos pacientes com a doença inflamatória intestinal (DII).  

Contudo, a presença de maior quantidade de DNA circulante evidenciada não 

demonstrou correlação com o grau de atividade da DII. Assim sendo, estes 

resultados iniciais não sugerem que o DNA circulante tenha papel como marcador 

inflamatório para atividade de doença.  
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ANEXO A – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
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ANEXO B – Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 
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ANEXO C – Trabalho aprovado na Digestive Disease Week (DDW) 

 

 


