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EPIGRAFE

“Todo grande progresso da ciéncia resultou de uma
nova audacia da imaginagéo”

John Dewey



RESUMO

Introducéo:

As Doengas Inflamatdrias Intestinais (Retocolite Ulcerativa ou Doencga de
Crohn) resultam de uma interagdo complexa entre o sistema imunolégico e ou-
tros sistemas, como o microbioma, que desempenha um papel fundamental na
patogénese dessas doencgas. Este estudo teve como objetivos descrever a com-
posicdo da microbiota bacteriana intestinal antes e apds a terapia com Inflixi-
mabe e Azatioprina, investigar a influéncia de expositores na microbiota e de-
senvolver um protocolo de avaliagdo de microbiota de portadores de Doencas
Inflamatorias Intestinais para a Universidade de Campinas.

Métodos:

Estudo longitudinal em uma série de brasileiros com Doenga de Crohn
atendidos na cidade de Campinas-SP, tratados com Infliximabe e Azatioprina e
submetidos a avaliacdo da microbiota intestinal pela leitura do 16s rRNA antes e
apos a terapia. Analisadas variaveis epidemioldgicas, ambientais, clinicas, labo-

ratoriais e endoscopicas.

Resultados e Conclusdes:

Foram avaliados sete pacientes e a terapia empregada se mostrou capaz
de alterar a composicdo microbiana intestinal promovendo mudanga na abun-
dancia de filos especificos apesar de nao ter impactado na alfa-diversidade. Nao
observamos diferengas na composi¢ao microbiana dos pacientes com fatores de
exposic¢ao distintos.

Palavras-chaves: Doencgas Inflamatorias Intestinais. Doenga de Crohn. Microbi-

oma. Infliximabe. Disbiose.



ABSTRACT

Background:

Inflammatory Bowel Diseases (IBD), including Ulcerative Colitis and
Crohn's Disease, arise from a complex interplay between the immune system
and other systems, such as the microbiome, which plays a pivotal role in the
pathogenesis of these diseases. This study aimed to describe the composition of
the intestinal bacterial microbiota before and after therapy with Infliximab and Az-
athioprine, investigate the influence of exposure factors on the microbiota, and
develop a protocol for evaluating the microbiota of IBD patients at the University
of Campinas.

Methods:

A longitudinal study was conducted on a cohort of Brazilian patients with Crohn's
Disease treated with Infliximab and Azathioprine in Campinas-SP. The intestinal
microbiota was assessed by 16s rRNA sequencing before and after therapy. Ep-
idemiological, environmental, clinical, laboratory, and endoscopic variables were

analyzed.

Results and Conclusions:

Seven patients were evaluated, and the employed therapy demonstrated the abil-
ity to alter the intestinal microbial composition by promoting changes in the abun-
dance of specific phyla, despite not impacting alpha diversity. No differences in
the microbial composition were observed between patients with distinct exposure
factors.

Keywords: Inflammatory Bowel Diseases. Crohn's disease. Microbiome. Inflixi-
mab. Dysbiosis.
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1. Introducao

As Doengas Inflamatérias Intestinais (DIl) sdo doengas imunomediadas
que promovem o acometimento inflamatério do trato gastrointestinal (TGl), po-
dendo também repercutir de forma sistémica. Sdo subdividias em Doenca de
Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU) que se diferem quanto a apresentacéo
da doencga, segmentos do TGl acometidos e até mesmo pela abordagem tera-
péutica. Estas doencas podem ocorrer em qualquer idade embora a principal
faixa etaria de incidéncia seja a populagédo de adultos jovens (faixa etaria entre
20 e 40 anos). A patogénese é complexa e parcialmente esclarecida, sabendo-
se tanto a DC quanto a RCU resultam de varias interagbes, especialmente ge-
néticas e ambientais, favorecendo uma resposta imune descontrolada a micro-
biota intestinal, ocasionando assim o dano tecidual-.

As DIl apresentam distribuicdo geografica heterogénea, com maior preva-
Iéncia em paises desenvolvidos da América do Norte e Europa Ocidental. Essa
disparidade epidemioldgica esta associada a fatores ambientais, como urbani-
zacao, dieta ocidental, higiene aprimorada, menor exposi¢cao solar e uso fre-
quente de antibidticos. Essa associagao é reforcada pelo aumento do diagnos-
tico de DIl em individuos que migram de areas com baixa incidéncia para regides
mais urbanizadas. A elucidacdo das complexas relagdes entre ambiente, micro-
biota intestinal e DIl & crucial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de
prevencao e tratamento*S.

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) revelam
uma acentuada urbanizagcdo da populagao brasileira nas ultimas décadas. Em
1960, apenas 44,67% da populacio vivia em areas urbanas, enquanto em 2010
esse numero saltou para 84,36%. A regido Sudeste se destaca como a mais
urbanizada (92,95%), enquanto o Nordeste apresenta a menor taxa (71,76%).
Essa transformacéo social, impulsionada por fatores socioeconémicos e demo-
graficos, acarretou modificagdes significativas no estilo de vida da populacéo
brasileira. Melhorias na higiene, acesso a agua potavel e saneamento basico,
combinadas com altera¢des na dieta, caracterizadas por um maior consumo de

alimentos processados e industrializados, configuram um cenario propicio ao de-
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senvolvimento de doengas inflamatdrias intestinais (DII)"2. Em 2017, uma pes-
quisa da Associagao Brasileira de Retocolite e Doenga de Crohn (ABCD), em-
bora tenha sido realizada por procura passiva dos proprios pacientes (self-selec-
tion), demonstrou maior prevaléncia das DIl na regido sudeste (58%), seguida
pelas regides sul (22%), nordeste (12%), centro-oeste (6%) e norte (3%)°. Uma
recente publicagdo epidemioldgica nacional apontou um aumento da incidéncia
das DIl entre os anos de 2012 e 2020 de 9,4 para 9,6 para cada 100 mil habitan-
tes. Neste periodo observou-se um aumento da incidéncia da RCU (5,7 para 6,9
/ 100.000 habitantes) e redug¢édo da incidéncia da DC (3,7 para 2,7 / 100.000
habitantes). Ja a prevaléncia geral das DIl aumentou de 30 para 100 pacientes
para cada 100.000 habitantes, sendo um aumento de 15,7 para 56,5 (pacientes
por 100 mil habitantes) na RCU e 12,6 para 33,6 (pacientes por 100 mil habitan-
tes) na DC'°. A distribuigdo geografica brasileira segue um gradiente de maior
incidéncia e prevaléncia do sul para o norte do pais, mas observamos distribui-
¢do mais heterogénea (por exemplo, o estado de Pernambuco com maior inci-
déncia de Retocolite Ulcerativa e o estado de Sao Paulo e Goias com a maior
incidéncia de Doencga de Crohn) pelo pais além de um destaque da prevaléncia
das doencas em cidades interioranas™®.

A avaliagao da influéncia da raca nos indices de prevaléncia das DIl é
dificultosa no Brasil, devido a alta taxa de miscigenagao racial. As publicagdes
atuais ndo demonstram diferencas nas frequéncias destas doencas conside-

rando a declaragdo de raca ou a ancestralidade® .

1.1 Doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa: definicao

A DC se caracteriza pelo acometimento mais frequentemente desconti-
nuo do trato gastrointestinal (TGl), podendo atingir todo o trajeto do tubo diges-
tivo. O processo inflamatério que é transmural, em sua maioria, se caracteriza
pelo comprometimento de todas as camadas da parede do 6rgao doente, da
mucosa até a serosa. A doencga promove o aparecimento de ulceras profundas
e, até mesmo, de trajetos fistulosos, comunicando o intestino com estruturas vi-
zinhas ou com o meio exterior e, ainda, formando abscessos. O processo de

cicatrizagéo pode gerar deformidades e levar a diferentes graus de estenoses®.
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A RCU causa inflamacgéao continua da mucosa afetando o reto e, de forma
variavel, o colon. Um acometimento do ileo terminal pode ocorrer nos casos de
acometimento de todos os segmentos colonicos até o ceco, decorrente do re-
fluxo inflamatério até aproximadamente os cinco centimetros distais do intestino
delgado. O processo inflamatorio tem como particularidade ser restrito a mucosa,
nao invadindo as camadas profundas da parede intestinal doente, exceto em

casos especiais como no megacdlon toxico?.

1.2 Doenca de Crohn: fenétipos

A DC é representada por um amplo espectro de manifestacbes que va-
riam de paciente para paciente. Existe uma tendéncia de ser clinicamente mais
grave em pacientes jovens, especialmente com menos de 40 anos ao diagnos-
tico, embora ndo exclua os demais de uma grave apresentagao clinica. Por po-
der se manifestar em qualquer parte do TGl, os sintomas sao muito variaveis,

sendo a dor abdominal o sintoma mais prevalente?.

Quadro 1. Classificagdo de Montreal'3
Idade ao Diagndstico

<16 anos A1
17 — 40 anos A2
> 40 anos A3
Localizacao
Doenca ileal L1
Doenca coldnica L2
Doenca lleocolbnica L3
Doenca isolada do TGI superior L4
Comportamento
Nao penetrante, ndo estenosante B1
Estenosante B2
Penetrante B3
Perianal p

Classificagao de Montreal de acordo com idade ao diagnostico, localizagdo da doenga do TGl e comportamento. A do-
enga concomitante de célon e areas do TGI proximais devem ser mencionadas como L1+L4. A doenga perianal, quando
presente, deve ser classificada a parte, ao final da classificagao, incluindo a letra p (ex: A1L2B2p).
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As localizagbes com maior concentragdo da microbiota, seja pela coloni-
zagao (como o colon) ou pela estase fisioldgica (ileo terminal e reto) sé&o os locais
de maior incidéncia da doenga'. O acometimento da regido perianal classica-
mente confere pior progndstico além de varias complicagdes como formagdes
de fistulas e abscessos e sequelas como a incontinéncia fecal'®'®. O compro-
metimento e dano tecidual também é variavel, podendo a doenga se manifestar
somente com inflamag&o da mucosa (gerando enantema, erosdes ou ulcera-
¢bes), ocorréncia de estenoses, que podem ser secundarias ao edema propor-
cionado pela inflamagao ou a cicatrizacdo de areas doentes, além de formacao
de fistulas entre a regido acometida e estruturas adjacentes ou abscessos'.

Considerando as caracteristicas variadas da DC foi proposta uma classi-
ficagao fenotipica dos pacientes no International Working Party em Roma no ano
de 1991, mas somente concluida no ano de 1998 em no Congresso Mundial de
Gastroenterologia de Viena, tendo recebido o nome da cidade como titulagdo. A
classificagao foi posteriormente modificada como classificagdo de Montreal no
ano de 2005 (Quadro 1)'3'7. Esta classificagao foi ainda adaptada para ser apli-
cada em criancas e adolescentes, como classificagédo de Paris’®.

1.3 Terapias medicamentosas no tratamento da Doenga de Crohn

Até a década de 1930, nenhuma terapia de eficacia comprovada era
usada para o tratamento de doencas infamatdrias intestinais. Na primeira me-
tade do século XX, o conhecimento dessas doencgas era tado escasso quanto as
opgdes terapéuticas. A primeira droga desenvolvida e testada na tentativa de
controlar as DIl foi a sulfassalazina (SSZ), por Nanna Svartz. Embora a SSZ e
seus derivados sejam indicados até os dias atuais para o tratamento da RCU,
seu uso ndo é recomendado no tratamento da DC'92%, Seguiram-se o desenvol-
vimento dos glicocorticoides e imunomoduladores. Esse conjunto de modalida-
des terapéuticas € atualmente chamado de "terapias convencionais"?'~23,

Na década de 1990 ocorreu o amplo desenvolvimento de anticorpos mo-
noclonais, inicialmente indicados a outras areas médicas como a reumatologia e

a oncologia, com posterior demonstragéo de eficacia nas DII. Os primeiros anti-
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corpos monoclonais aprovados foram os antagonistas do TNF-a (anti-TNF), se-
guidos pelos antagonistas das integrinas (anti-integrinas) e mais recentemente
antagonistas das interleucinas (anti-IL). Define-se como “terapias biologicas” o
emprego dos anticorpos monoclonais no tratamento das DII. A partir da década
de 2010 ocorreu o desenvolvimento de novas medicacgdes de tecnologias sinté-
ticas, chamadas "pequenas moléculas", onde a eficacia foi observada nos inibi-
dores das Janus Quinases (iJAK) e moduladores da Esfingosina-1-fosfato (mo-
duladores-S1p) porém até o momento somente uma molécula inibidora da JAK
(upadacitinibe) teve eficacia comprovada para o tratamento da Doencga de
Crohn?*. O Quadro 2 lista as terapias disponiveis para o tratamento da Doenca
de Crohn.

Quadro 2. Terapias aprovadas e recomendadas para o tratamento da Doenca
de Crohn?

Classe Drogas Ensaio Clinico Disponivel no Brasil’
Glicocorticoides Primeira geragéo

e Prednisona Nao Sim

e Prednisolona Nao Sim

e Hidrocortisona Nao Sim

Segunda geragao

_ Sim Sim™
e Budesonida Sim Sim
¢ Budesonida MMX N0 Sim™
e Betametasona
Imunomoduladores Azatioprina Nao Sim
6-Mercaptopurina Nao Sim
Metotrexato Néo Sim
Anti-TNF Infliximabe Sim Sim
Adalimumabe Sim Sim
Certolizumabe pegol Sim Sim
Anti-Integrinas Natalizumabe Sim Néo
Vedolizumabe Sim Sim
Anti-Interleucinas Ustequinumabe Sim Sim
Risanquizumabe Sim Nao™
Inibidores JAK Upadacitinibe Sim Sim

"Disponivel no Brasil para a indicacéo de tratamento da Doenga de Crohn. ~ Produto aprovado para comercializag&o no
Brasil, porém no disponibilizado pela fabricante. ™ Produto aprovado para comercializagéo no Brasil, porém vendido

somente por farmacias de manipulagao.
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1.3.1 Azatioprina

A Azatioprina, um imunomodulador do grupo das tiopurinas, atua por di-
versos mecanismos, incluindo a inibicao da replicacédo do DNA ou RNA de célu-
las hematopoiéticas e a indugdo de apoptose (morte celular programada) de cé-
lulas T ativadas. Essa acdo diminui a populagao dessas células inflamatdrias de
forma sistémica, atenuando suas fungdes celulares e humorais?*.

A Azatioprina tem um inicio de agdo imunomoduladora lento, mas se des-
taca como terapia de manutenc¢ao de remisséo de Doenga de Crohn enquanto o
uso para induzir remissdo da DC é questionado. Esta molécula sintética € cons-
tantemente utilizada junto aos anticorpos monoclonais, especialmente ao Inflixi-
mabe, pois s&o capazes de reduzir a taxa de formacgao de anticorpos antidrogas
conforme demonstradas pelos estudos SONIC e UC SUCCES?52%, Desta forma,
as principais recomendagdes de terapia para o tratamento da DC recomendam
a associacado da Azatioprina (ou outra terapia imunomoduladora convencional)

quando o Infliximabe for a terapia avangada de escolha??:27:28,

1.3.2 Infliximabe

O TNFa compde uma importante parte das proteinas e receptores envol-
vidos na regulagdo imune. Muitas das manifesta¢des inflamatérias, como a fe-
bre, a ativacdo de células T e de granuldcitos sdo medidas pelo TNFa e especi-
ficamente nas DII, este mediador recruta células inflamatérias, promove o
edema, a angiogéneses e a hipervascularizagao, ativa a cascata de coagulagéo
e especificamente na DC, o anti-TNF atua na formag&o do granuloma?®-31,

O primeiro anti-TNF liberado para o tratamento da DC foi o Infliximabe
(IFX) que é um anticorpo monoclonal quimérico (composto 75% de porgéo hu-
mana e 25% de porgdo murina) que tem alta afinidade e especificidade pelo
TNFa. A eficacia desta droga na DC foi inicialmente apontada nos estudos AC-
CENT 1, onde observou-se resposta clinica na segunda semana de tratamento

em 58% dos pacientes e remissao clinica em 39% dos pacientes ao final de um
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ano®*’. A mesma droga foi testada em portadores de DC com manifestagao peri-
anal com presenca de fistulas no estudo ACCENT 2, onde a resposta e remisséo
clinica foi observada em 46% e 36% dos integrantes do grupo estudado®3.
Muitos pacientes em uso de IFX utilizam concomitantemente a Azatioprina
(AZA), 6-Mercaptopurina ou Metotrexato visando, na maioria dos casos, 0 au-
mento da efetividade da droga em consequéncia da redugédo da formagao de
anticorpos anti-Infliximabe (Ac anti-IFX). Esta pratica é corroborada pelos resul-
tados do estudo SONIC que comparou estratégias de tratamento da DC e apon-
tou um aumento da efetividade do grupo em uso de IFX+AZA quando comparado
com o grupo IFX em monoterapia, atingindo (o0 grupo em combinagao terapéu-
tica) 44% de remisséo clinica e 56% de cicatrizacdo de mucosa versus 30% e

43% quando em monoterapia®®.

1.4 O microbioma humano

O surgimento das bactérias ocorreu ha cerca de 3,8 bilhées de anos, apro-
ximadamente 1,4 bilhdes de anos antes da linhagem eucaridtica, a qual os hu-
manos pertencem. Embora sejam encontradas como células unicas de vida livre,
muitas bactérias se associaram a um hospedeiro, juntamente com as arqueas,
fungos e protistas formando assim o holobionte (nome atribuido a um organismo
hospedeiro que vive em simbiose com outros agentes). O holobionte animal con-
figura o hospedeiro animal e sua microbiota associada: bactérias, arqueas, fun-
gos, protistas, helmintos e virus. Microbioma ou microbiota s&o terminologias in-
tercambiaveis que referem ao conteudo do genoma coletivo da microbiota (tam-
bém chamado de metagenoma microbiano)3+.

A classificacdo dos seres proposta por Carl Woese em 1990 agrupa os
diferentes reinos em trés dominios: Bacteria, Archaea e Eukarya, este ultimo in-
clui todos os seres vivos compostos por células com um nucleo organizado, den-
tre eles os reinos Protista, Fungi e Animalia. Os reinos sao ainda subdivididos
em Filos, Classes, Ordens, Familias, Géneros e Espécies. Desta forma, as ana-
lises da microbiota devem ser organizadas de acordo com o tipo de classificagao
proposto pela metodologia de cada estudo®>%¢. A Figura 1 exemplifica estas clas-
sificagdes.
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Figura 1. Esquematizagao do Sistema dos Trés Dominios e exemplificacdo da Classificacdo Taxondmica baseada na
espécie Escherichia coli. As espécies ainda sdo subdivididas, por exemplo, a Escherichia coli 0157:H7, um patégeno

alimentar, e a Escherichia coli Nissle 1917, utilizada como probidtico no tratamento da RCU3%%".

O Projeto Genoma Humano previa, em seus objetivos, encontrar cerca de
100.000 genes, a despeito dos 20.000 genes codificadores de proteina real-
mente encontrados ao final do projeto (numero relativamente semelhante ao nu-
mero de genes de uma mosca). Entretanto, considerando que o microbioma hu-
mano € parte atuante e necessaria ao funcionamento do holobionte humano,
uma completa avaliagdo metagendmica poderia ultrapassar 100.000 genes?8. O
microbioma é parte atuante de todos os sitios de interagdo do corpo humano
com o meio externo, sendo encontrado na cavidade oral, na superficie da pele,
nos intestinos (em diferentes composi¢cdes de acordo com a localizag&do), nos
pulmdes, dentre outros. As bactérias tendem a predominar em todos os sitios,

(em relagdo ao nimero de espécies), o que é exemplificado na Figura 2.
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Figura 2. Representacéo dos Filos bacterianos nos diferentes microbiomas humanos 4%41,

A formagéo do microbioma humano se inicia logo apos o nascimento, de
forma dinémica e inicialmente dominado pelo filo Actinobactérias (principalmente
pelo género Bifidobactérias), especialmente nos primeiros dois anos, e com o
passar do tempo, a composi¢cdo da microbiota aumenta em numero e diversi-
dade de espécies, o que é chamado de alfa-diversidade, ao passo que ocorre
uma reducdo da variacdo das espécies e da sua abundancia nas diferentes
areas ou entre os humanos e seus pares, o que é chamado de beta diversi-
dade*?. Inumeros fatores irdo influenciar as variagbes da composigdo microbi-
oma, como o tipo de aleitamento, o inicio da alimentagdo com sélidos, a ma ali-
mentacdo ou a desnutricdo, o uso de antibidticos, obesidade, idade etc*2. Em
individuos saudaveis o microbioma tende a se estabilizar na vida adulta, domi-
nado pelos filos Bacterioidetes e Firmicutes, e ao final da vida a microbiota torna-

se menos diversa, ainda com a mesma predominancia, porém com um aumento
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das Proteobacterias e reducdo das Actinobactérias. Esta variagdo pode ser
exemplificada na figura 3.

Actinobactérias ' Bacteroidetes . Firmicutes Firmicutes
Proteobactérias ¢ Firmicutes ¢ Bacteroidetes Bacteroidetes
*  Firmicutes e Outros e Actinobactérias Actinobactérias
* Bacteroidetes * Proteobactérias ¢ Proteobactérias Proteobactérias
| -+ Outros ) > Outros _ Outros

|

A

Alimentagdo com Férmulas: Antibidticos: Obesidade:
N Firmicutes ' Numero e Variedade J Firmicutes
{ Proteobactérias Predominio de Bacteoidetes 1 Proteobactérias

Figura 3. Variagdo da composigdo microbiana humana ao longo da vida e com adaptagdes a interferéncias externas
como férmulas de alimentag&o e uso de antibiéticos. Adaptado de Ottman et al 42,

1.5 O microbioma intestinal

Dentre os microbiomas humanos, o intestinal é o mais estudado. Nele, as
espécies bacterianas apresentam maior grau de diversidade do que nos demais
microbiomas do corpo. Dentre os maiores estudos relacionados ao microbioma,
destacam-se o Human Microbiome Project (extensao conceitual do Projeto Ge-
noma Humano, multidisciplinar e multicéntrico que avalia 0 microbioma e visa a
caracterizagao dos genomas, seus respectivos RNAs mensageiros, proteinas e
produtos metabdlicos) e o MetaHIT (projeto da Unido Europeia de sequencia-
mento metagendmico intestinal com cooperagéao internacional) que identificaram
cerca de 3000 espécies bacterianas nas fezes humanas classificadas em 11 filos
porém com predominio de quatro: Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacterias e
Actinobacterias.

A microbiota gastrointestinal humana esta concentrada principalmente no
célon e é composta em sua grande maioria pelas bactérias e em menor propor-
¢ao arqueas, eucariotas e virus?®. Ela participa de inimeras fungbes no corpo
humano, como na defesa contra patdgenos invasores, na produgdo de metabé-

litos essenciais, interage com o sistema imune, tem papel fundamental na diges-
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tdo e no metabolismo, controlam a proliferacéo e diferenciagao celular no epité-
lio, modificam a resisténcia insulinica assim como sua produc¢ao, influenciam a
comunicagao cérebro intestinal e participam da manuteng¢ao de um intestino fisi-
ologicamente normal e saudavel*:.

A formacao do microbioma gastrointestinal decorre de uma sequéncia de
fatores e expositores culminando em um status final comum a raga humana, po-
rém com caracteristicas distintas entre populagcdes e uma “assinatura” minunci-
osamente diferenciada de pessoa para pessoa*?. Ao nascimento inicia-se o pro-
cesso de colonizagédo e adaptacao do trato gastrointestinal. O equilibrio da mi-
crobiota intestinal com seus componentes de interagdo (por exemplo: mucosa e
sistema imune) é instavel e sofre interferéncias das sequenciais mudangas do
conteudo ingerido: liquido amniotico, colostro, leite materno, férmulas infantis e
alimentos**. A alta concentragéo de oxigénio na luz intestinal na primeira semana
de vida favorece a proliferacao de anaerobios facultativos, especialmente do filo
das Proteobacterias. Embora a colonizaggo intrautero ndo seja esclarecida, al-
guns trabalhos apontam para a translocagédo de bactérias por via placentaria,
como algumas espécies de Escherichia coli. Outro fato para sugerir esta predo-
minancia é que, durante a gestagdo ha aumento da prevaléncia das Proteobac-
terias na microbiota intestinal materna. Com a colonizagdo do TGI, ocorrera o
consumo de oxigénio, alteracdo do pH, producéo de didxido de carbono e nutri-
entes que tornam o ambiente favoravel para a colonizacao local por outros filos,
especialmente anaerdbios estritos como os Bacteroidetes e Firmicutes. A redu-
¢ao das Proteobacterias ocorrera por competicdo e pela presenga de oligossa-
carideos (especialmente os galactooligossacarideos: GOS) e imunoglobulina a
(IgA) no leite materno.

A composigao microbiana no TGl segue um gradiente de proximal para
distal, com uma menor para maior concentracdo e maior frequéncia de aerdbios
para anaerobios. No estbmago ocorre influéncia do pH, pepsina e amilase, e a
concentragdo microbiana média é de 10% Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC)/mm?3. As principais espécies encontradas s&do os Lactobacillus, Strepto-
coccus e o Helicobacter pylori. As enzimas pancreaticas, os sais de bicarbonatos
e 0s sais biliares modulam a microbiota no duodeno e jejuno, com uma concen-

tracao aproximada de 10%-10* UFC/mm?3 e com predominio de Lactobacillus, En-
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terococcos, Streptococcos e Actinobactérias. Esta concentragdo aumenta ex-
pressivamente no ileo, com um equilibrio do pH (média de 7,3 — 7,7) e a estase
fecal proporcionada pela Valvula lleocecal (VIC), chegando a média de 107 — 10°
UFC/mm?3. Os principais componentes do microbioma ileal sdo Enterococos,
Bacteroidetes, Lactobacillus, Clostridium e Corynobactéria. No colon, com in-
tima relagcdo com a camada de muco produzida, atinge-se a maior concentragéo
da microbiota no corpo humano chegando a 10" — 10> UFC/mm?3 composta por
Bacteroidetes, Provotella, Porphyromonas, Eubactérias, Ruminococcos, Lacto-
bacillos, Peptostreptococcos e Fusobactérias®.

1.6 Funcgdes fisiologicas da microbiota intestinal

Entre as principais fungdes fisioldgicas exercidas pela microbiota, desta-
cam-se as fungdes protetivas e metabdlicas, que serdo abordadas separada-

mente a seguir.

1.6.1 Funcdes protetivas

A microbiota intestinal confere protecdo ao hospedeiro aumentando a re-
sisténcia contra patdogenos invasores e garante uma estrutura e o funcionamento
normal do sistema imunoldgico na mucosa. O papel protetivo principal é fisico: a
microbiota ocupa as superficies intestinais criando um estavel ecossistema que
impede que agentes patogénicos possam colonizar algum segmento 3. Ainda
considerando a imunidade de barreira, a microbiota utiliza alimentos n&o diges-
tiveis (especialmente as fibras) em seu processo de metabolizagdo anaerdbio
(utilizagao de alimentos n&o digeridos ou pouco digeridos como fonte energética
resultando na liberagdo de produtos nomeados metabdlitos), gerando acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) e estes s&o a principal fonte de nutricdo das
células do endotélio do intestino grosso, fundamentais na manutengao da inte-
gridade da barreira mucosa 4648,

A microbiota exerce uma evidente fungdo de protegao anticarcinogénica
especialmente quando relacionamos as espécies produtoras de propionato e bu-

tirato (tipos de AGCC). As agdes anti-inflamatdrias e anticarcinogénicas destas
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substancias parecem ocorrer reduzindo a atividade da histona desacetilase nos
colondcitos 434°. Algumas espécies como Lactobacillus e Bifidobacterias sao ca-
pazes de suprimir espécies reativas ao oxigénio, que sao relacionadas a infla-
macao e neoplasias, através da estimulagao da atividade da glutationa S-trans-
ferase (enzima com capacidade de catalisar a conjugagao da forma reduzida de
glutationa a substratos xenobioticos para fins de desintoxicag&o).

1.6.2 Funcdo metabdlica da microbiota intestinal

O trato gastrointestinal & capaz de digerir cerca de 85% dos carboidratos
e entre 66-95% das proteinas e gorduras consumidas. Do restante, 10-30% se-
réo aproveitados pela microbiota. O tipo de fornecimento energético modula a
composi¢cao da microbiota assim como esta diretamente associado aos metab6-
litos produzidos. Abordaremos os metabdlitos de acordo com o agrupamento ali-

mentar.

1.6.3 Carboidratos e fibras nao absorviveis

Os carboidratos nao digestiveis: oligossacarideos [ex: fruto-oligossacari-
deos (FOS), galacto-oligossacarideos (GOS)], a lignina, polissacarideos n&o
amilaceos e os amido resistentes (AR) séo utilizadas como fonte energética por
diversos organismos que possuem capacidade de utiliza-los como fontes de car-
bono (carboidratos) através de enzimas proprias chamadas de glicosidades. En-
quanto os humanos tém a capacidade genémica de codificar somente 17 enzi-
mas capazes de metabolizar 3 glicanos alimentares: amido, sacarose e lactose,
uma ampla gama de enzimas bacterianas (atualmente conhecemos 130 glicosi-
deo-hidrosilases, 22 polissacarideos-liases e 16 carboidratos-esterases) s&o ca-
pazes de utilizar as fibras como fontes energéticas®. Dentre os filos predomi-
nantes, os Bacteroidetes e Firmicutes sdo os com maior capacidade de exercer
esta funcéo.

A fermentacao das fibras alimentares decorrera em?3'-55:

a. Liberacao de gases: metano, hidrogénio e diéxido de carbono.
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b. Formacé&o de acidos graxos de cadeia curta: acetato, propionato,
butirato (estes trés sao predominantes), valerato, isovalerato e he-
xanoato.

c. Formacgéao de acidos orgénicos: lactato e succinato.

d. Formacgao de alcoois: metanol e etanol.

Os acidos graxos de cadeia curta s&o absorvidos no célon e correspondem

a 10% da demanda caldrica humana. Eles possuem agdes individualizadas na

fisiologia:

e Acetato: aproveitado como fonte de energia para os tecidos periféricos e uti-
lizado no figado na lipogénese e sintese de colesterol.

e Butirato: utilizado pelos colondcitos como fonte energética. Atua na regulagao
energética estimulando as células enteroendocrinas intestinais a produzir
leptina a partir dos adipécitos, incluindo a producédo do peptideo-1 seme-
Ihante ao glucagon (GLP1). Reduz os efeitos nocivos dos sais biliares e dos
fendis.

e Propionato: é transportado ao figado onde funcionara como acetato, conver-
tido em acetil-coenzima A na produgéo de acidos graxos, corpos cetdnicos e
colesterol. Na corrente sanguinea o acetato podera ser utilizado na oxidagao
em outros tecidos através do ciclo de Krebs.

1.6.4 Proteinas

As proteinas que atingem o intestino grosso seréo quebradas por protea-
ses bacterianas principalmente em peptideos e aminoacidos. A dieta com alto
teor de fontes proteicas modulam a composi¢cao microbiota. Especialmente uma
dieta rica em carne bovina € associada ao aumento da populacao de Bacteroides
e Clostridiuns e uma redugao de algumas espécies de Bifdobactérias enquanto
uma dieta com maior quantidade de proteina de ervilha ou do soro do leite au-
mentam a populagédo das Bifdobactérias e Lactobacilos. Isto & particularmente
importante no estudo das DII, pois alguns metabdlitos de origem proteica, como

o fenol, indol e o p-cresol demonstram potencial em induzir a DII, o cancer color-
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retal e a disfuncdo renal. Porém na proporgcdo adequada, os metabdlitos pos-
suem efeitos fisiologicos como o proéprio indol, que foi associado a homeostasia
da interagédo hospedeiro-microbioma e do fortalecimento da barreira intestinal®®.

Os metabdlitos de origem proteica podem ser divididos em: compostos
neuroativos (6xido nitrico, triptamina, fenetilamina), metabdlitos sulfetados, com-
postos aromaticos (fenol, p-cresol, indol), poliaminas (espermina, espermidina,
cadaverina), triglicérides de cadeia curta (isobutirato, 2-metilbutirato, isovalerato)
e amonia®.

No estudo de Kevin J et al, que avaliou o metabolismo bacteriano das
proteinas, observou-se que a disparidade da propor¢cado de proteinas e carboi-
dratos na dieta determina vias catabodlicas da microbiota. O catabolismo aumen-
tou a producéo de Acido Gama-Aminobutirico (GABA) por algumas espécies de
Lactobacillus, Bifidobacterium e Lactococcus lactis, de noradrenalina por espé-
cies de Escherichia e Bacillus, de dopamina por Bacillus, histamina e serotonina
por Streptococcus, Escherichia e Enterococcus, podendo estes produtos do ca-

tabolismo interferirem na modulagdo do eixo intestino-cérebro®®.

1.6.5 Lipideos

A dieta rica em lipideos (DRL) induz disbiose, aumenta a infiltracdo gor-
durosa nos tecidos e promove leve ativagao inflamatéria no tecido adiposo. Es-
tudos experimentais com DRL apontam reduc¢ao de Bacteroidetes e aumento de
Proteobacterias e Firmicutes e estas mudancas parecem aumentar a permeabi-
lidade intestinal, a atividade inflamat6ria na mucosa além da lipogénese e adipo-
génese. O aumento do percentual de gordura corporal se mostra inversamente
proporcional a abundéancia de Akkermansia (filo Verrucomicrobia) e diretamente
proporcional a abundéncia de Lactococcus (filo Firmicutes) e de Allobaculum (filo
Bacteroidetes)*®. O tipo de fonte lipidica também altera de forma singular a com-
posicdo microbiana, como demonstrou HUANG et al. (2013) em seu estudo ex-
perimental que subdividiu as fontes de gordura em oriundas do leite, oriundas da
banha (estes dois fontes de acidos graxos saturados) ou oriundas do dleo de

cartamo (acidos graxos poliinsaturados)®’.
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O quadro 3 exemplifica a fungao principal dos metabdlitos bacterianos so-

bre o intestino e a sua interferéncia sobre a imunidade, assim como lista os prin-

cipais agentes metabolizadores.

Quadro 3. Metabdlitos produzidos por bactérias e sua acédo benéfica a saude

humana.
Metabdlitos Agentes envolvidos Via de produ- Fungao
cao
Butirato Clostridium Metabolismo T fungdo de barreira in-
Faecalibacterium praus- de carboidra- testinal
nitzii tos Modulam a fungdo do
Coprococcus catus macréfago
Anaerostipes hadrus { ainflamaco colénica
T sensibilidade insulinica
Propionato Blautia obeum Metabolismo { ainflamaco colénica
Coprococcus catus de carboidra- la resposta imune inata
Roseburia inulinivorans tos a0 estimulo microbiano
Prevotella copri { inflamagcao das vias aé-
reas por alérgenos
Indol Lactobacillus spp. Metabolismo Homeostase microbiota-
Bifidobacterium longum do triptofano hospedeiro via IL 22
Bacteroides fragilis T funcdo de barreira in-
testinal
Modulagdo do metabo-
lismo humano
Indol-3-aldeido  Lactobacillus spp. Metabolismo Homeostase microbiota-
do triptofano hospedeiro via IL 22
Indol-3- Clostridium sporogenes Metabolismo T fungdo de barreira in-
propionato do triptofano testinal e homeostasia
10-hidroxi-cis-  Lactobacillus spp. Derivado  do 0 fungdo de barreira in-

12-ocatadeco-

ato

acido linoleico
Metabolismo li-

pidico

testinal
{ inflamacso
T producdo de IgA intes-

tinal

IL: Interleucina, Ig: Imunoglobulina. Tabela adaptada de Gomaa EZ *.
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1.7 A camada de muco intestinal

A integridade da barreira de muco é essencial para a saude. A producéo
reduzida de muco (geralmente por defeitos congénitos ou déficit de substratos)
ou a degradacdo aumentada (relacionada a expositores) aumentam condigdes
inflamatdrias locais e a distancia, podendo ocorrer doengas como o cancer a as
DII. A barreira mucosa € constituida por peptideos antimicrobianos e imunoglo-
bulinas e é a primeira estrutura que um patégeno necessita vencer para constituir
uma infecgao. Ela fornece ainda um distanciamento fisico entre a células epite-
liais e o contetdo da luz intestinal®®. A camada de muco do cdlon é dividida em
duas partes: uma parte externa, solta e outra parte interna, densa, praticamente
impenetravel pelas bactérias. Ja a camada externa pode ser colonizada por bac-
térias e utilizada como fonte dietética®®.

Nos humanos, a camada de muco atinge cerca de 100um e se renova a
cada uma hora (a titulo de comparacéo, o epitélio intestinal se renova a cada 4-
5 dias). Ela é formada pelas células caliciformes e a camada interna € ainda
subdividida em duas denominadas “b1” e “b2”. A camada “b1” deriva das células
caliciformes do célon proximal e é a parte principal, enquanto a camada “b2"é
produzida pelas células do colon distal e permanece adjacente a mucosa, prati-
camente sem contato com a microbiota local. A auséncia de qualquer das partes
da camada de muco é suficiente para modificar a microbiota local e induzir colite
demonstrando que tem fungdo de barreira e de tolerancia a microbiota®%-'.

Em condi¢gbes ambientais em que o hospedeiro ingere baixa quantidade
de oligossacarideos nao absorviveis (especialmente fibras vegetais), a propria
camada de muco serve como fonte energética para determinadas espécies bac-
terianas (glicoproteinas da camada de muco), assim ocorre o aumento da popu-
lagdo de bactérias degradadoras do muco reduzindo a espessura da camada,

podendo induzir um processo inflamatério®®.

1.8 Alteracdes de microbioma e doencgas

O microbioma coevolui com seu hospedeiro. Evolugdes discretas e que

ocorrem em um grande intervalo de tempo promovem uma afinidade hospedeiro-
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microbioma, onde as mutagdes promovem evolug¢des adaptativas as novas con-
dicdes ambientais, sendo este um processo de sele¢édo natural da microbiota3*.
Por outro lado, modificagbes ambientais rapidas podem gerar “ma adaptagdes”,
onde se mostram benéficas em um primeiro momento, porém com consequén-
cias ruins a longo prazo, em novas condigdes ambientais. Este tipo de adaptacéo
abrupta ocorre atualmente em consequéncia da era e que vivemos (moderniza-

¢ao) e dos habitos que adotamos (urbanizagdo)®.

1.9 Correlacao entre microbioma e a Doencga de Crohn

Estudos mais aprofundados envolvendo a avaliagcdo do microbioma em
portadores de DC comegaram a ser publicados a partir dos anos 2000%3. Embora
dificilmente ocorra alternancia entre os filos predominantes, pacientes com DC
tendem apresentar aumento de microrganismos patogénicos e redugao das ce-
pas comensais. Entende-se também que ndao ha um fator primario para a ocor-
réncia da disbiose, ou seja, assim como a disbiose faz parte da génese multifa-
torial da DC, a inflamacéo intestinal promove disbiose e o controle inflamatorio
tende a melhorar as alteragbes do microbioma, mas ndo parece ser capaz de
equipara-lo ao de individuos saudaveis®.

Tentar compreender a correlagdo entre microbiota e DC em uma viséo
simplista promove conclusdes equivocadas. A analise deve ser realizada de
forma ampla e compreendendo as diversas interagdes que ocorrem entre com-
ponentes do hospedeiro (ex: proteinas e genes) e componentes do microbioma
(ex: metabdlitos e toxinas). Condi¢des de risco como a inflamag&o endotelial ou
transmural ou a barreira vascular prejudicada facilitam a translocag¢ao bacteriana
ou de seus componentes para outros segmentos intestinais ou até mesmo para
sitios extraintestinais, podendo promover e/ou perpetuar a doencga inflamataria.
O mecanismo de regulagédo da translocagéo, assim como do processo inflama-
torio adjacente ainda € desconhecido °. Um exemplo desta complexidade é a
interacdo entre (l) seguimento intestinal inflamado, (I1) microbiota local e (lll) gor-
dura mesenterial local. A microbiota intestinal parece estimular a inflamacéo da

gordura mesenterial junto ao segmento intestinal adjacente (chamado de gor-
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dura rastejante ou “creeping fat” CrF) que séo alteragbes anatdémicas macrosco-
picas produtoras de citocinas pro-inflamatérias 6. Quando a ressecgao cirtrgica
intestinal é instituida, existe menor chance de recorréncia pos-operatoria caso o
segmento do mesentério adjacente seja ressecado também 567 Por outro lado,
este complexo de gordura parece funcionar como barreira a translocagado micro-
biana e delimitador do segmento intestinal envolvido pela DC. Em um estudo de
avaliacdo desta interagcdo, observou-se uma abundancia do Clostridium in-
nocuum na CrF causando um efeito pré-fibrético e pré-inflamatério por estar as-
sociado a ativagao imune, com destaque aos macrofagos M2 com potencial de
remodelamento tecidual e interferindo diretamente no fendtipo da DC neste
grupo avaliado. As recorréncias em outros sitios poderiam estar associada a dis-
seminacgéo daquela microbiota local 856869,

Devido a variedade fenotipica da Doenga de Crohn e principalmente refe-
rindo-se a localizagdo, nao se pode afirmar que todos os portadores de DC tém
alteragdes da microbiota de forma semelhante. A composi¢do microbiana em
individuos saudaveis ou nao se altera ao longo do tubo digestivo e, embora
exista disbiose em todos os sitios do TGl nos portadores de DIl, as alteracbes
sdo mais acentuadas nos locais inflamados. Esta afirmagao nos alerta sobre a
adequacao metodologica necessaria para o estudo da microbiota em cada seg-
mento acometido 7°. A presenca da estase fecal proporcionada pela valvula ile-
ocecal promove um aumento da populacdo microbiana local, fato que também
ocorre no ceco devido a concentragdo microbiana no apéndice cecal. A DC de
acometimento ileal ou ileocecal (classificacdo L1 de Montreal) € o fendtipo de
maior alteracdo de composi¢cdo microbiana quando comparada a individuos sau-
daveis, seguidas pela doenga coldnica (classificagdo L2 de Montreal) . Portanto,
a avaliacdo da microbiota intestinal obtida pela analise de fezes é valida nestes
dois fendtipos, enquanto outros sitios da doenga meregam outras técnicas de
avaliacdo, como por amostras teciduais ou aspiracdo de conteudo luminal.

Um estudo prospectivo avaliou a composi¢cdo microbiana de 3483 paren-
tes de primeiro grau de portadores de DC, saudaveis, visando identificar altera-
¢Oes precedentes ao diagnostico da DC. Observou-se alteragdes da composicéo
bacteriana aproximadamente 5 anos antes do diagndstico de novos casos de
DC. Destaca-se o0 aumento da abundancia de Ruminococus torques e Blautia
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que sdo espécies degradadoras de mucina ”"72. Por outro lado, notou-se a re-
ducgéo do género Roseburia, que € associada ao aumento de células T regulaté-
rias e redugéo da producao de interleucina 1773, Naqueles que n&o desenvolve-
ram DC, notou-se o papel protetor da F. prausnitzii, com reducédo da abundancia
nos que desenvolveram a doencga. Esta bactéria ja vem sendo apontada por sua
acao anti-inflamatéria e a coorte estudada demonstrou um declinio da abundan-
cia da espécie nos anos que antecedem o diagndstico’. A figura 4 exemplifica
algumas espécies associadas as DII.

Portadores de DC apresentam maior numero de bactérias associadas a
superficie da mucosa com maior potencial de ades&o e/ou invasao quando com-
parados aos individuos saudaveis®.

Muitos estudos buscam encontrar evidéncias de que terapias baseadas
em probidticos ou transplante de microbiota fecal (TMF) possam ser eficazes no
tratamento da DC, entretanto, a maioria dos estudos sao pequenas amostras em
populagdes muito selecionadas com resultados singelos. Embora existam pou-
cas indicagdes deste tipo de tratamento em algumas formas de Retocolite Ulce-
rativa e até mesmo nas bolsites (inflamagéao da bolsa ileal utilizada para a re-
construgcédo do transito de portadores de RCU submetidos a colectomia total),
nao existem evidéncias da efetividade desta modalidade terapéutica na DC (ex-
ceto pelo tratamento da infecgao refrataria por Clostridioides difficile com TMF)7°.

Reducdo nas DIl « Campylobacter

* Enterobacteriaceae
. » Escherichia coli
e Fusobacterium

» Bacteroidales -MHatle)motph{'Ius
» Clostridiales * Mpycobacterium
» Erysipelotrichales . Pasteurellaceae
« Faecalibacterium prausnitzii . [} * Ruminococcus torques
* Roseburia * Veillonelaceae

Aumento nas DIl

Figura 4. Variagbes comuns na diversidade bacteriana em portadores de DII""7274-77,
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1.10 Microbioma, genoma e demais interatomas

A investigacdo de associagédo genética com as DIl é um desafio devido a
heterogeneidade tanto metodoldgica quanto dos resultados das pesquisas’®. De
acordo com o maior estudo genético sistematizado para avaliagédo de alteragdes
genéticas de risco para doengas imunomediadas, existem 206 locis de risco para
as Doencgas Inflamatodrias Intestinais. De forma comparativa, o0 mesmo estudo
apontou somente 20 e 48 locis de risco para Colangite Esclerosante Primaria
(CEP) e Espondilite Anquilosante, respectivamente 78. De fato, no que diz res-
peito a génese das DII, as evidéncias apontam para as interagdes das modifica-
¢Oes genéticas com outros fatores e ndo somente as alteragbes gendmicas iso-
ladas, sendo que estas representam menos de 15% da herdabilidade da do-
enca’®.

Muitos dos genes de suscetibilidade as DIl identificados sao relacionados
a microbiota intestinal, dentre os mais conhecidos estdo o NOD2 (intracellular
pathogen molecular sensor nucleotide binding oligomerization domain 2) e o
ATG16L1 (autophagy gene recombinant autophagy related protein 16 Like Pro-
tein 1) 78. Considerando-se esta interagdo amplia-se o cenario de interagbes
para’80;

a- Interacdo de componentes celular e n&o celulares:

- Microbiota versus endotélio e/ou imunidade celular.

b- Interacdo de componentes externos:
- Exposicao solar, tabagismo, drogas versus agao sobre genes e
microbioma (exposoma).

- Ativacéo e decodificacdo de genes (transcriptoma).
b- Interacdo metabolémica:
- Metabdlitos versus acéo direta sobre hospedeiro.

- Metabodlitos versus agéo sobre genes (metagenémica).

c- Interacéo nutricional:
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- Dieta consumida versus microbioma.
- Metabdlitos da dieta especifica versus agéo sobre genes (nutrige-

némica).

d- Interagao proteica:
- Citocinas e metabdlitos x sintese proteica (proteémica).

1.11 Meios de avaliacdo do microbioma

A avaliagdo da microbiota através de amostras fecais é a técnica mais
comumente utilizada, no entanto, ela possui algumas limitagdes 4. E preciso in-
terpretar os dados de acordo com a localizagdo da doenga entendendo que:

I- A DC ileocecal ou ileocoldnica tem classicamente maior alteracdo da
microbiota que a doenca colonica 4.

II- Na DC de segmentos proximais (ileal extensa ou DC proximal / L1 ou
L4 de Montreal), a técnica de avaliagdo de microbiota por componentes fecais
nao se mostra realista, pois € afetada pela enorme carga microbiana de um célon
nao envolvido pela DC. Neste contexto, técnicas de avaliagdo em fragmentos de
mucosa normal seriam melhor indicadas °.

O método ITS amplicon (Internal Transcribed Spacer amplicon) se des-
taca por sua alta especificidade e resolugao taxondmica, e baseia na amplifica-
¢ao por Reagédo em Cadeia da Polimerase (RCP) de um segmento de DNA es-
pecifico, presente no DNA nuclear ribossémico. O espagador transcrito interno
(ITS) é altamente variavel entre diferentes espécies, tornando-o um alvo util para
identificar e diferenciar procariotas entre si (como bactérias e arqueas) e entre
eucariotas (como fungos e protozoarios)8181.82,

As técnicas mais utilizadas na avaliagao (leitura) da microbiota sdo: 16 S
rRNA gene sequence, Shotgun metagenomics e Long-read metagenomics.

A sequenciagédo do gene rRNA 16S, um método metagendmico classico
e mais utilizado, concentrando-se no sequenciamento da regido variavel do gene
rRNA 16S, presente em todos os ribossomos, responsaveis pela sintese de pro-
teinas em todas as células. A regido variavel do gene rRNA 16S apresenta alta
diversidade entre diferentes espécies de microrganismos, tornando-a ideal para



42

a identificagdo e classificacdo desses organismos. A sequenciagdo do gene
rRNA 16S € um método relativamente barato em comparagdo com outras técni-
cas metagen6mica. Como desvantagens em relagdo aos demais métodos, o se-
qguenciamento do rRNA 16S fornece informacdes limitadas sobre a funcdo da
comunidade microbiana, restringindo-se a identificacao e classificagdo dos mi-
crorganismos e pode ndo identificar todos os microrganismos em uma comuni-
dade, especialmente aqueles raros ou com sequéncias de rRNA 16S altamente
divergentes®384,

A metagenémica Shotgun € um método poderoso na investigagao da di-
versidade e fungdo de comunidades microbianas, oferece uma visdo abrangente
do material genético de todos os microrganismos presentes em uma amostra.
Essa técnica realiza o sequenciamento aleatorio de todo o DNA presente na
amostra, sem a necessidade de primers especificos para genes ou regides ge-
ndmicas conhecidas. As leituras de sequenciamento sdo montadas em contigs
(sequéncias longas de DNA) e analisadas usando ferramentas bioinformaticas
para identificar genes, fungdes e taxonomia dos microrganismos presentes na
amostra. Como desvantagens, tem custo elevado, menor resolugao para detec-
¢do de microrganismos (quando comparado ao sequenciamento 16S rRNA) e
necessita analise complexa devido a grande quantidade de dados gerados®.

A avaliacdo metagenémica de leitura longa (Long-read metagenomics)
permite a montagem de genomas microbianos completos com alta resolugéo e
precisdo. Ao contrario das técnicas tradicionais de sequenciamento de curto
comprimento (short-read), que geram leituras de DNA mais curtas (até 500 bp),
a metagendmica de leitura longa produz leituras de DNA muito mais longas (até
100 kb), possibilitando a montagem de genomas microbianos completos, inclu-
indo regides repetitivas e estruturas genémicas complexas. E a técnica de maior
resolucao para a identificagdo de variantes genéticas e a analise de estruturas
gendmicas, permite a detecgdo de novos genes e elementos regulatérios que
podem ser perdidos em técnicas de sequenciamento de curto comprimento e
facilita a caracterizagdo de microrganismos raros ou de dificil cultivo, que séo
frequentemente sub-representados em técnicas de sequenciamento de curto
comprimento. Esta técnica tem custo elevado, tempo de realizagdo longo e &
dependente de maior estrutura laboratorial e de bioinformatica®.
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2. Justificativa

As DIl estdo em ascensao no Brasil e deixaram de ser consideradas do-
engas raras desde a segunda década dos anos 2000. Assim como nos paises
norte americanos, europeus e alguns da Oceania, devera ocorrer um aumento
consideravel do numero de portadores de DIl e posteriormente assumiremos um
elevado platé de pacientes, pois trata-se de doencga de baixa mortalidade, porém
de alta morbidade, elevado consumo de recursos financeiros e de alta demanda
de profissionais de saude.

Existe grande investimento privado em pesquisas para o tratamento das
DIl, comprovados pelo aumento exponencial do numero de terapias bioldgicas e
pequenas moléculas desenvolvidas nas ultimas duas décadas, mas esta nao &
a realidade para pesquisas relacionadas ao entendimento da génese da doencga
e das interagdes entre ambiente (exposoma), genética (genoma), microbiota (mi-
crobioma) e ativagado imunoldgica (imunoma) que a ocasiona.

A microbiota intestinal € um dos grandes pilares de interagéo para a ocor-
réncia das DIl e existe um elevado numero de publicagdes relacionando a DC
(assim como a RCU) a microbiota, todavia a maioria das publicagdes ocorrem
em populagdes distintas, com habitos diferentes da populacao brasileira. O Brasil
ainda nao se destaca nesse campo da ciéncia. Com esta premissa, em busca
de maior esclarecimento sobre a microbiota intestinal dos portadores de DC em
brasileiros, e visando contribuir com dados a comunidade cientifica internacional,

justificamos este estudo.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo principal:

a- Descrever a microbiota intestinal de portadores de Doenga de Crohn
ileocecal ou ileocol6nica antes e apds a terapia com Infliximabe e Azatioprina,

sem intervengao nutricional.

3.2 Objetivos secundarios:

a- Comparar a atividade da Doenga de Crohn, a resposta terapéutica a
Azatioprina e o Infliximabe e os habitos de vida dos pacientes com a composi¢cao
microbiana.

b- Desenvolver um protocolo para pesquisa da microbiota intestinal em

portadores de Doencas Inflamatdrias Intestinais.
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4. Metodologia

4.1 Pesquisa de Pacientes

Foram selecionados pacientes portadores de Doencga de Crohn atendidos
no ambulatério de Doengas Inflamatdrias Intestinais da disciplina de Proctologia
entre os anos de 2020 e 2022 que tinham a doenga acometendo a regiao ileo-
cecal ou ileocoldnica, sem uso prévio de terapia biolégica, com indicagao de te-

rapia com Infliximabe.

4.2 Critérios de Inclusao e Exclusao
4.2.1 Inclusao:

e Portadores de Doenca de Crohn maiores que 17 anos: classificacao
A2 ou A3 de Montreal3.

e Doenga de Crohn L1 ou L3 conforme classificagdo de Montreal'3,

e Auséncia de tratamento prévio com terapia biolégica ou com pequenas
moléculas.

e Indicagao terapéutica de Infliximabe e Azatioprina.

e Menos de 2 anos de diagndstico até a prescrigao do Infliximabe.

e Doenca de Crohn moderada a grave conforme o indice de Atividade
de Doenga de Crohn?°.

e Ter capacidade de entender a pesquisa, ler e assinar de forma aut6-

noma o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 1).
4.2.2 Exclusao:

e Doenga de Crohn L2 ou L4 conforme classificagdo de Montreal'3,

e Auséncia de acometimento do ceco.

e Ter sido submetido a apendicectomia.

e Tabagismo nos ultimos dois anos?’.

e Troca da referéncia de Infliximabe (Remicade — Biomanguinhos®) por

Infliximabe biossimilar durante o estudo.
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e Contraindicagdo ao uso de Infliximabe ou Azatioprina.

4.3 Ocorréncias inesperadas.

O projeto deste doutorado foi submetido a pos-graduagéo da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas em 08 de janeiro
de 2021, porém o projeto original foi impactado pela pandemia do SARS-COV-2
declarada em fevereiro de 2020. Durante este periodo ocorreu a determinagéo
de restricdo do atendimento ambulatorial e o bloqueio de abertura de novos pron-
tuarios n&o urgentes, o que interferiu no numero de pacientes inicialmente esti-
mado para a pesquisa.

No ano de 2020 ocorreu o inicio da substituicdo do Infliximabe Bioman-
guinhos — Remicade®3? pelo Infliximabe Celtrion — Remsima®%. De forma a pre-
servar a integridade da pesquisa, desconhecendo o impacto da troca da medi-
cacao sobre a doencga e sobre o microbioma, optamos por encerrar o estudo com

menor numero de pacientes mantendo a populagédo estudada homogénea.

4 .4 Variaveis Analisadas

4.4.1 Avaliagao da resposta terapéutica

A atividade clinica foi determinada pelo indice de Atividade de Doenca de
Crohn®°. Considerou-se resposta clinica a redugéo de 100 pontos no IADC en-
quanto remiss3o clinica quando o resultado do IADC foi menor ou igual a 150%°.

A atividade endoscépica foi determinada pelo Simplified Endoscopic Acti-
vity Score (SES-CD)%®. Redugdes do SES-CD maior ou igual a 50% da pontua-
¢ao inicial foram consideradas respostas endoscépicas e auséncia de ulcera-
¢des como cicatrizagdo da mucosa?’. Os exames endoscopicos foram realizados
no Gastrocentro da Unicamp.

Pacientes que n&o apresentaram resposta terapéutica foram considera-

dos nao respondedores primarios. Pacientes que responderam a terapia de in-
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ducao, mas apresentaram recaida dos sintomas foram considerados nao res-
pondedores secundarios?’. Pacientes com perda de resposta primaria ou secun-
daria com necessidade de troca terapéutica continuaram sendo avaliados.
Utilizou-se os biomarcadores de atividade inflamatoria sistémica Proteina
C Reativa (PCR) e Velocidade de Hemossedimentagéo (VHS) como parametros
de avaliagdo de melhora laboratorial (valores de referéncia estdo citados adi-

ante).

4.4.2 Avaliagao do habito alimentar

O habito alimentar foi investigado através do consumo por porgdes sema-
nais dos grandes grupos alimentares baseados nas recomendagdes alimentares
do Ministério da Saude para a populacgao brasileira®':

- Leite e Derivados: um copo de leite ou uma porgao de derivados do leite
como iogurtes e queijos. Nao foram consideradas nenhuma bebida ou comida
fabricadas com extratos vegetais.

- Outras proteinas animais: por¢cdes de carnes preparadas in natura para
O CONSUMO OU OVOS.

- Verduras: porgdes de vegetais folhosos como alface, couve e rucula.

- Leguminosas: porg¢des deste grupo representado principalmente pelos
feijoes, ervilhas, gréo de bico e lentilha.

- Legumes e tubérculos: porgbes dos vegetais como abodbora, tomate,
mandioca, batata, dentre outros.

- Frutas: qualquer porcéao de fruta in natura ou preparada pelo proprio pa-
ciente ou pela sua familia antes da ingestao.

- Carnes processadas: sdo alimentos baseados em proteinas animais
(carnes) preparados pela industria junto a aditivos, corantes, realgadores de sa-
bor, dentre outros como bifes para hamburguer, presunto, frangos empanados
etc.

- Ultraprocessados: devido a amplitude destes alimentos e as divergén-
cias na aplicacao deste termo a todos os produtos, considerou-se alimentos pre-
parados pela industria junto aos aditivos quimicos e vendidos enlatados ou em-

pacotados.
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- Doces: doces caseiros, como doces de frutas cristalizadas ou doces com
menor ou maior processamento (como chocolates e mousses congelados, res-
pectivamente).

- Frituras: considerou-se o preparo de imersdo completa do alimento em

Oleo.
4.4.3 Avaliagao dos habitos de vida

A atividade fisica foi considerada quando o paciente praticava qualquer
atividade fisica por tempo maior que vinte minutos por pelo menos trés vezes
por semana®?.

O tabagismo foi avaliado em tabagismo atual, antigos fumantes (mais de
seis meses sem fumar) ou ndo fumantes (menos que 100 cigarros fumados ao
longo da vida) e o tempo (em anos) sem fumar foi investigado®.

Foram calculadas a média e mediana de horas de sono por dia, no ultimo

més, antes e apos a intervengao terapéutica.

4.4 .4 Avaliagao antropométrica

A avaliacdo do peso corpéreo dos pacientes foi realizada pelo indice de
Massa Corporal (IMC) (peso/altura?) na data da prescrigdo do Infliximabe. O sta-
tus fisico foi classificado em%:

e Baixo peso grau 3: IMC <16Kg/m?

e Baixo peso grau 2: IMC 16-16.00Kg/m?

e Baixo peso grau 1: IMC 17-18.49Kg/m?

e Peso normal: IMC 18.5 — 24.9Kg/m?

e Sobrepeso/obesidade grau 1: IMC 25-29.99Kg/m?
e Obesidade grau 2: IMC 30-39Kg/m?

e Obesidade grau 3: IMC >39Kg/m?

4.4.5 Avaliagao laboratorial

Analises laboratoriais foram coletadas previamente a infusdo do Inflixi-

mabe e apds 4 meses de terapia com Infliximabe:
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Hemoglobina
o Valor de Referéncia - sexo masculino: 13,5 — 18g/dL
o Valor de Referéncia - sexo feminino: 12 — 16g/dL

o Meétodo: contagem de globulos automatizada.

Hematdocrito
o Valor de Referéncia - sexo masculino: 40 — 54%
o Valor de Referéncia - sexo feminino: 36 —47%
o Método: contagem de globulos automatizada.

Leucograma
o Valor de Referéncia: 5000 — 10000/mm?
o Método: contagem de glébulos automatizada / contagem di-

ferencial microscopica.

Dosagem de plaquetas
o Valor de Referéncia: 150000 — 400000/mm?
o Método: contagem de globulos automatizada.

Albumina
o Valor de Referéncia: 3,5-5,2g/dL
o Método: colorimétrico / Verde de Bromocresol.

Pré-albumina (Transtiretina)
o Valor de Referéncia: 20-40mg/dL

o Meétodo: Nefelometria.
Proteina C Reativa (PCR)
o Valor de Referéncia: <0,5mg/dL

o Meétodo: ultrassensivel.

Velocidade de Hemossedimentagao (VHS)
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o Valor de Referéncia - sexo masculino: <10mm/h
o Valor de Referéncia - sexo feminino: <14mm/h

o Meétodo: Fotometria e Capilaridade.

Ferro
o Valor de referéncia: 70-180 ug/dL
o Meétodo: colorimétrico
Ferritina
o Valor de referéncia — sexo masculino: 30-400ng/mL
o Valor de referéncia — sexo feminino: 13-150ng/mL

o Meétodo: eletroquimioluminescencia

Vitamina B12
o Valor de Referéncia: 197-771pg/mL

o Método: eletroquimioluminescencia

Acido Félico
o Valor de Referéncia: 3,90-14,91ng/mL

o Método: eletroquimioluminescencia

Colesterol Total
o Valor de Referéncia: 0-190mg/dL
o Método: Enzimatico Colorimétrico

Colesterol HDL
o Valor de Referéncia:
= Desejavel: >40mg/dL

o Meétodo: Enzimatico Colorimétrico

Colesterol LDL
o Valor de Referéncia conforme risco cardiovascular:
= Muito alto: <50mg/dL
= Alto: <70mg/dL
* Intermediario: <100mg/dL
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= Baixo: <130mg/dL
o Meétodo: Enzimatico Colorimétrico

e Triglicerideos
o Valor de Referéncia: <150mg/dL

o Meétodo: Enzimatico Colorimétrico

e Glicose
o Valor de Referéncia: 74-99mg/dL
o Método: Enzimatico Hexoquinase

e Hemoglobina Glicada
o Valor de Referéncia: 4,0-5,6%

o Meétodo: Cromatografia Liquida de Alta Performance

4.5 Avaliacdo da microbiota intestinal

A coleta de fezes foi realizada em dois momentos sendo a comparagao
da composi¢cao microbiana antes da terapia com Infliximabe e 4 meses apds a
primeira infusdo de Infliximabe. A primeira amostra fecal correspondeu ao con-
trole do proprio paciente quando comparada a sua avaliagado subsequente. O
uso de antibiéticos n&o foi fator de exclusdo do estudo, mas a coleta das amos-
tras fecais foi realizada com pelo menos 30 dias sem uso de antibidticos.

Periodos de coleta de fezes:
1. Entre o periodo de prescri¢do do Infliximabe e a data da infus&o.
2. Apds 4 meses de uso de Infliximabe.

Utilizou-se o conjunto comercial DNA/RNA Shield® que é utilizado tanto
quanto meio de transporte quanto armazenamento de DNA ou RNA validado
para diferentes amostras bioldgicas (sangue, fezes, saliva, ambientais, tecido,

insetos e urinas). O acido nucleico armazenado nesta solugédo pode ser isolado
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sem necessidade de precipitacdo ou remogao de reagentes. A estabilidade do
RNA é garantida em até 1 més e do DNA em até 2 anos em temperatura ambi-
ente (4°C a 25°C) e quando em temperatura menor ou igual a -20°C, a estabili-
dade é indefinida (testes ultrapassam 10 anos). Até quatro ciclos de desconge-
lamentos podem ser realizados sem perder a qualidade do material. Todos os
pacientes coletaram as amostras fecais dentro do Gastrocentro, com um Kit de
captagao fornecidos pela pesquisa. As amostras fecais eram imediatamente
transferidas para o recipiente contendo a solugdo DNA/RNA Shield® e armaze-
nado em geladeira com temperatura de 5°C por periodo maximo de 12 horas.
Posteriormente as amostras foram transportadas ao Laboratério LICRI onde per-
maneceram congeladas a -70°C até a data de analise. Somente um ciclo de
descongelamento foi realizado. Desta forma utilizamos tanto a inibigdo de enzi-
mas que degradam o DNA/RNA (nucleases) quanto a baixa temperatura para

preservar o conteldo genético da amostra®.

a- Analise da microbiota por sequenciamento do gene 16 rRNA
a.l- Extragcado do DNA Bacteriano
O DNA total da microbiota intestinal foi extraido com o kit DNA/RNA Shield

Fecal Collection Tube (Zymo Research, Estados Unidos da América).

a.ll- Preparo das Bibliotecas

Para o preparo das bibliotecas foram necessarios 12,5 ng de DNA por
pool de amostras, 5 mM de primers (ou iniciadores) especificos para a amplifi-
cacao da regiao altamente conservada (V3 e V4) (quadro 2) do gene 16S bacte-
riano e 12,5 uL do pré-mix 2x KAPA HIF| hotStart.

Quadro 4. Sequéncia de primers para regiao V3/V4 do gene 16S

Regido  Sequéncia 5" - 3’

V3-341 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
V4 -785 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

A sequéncia em italico corresponde ao adaptador Nextera® transposase sequences A e B e a sequéncia em negrito

correspondem aos iniciadores de ampla utilizagio 341F e 785F respectivamente .

O ciclo de amplificagao utilizado foi:
95C — 3 min
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25 ciclos de:
95C — 30s
55C-30s
72C - 30s
72C — 5 min

Apods a etapa de amplificacdo 1 ul do produto da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (RCP) foi analisado no equipamento Bioanalyzer utilizando chip es-
pecifico para DNA (Bioanalyzer DNA 1000 chip) o que possibilitou verificar sua

concentrac&o e seu o tamanho (figura 4).

« 530pb
o
[FU] a
20 |
104 | i
Jv' ~ 1’
0 . — S - \ p—
| I | | |
40 60 80 100 120 [s]

Figura 4. Eletroferograma gerado pelo equipamento Bioanalyzer apés a RCP %,

c- Purificagao
Os fragmentos da RCP seréo purificados utilizando-se beads magnéticos

com a finalidade de eliminar primers livres na reagao.

c.I- Index PCR

Nesta etapa foram ligados aos fragmentos da RCP a duas sequencias de
adaptadores (uma em cada extremidade do fragmento). A estratégia de indexa-
¢ao dupla usa dois Index (sequéncia com 8 bases), o Index 1 (i7) adjacentes a
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sequéncia P7, e Index 2 (i5) adjacentes a sequéncia de P5. Uma dupla indexa-
¢ao adiciona um indice exclusivo 1 (i7) e outro indice 2 (i5) para cada amostra.
Sao0 ao todo 8 i5 e 12 i7 e cada amostra recebe uma combinacao de /ndex unica

a qual permitira identificar a amostra no final do sequenciamento (Figura 5).

Figura 5. Organizagéo dos Index 1 e 2: Index 7 (tampa laranja) verticalmente (1-12). Index 5 (tampa branca) verticalmente
(A-H) 8.

Para a adicdo dos Index foi realizada uma RCP utilizando 5 uL da RCP
anterior (primers para 16S e adaptadores), 5 ul do Index 5/7 e 25 ul do pré-mix
2x KAPA HIFI hotStart em um volume total de 50 uL e seguindo o ciclo para a
RCP:

95°C — 3 min

8 ciclos de:
95°C — 30seg
55°C — 30seg
72°C — 30seg

72°C — 5 min
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Apo6s a RCP os fragmentos foram novamente purificados e posteriormente
quantificadas em um fluorimetro (Qubit® 2.0 Fluorometer, Life Technologies)
que permite a quantificagdo de DNA, RNA e proteinas utilizando corantes fluo-
rescentes. Estes corantes sao especificos para cada tipo de biomolécula,
mesmo em baixas concentragdes, conferindo a esta metodologia uma alta espe-
cificidade e sensibilidade.

Uma vez quantificado as amostras foram diluidas para uma concentragao
de 4 nM. Como as amostras possuem os index ligados aos seus fragmentos foi
feito um pool com 5uL de cada amostra diluida e este foi utilizado para o sequen-

ciamento .

d- Analise de bioinformatica.

A composigao taxonbmica das comunidades bacterianas foi obtida pela
analise da regido V3 E V4 do gene 16S rRNA usando a plataforma Illumina®
MiSeq. As construgdes das bibliotecas de sequenciamento do DNA foram reali-
zadas segundo instru¢des do fabricante (lllumina, San Diego, CA, USA) e segui-
ram o mesmo fluxo descrito por Caporaso et al, 2012 °7. Usando leituras parea-
das de 300 bp e reagentes MiSeq v3, as extremidades de cada leitura s&o so-
brepostas para gerar leituras completas de alta qualidade da regido V3 e V4.
S&o geradas mais que 100.000 leituras por amostra, comumente reconhecidas
como suficientes para pesquisas metagenémicas. As sequéncias fastq foram
analisadas analisados utilizando-se o software lllumina 16S Metagenomics que
executa a classificagao taxonémica da regido v3/v4 do gene 16S rRNA por meio
do banco de dados DADA2 %99 As analises pareadas de abundancia foi feita
pelo software IBM SPSS® 20.0 (Wilcoxon Signed Ranks Test). A analise da alfa
diversidade foi feita pelo software EZbioCloud 100,

4.6 Analise Estatistica

Os dados foram coletados e armazenados em uma planilha do Microsoft
Excel® e IBM SPSS®.
Para as variaveis quantitativas com distribuicdo normal, apresentamos os

resultados em média £ desvio padrao (DP) e o teste t de Student foi usado para
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a comparacao de amostra em pares como também para amostras independen-
tes.

Para variaveis com distribuicdes ndo-normais, os valores foram apresen-
tados com mediana (intervalo interquartil [IQR]) e o teste U de Mann-Whitney foi
usado para a comparacao de duas amostras independentes e o teste Wilcoxon
para amostras pareadas. As variaveis qualitativas foram apresentadas em per-
centagem, e o teste Qui-quadrado foi usado para a comparag¢ao de duas propor-
¢bes (de amostras independentes). O teste exato de Fisher foi usado para um
pequeno numero de frequéncias esperadas (quando o numero total de casos foi
menor que 20), para as quais o teste Qui-quadrado nao €& apropriado.

Para a avaliagcdo da diversidade bacteriana utilizamos o indice de Simp-
son, que € uma medida de diversidade que leva em consideragao o numero de
espécies presentes e a abundancia relativa de cada espécie. A medida que a
riqueza e a uniformidade das espécies aumentam, a diversidade também au-
menta. O valor de D varia entre 0 e 1. Utilizamos também o indice de Shannon-
Weiner que é calculado tomando o numero de cada espécie, a proporgcao de
cada espécie em relacdo ao numero total de individuos e somando a propor¢ao
vezes o logaritmo natural da proporgao de cada espécie. Tem seu valor seme-
lhante ao indice de Simpson, porém com a vantagem de levar em consideracéo
as espécies dominantes.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%. Foi
utilizado os programas Microsoft Excel® versdo 2023 e IBM SPSS® versao 21
para elaboragao do banco de dados, analise estatistica e o programa Microsoft
Excel® e PRISMA® para elaboragao dos graficos.

4.7 Formulagdo do Protocolo para Avaliagcao da Microbiota Intestinal

em Portadores de DIl

O protocolo foi formulado com base no Guia do Ministério da Saude para
Formulagcao de Protocolos Terapéuticos e Diretrizes Clinicas, versédo publicada
em 2014101,
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5. Aspectos Eticos

O projeto deste estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas da Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Brasil, com o nu-
mero 34826220.4.0000.5404.

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Es-
clarecido (anexo 1).
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6. Resultados

Esta tese foi constituida em 3 etapas: (1) formulagdo do projeto de pes-
quisa; (2) aplicagao do estudo piloto em portadores de Doenga de Crohn e (3)
formulagao do protocolo para avaliagao de bactérias em portadores de Doencas
Inflamatadrias Intestinais. Os resultados apresentardo os dados do estudo piloto
em portadores de DC. A proposta de protocolo para avaliagdo da composi¢cao
de bactérias na microbiota intestinal em portadores de Doencas Inflamatérias
Intestinais atendidos nos ambulatérios especializados da Unicamp pelas discipli-
nas de coloproctologia, gastroenterologia e gastroenterologia pediatrica esta de-
talhada no Anexo 6.

Pacientes selecionados:
24

Saida Voluntaria: 8 pacientes
Exclusdo por troca entre IFX Biomanguinhos®
\ 4 por IFX biossimilar: 2 pacientes

y

Total: 14 pacientes

_| Exclusdo por incapacidade técnica de extragdo
"| do RNA fecal: 7 pacientes

Total: 7 pacientes

Figura 6. Fluxograma da captagéo de pacientes e amostra final.

6.1 Apresentagao da coorte.

Foram recrutados 24 pacientes entre as datas de 01 de fevereiro de 2021
a 30 de junho de 2022. Todos os pacientes eram portadores de Doenga de Crohn
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em atividade clinica moderada a grave conforme o indice de Atividade de Do-
enca de Crohn®. A maior parte dos pacientes n&o concluiu o estudo sendo que
o desejo do paciente em n&o continuar em avaliagcédo (n= 8) e a incapacidade da
extracdo de acido nucleico para avaliagdo da composi¢gao microbiana devido a
consisténcia fecal liquida e grande diluicdo do conteudo de acido nucleico no
conservante e na agua fecal (n= 7) foram as principais causas de perda de se-
guimento (Figura 6). Dois pacientes iniciaram a terapia com Infliximabe-Bio-Man-
guinhos® (registro no Brasil: 110630142, produzido pela Fundagdo Oswaldo
Cruz) e a medicacgéo foi substituida pelo Infliximabe-Remsima® (registro no Bra-
sil: 192160001, produzido pela Celltrion Healthcare) conforme distribuicao pela
Secretaria de Estado de Saude do Estado de Sdo Paulo seguindo as diretrizes
de fornecimento de imunobioldgicos instituidas pelo governo federal'®2. Para pre-
servar a homogeneidade da coorte, optamos pela exclusao destes pacientes.

Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas da Doenga de Crohn

n=7 %

Idade

e 17-40anos 5 71

e >40anos 2 28
Localizagao

e lleocecal 2 28

e lleocolénica 5 71
Comportamento

o N&o estenosante, ndo penetrante 4 57

e  Estenosante 1 14

e  Penetrante 2 28
Doenca Perianal 2 28
Manifestagbes Extraintestinais 3 42

e Artralgia 3 42

e Ulceras Orais 1 14

A coorte foi formada por 7 pacientes, sendo 4 homens e 3 mulheres, com
mediana de idade no inicio do estudo (primeira consulta) de 32 anos (22,5 — 47,
IQR= 24,5) e mediana de idade ao diagnostico da DC de 30 anos (19,5 — 43,5;
IQR= 24). Considerando-se o fenétipo da DC conforme proposto na Classifica-
¢ao de Montreal (Tabela 1)'3, 71,4% (n= 5) tiveram o diagndstico entre 18 e 40
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anos de idade e 28,4% (n= 2) dos pacientes tinham mais de quarenta anos ao
diagnostico (classificagdo A2 e A3 de Montreal, respectivamente). A localizag&o
ileocolbénica (L3 de Montreal) prevaleceu em 71% da coorte, seguida de 28% dos
pacientes com doenca ileocecal (L1 de Montreal). A maioria (57%) apresentava
comportamento n&o estenosante, ndo penetrante e 28% tinham doenga perianal.
42% dos pacientes apresentavam uma ou mais manifestagdes extraintestinais
(Tabela 2).

Tabela 2. Dados gerais dos pacientes.

n %
Cirurgias Nao Relacionadas a DIl 2 (pacientes) 28
e Cesariana e 1 e 14
e  Hernioplastia inguinal o 1 e 14
Cirurgias Relacionadas a DII 3 (pacientes) 42
e Drenagem de abscesso abdominal o 1 e 14
e  Fistulotomias o 2 e 28
Doencgas associadas 4 (pacientes) 57
e Depresséo o 1 e 14
e Discinesia broncociliar o 1 e 14
e HAS o« 1 e 14
e  Sindrome Dispéptica o 1 e 14
Medicamentos de uso no ultimo més 5 (pacientes) 71,42
(ndo associados a DC) e 3 o 42
e Hidroclorotiazida o 1 e 14
e  Omeprazol e 1 e 14
e  Prednisona o 1 e 14
e Ramipril o« 1 e 14
e Venlafaxina e 1 e 14
Sexo masculino 4 57
Média +DP
Idade 34,71 (14,67)
Dados antropométricos durante a selegéo:
e IMC e 21%575
e Peso e 5914 +18,94
e Diferenga peso usual | peso atual e -1414 +10,55
Tempo de diagndstico até terapia biologica (anos) 1,42 £ 0,97

Tempo de sintomas até o diagnéstico (anos) 2,57 £ 0,97
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6.2 Exposi¢cbes Ambientais

Tabela 3. Dados sociais e exposi¢gdes ambientais dos pacientes.

n=7 %

Agua tratada 7 100%
Animais de estimagao 4 57%
Atividade fisica 4 57%
Escolaridade (paciente)

e Atéo 1°grau 1 14%

e Até o 2° grau completo 5 71%

e Até o 3° grau completo 1 14%
Escolaridade (pai)

o Atéo 1°grau 4 57%

e Até o 2° grau completo 2 28%

e Até o 3° grau completo 1 14%
Escolaridade (mae)

o Atéo 1°grau 7 100%

e  Até o 2° grau completo 0 -

e  Até o 3°grau completo 0 -
Estado de Nascimento

e  Minas Gerais 1 14%

e Sdo Paulo 6 85%
Estado de Moradia

e Sdo Paulo 7 100%
Familiar com DIl 1 14%
Tabagismo atual 0 -
Tabagismo prévio 2 28%

Média +DP Mediana (IQR)

Tempo sem  tabagismo 20 14 20 (15 —25, IQR=10)
(anos)
Horas de Sono (horas) 6,14 +2,26 6 (4,5 -8, 1QR= 3,5)

A investigacdo do ambiente em que o paciente era exposto apontou que
somente um paciente (14%) tinha algum familiar portador de DIl. Nenhum paci-
ente era tabagista ativo ou tabagista nos dois anos que antecederam o surgi-
mento dos sintomas, embora 28% da coorte referia tabagismo prévio. Pouco
mais da metade dos pacientes (57%) tinham um ou mais animal de estimacao
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em casa durante pelo menos metade dos anos de vida. Todos os pacientes vi-
viam em casas com saneamento basico e agua tratada. A maior parte dos paci-
entes (57%) estudaram até o segundo grau completo enquanto, resultado seme-
Ihante a escolaridade dos pais, enquanto todas as maes tinham escolaridade até
ou menor que o primeiro grau. A mediana de horas de sono dos pacientes foi de
6 (4,5 — 8; IQR= 3,5). Os dados de exposigao ambientam estdo na tabela 3.

O habito alimentar esta detalhado nos Graficos 1 e 2 e na tabela 4. Con-
siderando-se a média do consumo alimentar dos pacientes, foi observada mu-
danga significante da frequéncia de consumo de frutas, legumes/tubérculos e
doces entre o inicio do seguimento e apos quatro meses de terapia. Apesar
disso, notamos grande variagdo individual na frequéncia alimentar e ndo obser-
vamos significancia estatistica quando o grupo foi avaliado por teste nédo para-

métrico.

= Recomendado 1 2 3 4 5 6 7 =——Média

> 1x/ dia
1x/ dia

Prévio a
- > 3x/ semana
Terapia —

1-2x/ semana

< 1x/ semana I ‘ I I

Frituras e Ultra- Carnes Aglcares e
Gorduras  processados Processadas  Processados

Legumes Frutas Verduras Leguminosas

Habito Alimentar

> 1x/ dia
1x/ dia
Apods a > 3x/ semana ™
Terapia \

1-2x/ semana

< 1x/ semana I I I

Frituras e Ultra- Carnes Aglcares e
Gorduras  processados  Processadas Processados

Legumes Frutas Verduras Leguminosas

Graficos 1 e 2. Habito alimentar dos pacientes. A barra vermelha representa a recomendagéo semanal de cada um dos
grupos alimentares®!'%. A linha azul representa a média de consumo de cada grupo alimentar pela coorte estudada. As

barras de 1 a 7 representam cada um dos pacientes.
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Tabela 4. Avaliacdo do habito alimentar. Frequéncia alimentar prévia e apos
guatro meses de terapia biolégica.

Sg%gi‘;fs I:,réTerapjia. BiolégicapéS
Média + DP p*
Frutas 3,85 15,04 4,28 +4,78 <0,001
Leguminosas 4,43 +4,75 6,57 £5,31 0,295
Legumes e Tubérculos 2,00 £2,38 2,28 £2,36 0,001
Verduras 3,00 £3 2,28 +2,42 0,276
Carnes Processadas 6,14 £5,72 1,14 £1,34 0,129
Doces Processados 4,85 +6,30 3,57 4,89 0,017
Ultraprocessados 1,28 £2,56 0,28 0,48 0,871
Frituras 4,28 +4,78 1,28 +1,25 0,266

Valores apresentados em média e desvio padrado. Teste paramétrico — T-Student.

Na avaliagdo do consumo de proteinas de origem animal podemos obser-

var que apos o inicio da terapia biolégica os pacientes reduziram de forma sig-

nificante o consumo de carne bovina (46% da fonte proteica prévia e 27% da

fonte proteica na segunda avaliagao, p= 0,043) com maior escolha de proteinas

como peixes (p= 0,042) e ovo (p= 0,137).

O consumo de leite e derivados apresentou reducdo numérica da primeira

para a segunda avaliagédo. A Tabela 5 aponta a média e a mediana de porgdes

semanais de cada tipo de alimento de origem animal e os Graficos 3 e 4 de-

monstram o percentual de consumo de cada fonte de proteina animal (carnes)

antes e apos a terapia bioldgica.

Tabela 5. Frequéncia de consumo de fontes de proteinas por semana.

Porgbes

Terapia Bioldgica

semanais Pré - Pos
Média +DP p

Boi 8,85 +3,67 6,14 £1,21 0,043
Frango 4,57 +1,81 5,71 +1,60 0,084
Ovo 2,57 £1,81 5,71 £3,94 0,137
Peixe 1,28 2,12 2,85 2,03 0,042
Porco 2 +1,41 1,85 +1,06 0,689
Leite 3 3,26 2,28 +3,09 0,094
Queijos 3,28 +2,56 2,71 £3,14 0,457

Valores apresentados em média e desvio padrado. Teste paramétrico — T-Student.
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Frequéncia de Ingestdo Proteica: subtipos de proteinas por semana

Prévio a Terapia

Y

m Porco m Frango

Apds a Terapia

Peixe m Ovo

Graficos 3 e 4. Escolhas de tipos de fontes de proteina animal pelos pacientes. A frequéncia é referida em percentual de

cada subtipo de fonte proteica animal ingerida durante uma semana.

O emagrecimento ocorreu de forma significante aos pacientes no periodo

entre inicio dos sintomas e o diagnéstico (Tabela 5) com uma variagao negativa

de 19% do peso corporal usual e apresentando um IMC médio ao diagndstico

de 21kg/m? enquanto o valor usual corresponde a 26kg/m? (p= 0,005). A avalia-

cao do peso apos quatro meses de terapia nao foi avaliada pois ndo estava con-

templada como desfecho no projeto.

Tabela 5. Alteracdes do peso e IMC dos pacientes durante a indicacao da te-

rapia biolégica.

Usual | A avaliagao
Média +DP p*
Peso 73,28 +26,08 59,14 £18,94 0,012
A Peso (%) -19,00 £9,40 -
IMC 26,72 £7,94 21,63 £5,75 0,005

Valores apresentados em média e desvio padrdo. Teste paramétrico — T-Student.
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6.3 Resultados Terapéuticos

Utilizamos o IADC para avaliacao inicial da resposta terapéutica onde so-
mente um paciente apresentou auséncia primaria de resposta clinica ao trata-
mento com Infliximabe (redugdo do IADC <100 pontos), sendo prescrito Ada-
limumabe apos 20 semanas (5 doses) de terapia. Dois pacientes (28%) ja ha-
viam realizado cirurgias decorrentes da DC (fistulotomias em regido perianal) e
um paciente (14%) apresentou abdome agudo perfurativo antes do inicio da te-
rapia bioldgica, sendo submetido a colectomia direita, drenagem de abscesso
pélvico e realizagao de ileostomia.

A terapia se mostrou efetiva apresentando significante melhora na avalia-
¢ao pelos escores clinico e endoscopico. Foi também observada redugdo numé-
rica das provas de atividade inflamatéria PCR e VHS. Todos estes valores estao
exibidos na Tabela 6 e representados nos graficos 5, 6, 7 e 8.

Tabela 6. Marcadores de atividade inflamatoéria: clinico, laboratoriais e endos-
copico.

Terapia Bioldgica
Pré Pds p
Mediana (IQR)
IADC 510 (289-642 IQR= 353) 103 (45-163 IQR= 118) 0,018
PCR 32 (6,1-69,55 IQR= 63,45) 6 (2,5-26 IQR= 23,5) 0,499
VHS 46 (38-73,6 IQR= 35,5) 31 (17-61,5 IQR= 44,5) 0,252
SES-CD 8,75 (7-8,75 IQR= 1,75) 0 (0-5,51QR=5,5) 0,027

Valores apresentados em mediana e intervalo interquartil. Teste ndo paramétrico - Wilcoxon Signed Ranks Test.

Marcadores laboratoriais relacionados a absor¢do e/ou nutrigdo foram
avaliados prévia e posteriormente a terapia e estdo apresentados na Tabela 7.
Observamos aumento significante nos valores de Albumina (p=0,022) e Hemo-
globina (p=0,024). Os pacientes tiveram média e mediana elevadas na dosagem
da Vitamina B12, porém é preciso ressaltar que 5 pacientes (71%) receberam
doses intramusculares de cobalamina previamente ao tratamento, reduzindo a

confiabilidade da real quantificagdo desta vitamina.
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Gréficos 5 (variagado do IADC), 6 (Variagcdo da PCR), 7 (Variagdo da VHS) e 8 (Variagado do SES-CD). Valores apresen-

tados em mediana e intervalo interquartil. Teste ndo paramétrico - Wilcoxon Signed Ranks Test.

Tabela 7. Marcadores laboratoriais relacionados a nutricdo do portador de Do-

enca de Crohn.

Terapia Biolégica

Pré Pds p
Média +DP
Acido Folico 10,73 15,01 9,90 46,52 0,778
Albumina 3 +0,66 3,98 0,75 0,022
Pré-albumina 22,28 +9,39 23 +11,10 0,917
Colesterol Total 145 +46,89 132,14 £31,88 0,404
HDL Colesterol 39,42 £17,01 45,14 £11,89 0,463
Ferritina 352,28 +335,32 432,14 £675,61 0,627
Ferro 27,71 £20,94 69,28 +46,66 0,064
Glicemia 84 +£13,02 78,85 +8,45 0,207
Hemoglobina 10,78 £2,53 12,98 +2,53 0,024
Triglicérides 100,5 £42,58 83,85 £27,43 0,126
Vitamina B12 401,57 £135,02 646,14 +360,42 0,058

Valores apresentados em média e desvio padrado. Teste paramétrico — T-Student.
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A avaliagdo da composi¢cado microbiana foi realizada com mecanismos de

detecgao de dois dominios, Arqueas e Bactérias, porém somente o dominio Bac-

téria sera contemplado neste estudo. A descricdo dos achados da composicao

bacteriana sera subdivida em resultados por filos, ordens e familias, género e

especies.

Quadro 5. Filos detectados através do sequenciamento 16S rRNA das amostras
fecais. Descrigdo e exemplificacdo de espécies e funcdes de cada filo76.104-108

Filos

Descricao

Exemplos de

géneros:

Exemplo de

fungdes:

Bacteroidetes

Gram (-) degradadores tipi-

cos de glicanos.

Habitualmente correspon-
dem cerca de 50% das se-
quéncias de 16S rRNA de-
tectadas na microbiota in-

testinal.

Bacteroides
Parabacteroides

Prevotella

Sinalizagao imune:

. Produgao de citocinas.

. Sinalizagao no NF-kappa B.
. Carcinogénese (B. Fragilis).

. Ativagao de linfécitos Th17.

Metabolismo:

- Degradagao de polissacarideos.

- Sintese de polimeros.

- Interagem com adogantes sintéti-

cos*.

Firmicutes

(ou Bacillota)

Gram (+) de paredes rigi-
das ou semirrigidas con-

tendo peptideoglicanos.

Junto aos Bacteroides, cor-
respondem a 90% da popu-

lagéo bacteriana intestinal.

Blautia
Clostridium
Eubacterium
Faecalibacterium
Lactobacillus
Rosebuiria

Ruminococcus

Redugdo da abundancia na obesi-
dade.

Produgao de acido latico e acido bu-
tirico na metabolizacdo da lactose,
butirato e biodegradagéo dos amido
resistentes (FOS, GOS e XOS).

Metabolismo da glicose e lipideos

Proteobacteria

Gram (-), contendo lipopo-
lissacarideos nas paredes,

anaeroébios facultativos.

Maior filo do reino bactérias.

Enterobacter
Escherichia
Klebsiella

Prevotella

Associado a obesidade, doenga me-

tabdlica hepatica, DM2.

Ativagdo de linfécitos B e células

dendriticas.

Reconhecimento NOD2 e ativagao
NF-KB
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Actinobacteria

Gram (+), multiplos basto-
netes ramificados, imoveis,
néo formadores de esporos

€ na maioria anaeroébios.

Bifidobacterias
Corynebacteria
Propionibacteria

Streptomyces

Fortalecimento da barreira intesti-

nal.

Produgao de acetato e lactato.

Biodegradagédo dos amido resisten-
tes (FOS, GOS, inulina e arabinoxi-

lan).

Regulagao Imunoldgica:

- Down-regulation inflamatério pela
produgéo de IL-4 e IL-13.

- Regulagdo da resposta Th2.

Fusobacteria

Gram (-), bacilos anaero-
bios ndo formadores de es-

poros.

Fusobacteria nucleatum

Relacionado ao cancer colorretal.

Verrucomicrobia

Gran (-) recentemente adi-
cionados ao dominio Bacte-

ria

Anaerébios, ovais, imoéveis.

Akkermansia
Verrucomicrobiaceae™*

Opitutaceae™*

Redugdo da abundancia associada
a obesidade, DM2, desordens psi-

quiatricas e DII.

Reduzem expressdo de mRNA en-
volvidos na diferenciacdo de adip6-

citos e oxidagao de lipideos.

Produgéo de acetato, butirato e pro-
pionato pela degradacédo de mucina.
Aumentam a camada de muco e for-

talecem as jungdes intercelulares.

Estimula a liberagdo de peptideos
intestinais (GLP-1 e GLP2).

Cyanobacteria

Organismos mais antigos

da terra

Alta capacidade de adapta-
¢ao: morfolégica e metabo-

I6mica.

Caenarcaniphilales**
Gastranaerophilales™*
Vampirovibrionales™*

Obscuribacterales™

Pouco compreendido.
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Também chamado de

TM7x Desconhecido
. . Coco muito pequeno (200-
Saccharibacteria o ) Saccharibacteria )
300nm), epibionte obrigaté- Aumento da abundancia nas DIl
rio tendo ainda uma fase (mais comum em cavidade oral).
parasitaria.

Gran (-), anaerdbios, basto-
netes/ vibridides.

. . Fretibacterium

. A presenca de lipopolissa- .
Synergistetes Jonquetella Desconhecido.
carideos na parede celular .
Pyramidobacter

néo foi relatada, mas obser-
vam-se varias proteinas en-
volvidas na biossintese de

lipopolissacarideos.

Filos descritos em ordem de abundancia observada na primeira analise. * Interagao parcialmente compreendida, porém
relacionada a metabolizagcdo dos adogantes sintéticos e consequente inibicdo de proliferagdo, causando redugdo da
abundancia e consequente redugdo do muco intestinal. ** Apresentado em familias. DM2: Diabetes Melitus do tipo 2.
FOS: fruto-oligossacarideos. GLP: Glucacon-like peptide. GOS: galacto-oligossacarideo. mRNA: micro RNA. rRNA: RNA

ribossomal. NOD2: Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2. XOS: xilo-oligossacarideos.

6.4.1 Resultados por Filos

A avaliagdo das espécies agrupadas por filos identificou 9 filos com pre-
dominancia de cinco deles (Quadro 5). Na primeira avaliagdo, predominavam
respectivamente Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobactérias, Actinobacterias e
Fusobacterias. Apds 4 meses de terapia biolégica, observou-se aumento numeé-
rico da populacéo de Actinobaterias e Firmicutes, redugdo numeérica da popula-
¢ado de Bacteroidetes e Fusobacterias e redugao significante da populagao de
Proteobacterias. O predominio final dos filos obteve a seguinte sequéncia: Fir-
micutes, Bacteroidetes, Proteobacterias, Actinobacterias e Fusobacterias. Os
dados estao evidenciados na Tabela 8 em percentual da média e mediana, mas
considerando a grande variéncia de valores o calculo estatistico utilizado nesta
analise considera somente a mediana. O grafico 9 demonstra o predominio de
cada filo de acordo com a etapa da avaliagao. Os nove filos identificados estao
apresentados em ordem alfabética no quadro 5 acompanhados de uma descri-

¢ao de cada grupo.
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Tabela 8. Composigao microbiana por filos mais prevalentes. Avaliacdo da
composic¢ao prévia e apds quatro meses de terapia biol()gica.
Terapia Bioldgica

Pré Pés
(%) Mediana (IQR) Mediana (IQR) p**
Actinobacteria 0,02 (0,009 — 0,26 IQR 0,25) 0,25 (0,07 - 0,86 IQR 0,79) 0,237
Bacteroidetes 53,77 (22,86 — 69,82 IQR 46,96) 47,48 (30,85 — 66,70 IQR 25,85) 0,612
Firmicutes 20,74 (11,40 — 44,61 IQR 43,21) 50,29 (32,06 — 61,34 IQR 29,28) 0,063
Fusobacterias 0,009 (0,00 — 15,97 IQR 15,97) 0,00 (0,00 - 0,43 IQR 0,43) 0,104
Proteobacterias 2,87 (1,52 — 43,45 IQR 41,93) 1,97 (0,84 — 2,19 IQR 1,35) 0,028

Valores apresentados em mediana e intervalo interquartil. Teste ndo paramétrico - Wilcoxon Signed Ranks Test.

60 p=0,23 p=0,61 p=0,06 p=0,10 p=0,02
53 77
50,29

50 47,48

40

30

20,74
20
10
2,87
4 1,97
0,0 0,009 !
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Actinobacteria Bacteroidetes Firmicutes Fusobacterias Proteobacterias

m Pré Tratamento = Pds Tratamento

Grafico 9. Variagdo da composigado microbiana dividida por Filos. Wilcoxon Signed Ranks Test.

Foi notada diferenca na abundancia do filo Fusobacteria entre os pacien-
tes que praticavam atividade fisica e aqueles sedentarios tanto na avaliacao pré-
via ao tratamento (p= 0,04) quanto na avaliagao subsequente (p= 0,03). Nao
foram observadas diferengas significantes entre a composicao dos filos, seja na
amostra anterior ao tratamento ou na amostra apds quatro meses de terapia,

entre os demais grupos com diferengas nas exposigdes ambientais como os ex-
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fumantes e ndo fumantes, pacientes com ou sem convivio com animais de esti-
mac&o ou na avaliagdo conforme horas de sono (Tabela 9). O grupo foi homo-
géneo em relagéo ao local de nascimento, saneamento basico das residéncias,

nivel de escolaridade do paciente e dos pais, ndo permitindo comparacgdes.

Tabela 9. Resultado do p-valor da comparagéo da composicao dos Filos entre

grupos com diferentes exposi¢des ambientais.

Trata- Actinobacté- Bacteroi- Firmicutes  Fusobacte-  Proteobac-

P valor mento ria dete ria teria
Ex-fumantes Pré 0,237 1,000 0,121 0,688 0,439
Pés 0,699 1,000 0,699 0,200 0,053

Atividade fi- Pré 0,844 1,000 0,245 0,044 0,439
sica Pés 0,699 0,121 0,245 0,033 0,053
Animais de es- Pré 0,368 0,724 0,724 0,714 0,724
timacéao Pés 0,724 0,724 0,480 0,329 0,289
26h de sono Pré 0,589 0,724 0,289 0,463 0,724
/dia Pés 0,724 1,000 1,000 0,558 0,289

Valores de p-valor calculados pelo Teste U de Mann-Whitney.

Quanto aos pacientes que atingiram remiss&o ou permaneceram em ati-
vidade endoscopica ndo encontramos diferengas significantes na composicéo
por filos. A mediana (IQR) de cada grupo esta demonstrada na Tabela 10.

Tabela 10. Comparagao da composi¢ao bacteriana entre pacientes em remis-

séo e atividade endoscépica apds quatro meses de terapia biologica.

Em percentual Remissdo Endoscdpica Atividade Endoscépica
(%) Mediana (IQR) Mediana (IQR) p
Actinobacteria 0,01 (0,00-23,90 IQR 23,90) 0,72 (0,05-0,39 IQR 0,32) 0,36
Bacteroidetes 56,87 (12,19-67,91 IQR 55,72) 51,3 (43,38-63,34 IQR 19,95) 0,72
Firmicutes 17,93 (4,99-43,14 IQR 38,15) 45,69 (34,6-51,03 IQR 16,43) 0,72
Fusobacterias 0,48 (0,00-12,22 IQR 12,22) 0,00 0,71
Proteobacterias 6,12 (1,83-51,29 IQR 49,46) 2,00 (1,52-2,09 IQR 0,56) 0,72

Valores apresentados em mediana e intervalo interquartil. O grupo em atividade endoscdpica nédo atingiu o quartil 75.

Teste ndo paramétrico - Kruskal Wallis Test.

Quando avaliamos a diferenca da riqueza de espécies (alfa diversidade)

entre os dois momentos do estudo, observamos que n&o ocorreu alteragao,
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como demonstrado nos graficos 10 e 11. Para entendermos melhor a auséncia
de variagao da alfa diversidade, precisamos avaliar os resultados das espécies.
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Graficos 10 e 11. Avaliagdo da variagéo da alfa diversidade. Calculos realizados pelo indice de Simpson e pelo indice de

Shannon.

6.4.2 Resultados por Ordem e Familias

Foram encontradas 63 Ordens ou Familias de bactérias que estdo de-
monstradas no Anexo 3.

A familia Bacteroidacea do filo Bacteroidetes foi detectada em abundancia
tanto no grupo virgem de tratamento, quanto apos o tratamento, com aumento
numerico de sua prevaléncia nas amostras coletadas. Neste mesmo filo, obser-
vou-se baixa abundéncia da familia Odoribacteraceae, Porphyromonadaceae,
Prevotellaceae, Rikenellaceae no periodo prévio a terapia, tendo tido aumento
da abundancia apos o quarto més de tratamento, porém nao atingindo signifi-
cancia estatistica.

Apoés quatro meses de tratamento, ocorreu um aumento numérico das fa-
milias Acidaminococcaceae, Lachnospiraceae, Mogibacterium, Ruminococca-
ceae, Streptococcaceae, Veillonellaceae, do filo Firmicutes. No mesmo filo ob-
servamos também a redug&o ou baixa abundéncia das familias como Erysipelo-

trichaceae, Lactobacillaceae.
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Quanto as familias pertencentes as Proteobacterias, observamos cons-
tancia na abundancia das familias Enterobacteriaceae e Pasteurellaceae tanto
no periodo inicial quanto apdés o tratamento.

Observamos baixa abundancia das familias do filo Actinobacterias, como
a familia Bifidobacteriaceae, embora tenha ocorrido aumento numérico de suas
concentracdes apos a terapia.

Embora tenha ocorrido aumento numérico da familia Fusobacteriaceae do
filo Fusobacterias, observamos uma evidente reducdo da abundéancia desta fa-
milia em individuos onde ocorria maior prevaléncia, enquanto ocorreu também a
detecgao desta familia naqueles individuos que n&o tiveram a leitura dela na

primeira amostra.

6.4.3 Resultado por Géneros e Espécies

Foram encontrados 321 Géneros ou Espécies bacterianas que estao exi-
bidos junto a suas médias (DP) e medianas (IQR) tanto na primeira quanto na
segunda analise no Anexo 4. Muitos géneros ou espécies ndo obtiveram media-
nas detectaveis na primeira amostra com aumento da abundéncia e consequen-
temente do percentual na segunda amostra. A grande maioria das espécies ou
géneros ndo atingiram medianas maiores ou iguais a 0,0001% das familias per-
tencentes e n&o serao relatadas neste capitulo, porém estdo contemplados no
Anexo 4. O quadro 7 exibe os géneros ou espécies bacterianas observados pela
leitura do 16s rRNA subdivididos em 4 colunas: (I) as bactérias ndo detectadas
na primeira amostra e detectadas na segunda amostra; (Il) as bactérias que au-
mentaram a abundéncia em valor maior ou igual ao primeiro intervalo interquartil,
(1) as bactérias que reduziram a abundéncia em valor maior ou igual ao primeiro
intervalo interquartil e (IV) as bactérias com medianas detectaveis em ambas as
amostras e que se mantiveram estaveis (alternancia menor que o valor do pri-
meiro intervalo interquartil) no periodo entre a indicagc&o da terapia biologica até
o quarto més de terapia.
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Quadro 7. Géneros e espécies bacterianas de acordo com variancia apos 4

meses de terapia (em ordem alfabética).

I- Detecgdo 22 amostra  1l- Aumento Il - Estaveis IV — Redugéao
Agathobacter rectalis Alistipes putredinis Agathobaculum  butyr- Anaerostipes hadrus
Akkermansia muciniphila  Bacteroides dorei iciproducens Bacteroides vulgatus

Alistipes indistinctus
Alistipes shahii
Anaerotignum lactatifer-
mentans
Bacteroides  faecichin-
chillae

Bacteroides faecis
Bacteroides fragilis
Bacteroides thetaiotao-
micron

Bacteroides uniformis
Bifidobacterium longum
Blautia faecis

CCMM_s

Clostridium aldenense
Clostridium cadaveris
Clostridium symbiosum
Clostridium_g24
Coprococcus comes
Dialister invisus
Eubacterium eligens
Eubacterium hallii
Eubacterium ramulus
Eubacterium ventriosum

Faecalibacterium praus-

nitzii

FCEY_s
Fusicatenibacter sac-
charivorans

Gemmiger formicilis
Haemophilus  parahae-

molyticus
Ruthenibacterium lactati-
formans

Streptococcus peroris
Streptococcus salivarius
Veillonella dispar

Veillonella parvula

Bacteroides finegoldii
Blautia obeum
Flavonifractor plautii
Roseburia cecicola
Roseburia intestinalis
Roseburia inulinivorans
Ruminococcus faecis
Ruminococcus gnavus
Ruminococcus torques
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Quando subdividimos os géneros ou espécies bacterianas de acordo com
sua fungcdo metabdlica em metabolizadores de Propionato, Butirato, Indol ou de
Amido Resistentes (principais metabdlitos na homeostase célon-microbiota) ndo
observamos diferengas significantes entre os dois momentos do estudo. As me-
dianas da abundéancia dessas espécies estdo apresentadas na Tabela 11 e seus
valores também representados nos graficos 10, 11 e 12.
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Grafico 10: Principais espécies metabolizadoras de propionato. Grafico 11: Principais espécies metabolizadoras de Bu-
tirato. Grafico 12: Principais espécies metabolizadoras de Indol. Graficos em Diagramas de Caixas (Boxplot), a linha

central representa a mediana, seguidas do quartil 75 e limite superior (acima) e quartil 25 e limite inferior (abaixo).
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Tabela 11. Avaliagdo da oscilagéo dos principais metabolizadores de Acidos
Graxos de Cadeia Curta e Indol e das principais redutoras de FOS e GOS.

% Mediana
Pré-tratamento Pés-tratamento p
Butirato Clostridia 0,50 0,42 0,966
(0,20-0,97 IQR=0,76) (0,24-1,20 IQR= 0,93)
F. prausnitzii 0 0,84 0,465
(0-2,69 IQR= 2,69) (0,44-10,45 IQR= 10)
Coprococcus 0 0 0,461
(0-0,16 IQR= 0,16) (0-0,09 IQR= 0,09)
Anaerostipes 0,02 0 0,553
hadrus (0-0,10 IQR=0,1) (0-0,23 IQR= 0,22)
Propionato Blautia 0,46 0,24 0,735
(0,08-0,67 IQR=0,59) (0,14-0,28 IQR= 0,13)
Coprococcus 0 0 0,461
(0-0,16 IQR= 0,16) (0-0,09 IQR= 0,09)
Roseburia 0,04 1,27 0,735
(0-2,63 IQR= 2,63) (0,79-2,47 IQR= 1,68)
Prevotella 0,19 2,04 0,462
(0-7,88 IQR=7,87) (0-3,51 IQR= 3,51)
Indol Clostridia 0,50 0,42 0,966
FOS, GOS (0,20-0,97 IQR=0,76) (0,24-1,20 IQR= 0,93)
Bacteroidaceae 25,63 30,89 1,000
(1,84-57,24 IQR=55,4)  (14,25-40,10 IQR= 25,85)
Lactobacillus*® 0,20 0 0,893
(0-0,38 IQR= 0,38) (0-0,59 IQR=0,59)
Bifidobacterium* 0 0,03 0,611
(0-0,06 IQR= 0,06) (0,01-0,37 IQR= 0,36)

Resultados emitidos em percentual relacionado ao grupo taxonémico superior. Valores evidenciados em mediana e in-
tervalo interquartil (IQR). FOS: frutooligossacarideos. GOS: galactooligossacarideos. *Metabolizadores de FOS e GOS.
Wilcoxon Signed Ranks Test.

Em resumo, observou-se uma alteracdo na composicao dos filos bacteri-
anos, caracterizada por um aumento na populagao de Firmicutes e uma reducao
significativa na populagdo de Proteobacterias. Na segunda avaliagdo, foram
identificadas maiores abundancias dos filos menos representativos, como Acti-
nobacterias e Verrucomicrobia. Ao analisarmos as espécies bacterianas, nao foi
detectada alteragao significante na riqueza de espécies da comunidade bacteri-

ana ileocoldnica. Estes resultados estédo detalhados na Figura 7.
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Figura 7. Representacdo da variagdo entre os filos no periodo prévio e apés o tratamento e da baixa variagéo da o

diversidade.
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7. Discussao

O estudo foi finalizado com somente sete pacientes sendo que o maior
impacto sobre a capitacdo de pacientes foi a declaracdo da pandemia do SARS-
COV-2 pela Organizagdo Mundial de Saude e pelo Governo Brasileiro que man-
teve o ambulatério de Doengas Inflamatérias Intestinais da disciplina de colo-
proctologia fechado completamente ou parcialmente durante os anos de 2020 e
2021, reduzindo o numero dos pacientes que preencheriam os critérios de inclu-
sdo segundo o projeto apresentado e aprovado pelo comité de ética em pes-
quisa'%%'1% Muitos pacientes deixaram de comparecer com as amostras de fe-
zes nas datas necessarias ou abandonaram a terapia, sendo necessario a ex-
clusao destes pacientes do estudo.

Alguns pacientes completaram todas as etapas do estudo, porém as
amostras fecais ndo continham material genético suficiente para a leitura do 16s
rRNA. Provavelmente a baixa concentragdo de muco e fezes nas amostras e a
grande quantidade de agua e produtos de inflamacgéo dificultaram a extragdo do
acido nucleico. Em condi¢gbes normais e seguindo técnicas para evitar a conta-
minagao e proporcionar um adequado transporte e armazenamento, as fezes
sdo as amostras animais de maior facilidade em extrair o acido nucleico devido
a grande biomassa microbiana, diferentemente de outras amostras, como a
pele'.

Embora o conceito de biossimililaridade entre drogas antagonistas do
TNF-o originadoras e as demais drogas produzidas de forma similar por outras
companhias farmacéuticas esteja estabelecido e ocorra a tendéncia de que as
instituicbes e orgaos de especialidades médicas reconhegam a intercambiali-
dade entre as medicagdes (ja reconhecida por organizagdes externas como a
Organizagdo Europeia de Crohn e Colite’'? porém ainda sem publicagao oficial
da Federacgao Brasileira de Gastroenterologia ou da Organizag&o Brasileira para
a Doenca de Crohn e Colite), ndo existem estudos que validem superioridade de
uma droga sobre a outra (os estudos apresentados aos 6rgéos reguladores sao
de ndo inferioridade) e optamos por nao incluir os pacientes que tiveram seu
tratamento alterado durante o estudo ou que nao utilizaram o produto Inflixi-

ambe-Bio-Mmanguinhos®'13.114,
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7.1 Epidemiologia e Fenotipo da DC

Um recente estudo epidemioldgico brasileiro que avaliou o banco de da-
dos do DATASUS entre 2012 e 2020 evidenciou que enquanto ocorre maior in-
cidéncia das DIl na segunda e terceira década de vida, ja existe maior prevalén-
cia da doenga em maiores de 40 anos. Em relacdo ao sexo, existe uma preva-
Iéncia semelhante somente até os primeiros 15 anos de vida e, a partir de entao,
o sexo feminino prevalece em todas as demais faixas etarias'. Neste estudo
tivemos semelhanga em relagdo ao sexo e maior predominio de pacientes que
tiveram o diagnostico entre 17 e 39 anos de vida. Este predominio pode ser jus-
tificado por termos selecionados pacientes com DC moderada a grave virgens
de terapia biolégica e com curto tempo de diagnéstico. Estes dados condizem
com o referido estudo epidemioldgico brasileiro que aponta o grupo A2 e A3 de
Montreal, respectivamente com as maiores incidéncias de DC no pais.

O ileo terminal, o colon e o reto sdo as regides com maior populagdo mi-
crobiana e existe correlacao entre maior atividade inflamatéria da DC nos locais
de maior populagéo microbiana ou maior estase (ileo terminal e reto)'4. Baseado
nestas informagdes todos os pacientes selecionados tinham o ileo terminal e o
ceco acometidos como condigao para a inclusdo no estudo podendo ter ou nao
o colon ou o reto acometido. Os estudos sobre a microbiota do intestino delgado
proximal sdo escassos e a avaliagao da microbiota local deve ser realizada com
metodologia distinta devido a colonizagéo fisiologica diferir da composi¢gao mi-
crobiana col6nica além de ser menos populosa, necessitando técnica de amos-
tragem que permita a coleta de residuos que ainda ndo alcangaram o ileo termi-
nal ou colon. De forma a exemplificar, a colonizagdo habitual do duodeno e je-
juno atinge cerca de 102 e 10* UFC/ml enquanto o ileo terminal atinge 107 a 10°
UFC/ml e o célon 10" e 10'2 UFC/mI*S.

Os pacientes portadores de DC perianal tiveram necessidade de interven-
¢ao cirurgica além da terapia medicamentosa. Este procedimento é preconizado
precedido por adequado exame de imagem e exame sob anestesia para um di-
agnostico e avaliagao de colegdes associadas. A passagem de sedenho pela luz
da fistula € recomendada para a prevencao da recorréncia ou da sepse de ori-

gem pélvica's.
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O comportamento ndo estenosante, ndo penetrante prevaleceu, concor-
dante com os dados epidemiolégicos mundiais que apontam esta prevaléncia
entre os fenotipos, especialmente nos primeiros anos de diagnostico'3. Diferen-
temente dos relatos epidemiologicos tivemos uma prevaléncia numericamente
(e nao significantemente) superior de pacientes com doenga penetrante do que
estenosante. De forma geral, a doenga estenosante € mais comum, atingindo
cerca de 24% dos pacientes ao diagndstico, e até 50% dos pacientes em até 10
anos de doenga enquanto a doenga penetrante (com exclusao das fistulas peri-
anais) ocorrerdo em cerca de 8% dos pacientes''®. E importante ressaltar que
existem variagdes da prevaléncia fenotipica da DC em popula¢des mais segre-
gadas, o que nao poderia ser vinculado a miscigenada populagao brasileira’’.

Até 60% dos portadores de DIl podem apresentar manifestagdes extrain-
testinais (MEI) de carater passageiro (como as Artralgias) ou permanentes
(como doengas associados, por exemplo as Espondiloartropatias Axiais). A
maior parte dos pacientes desenvolvera a MEI ao longo dos anos apos o diag-
nostico da DIl podendo estar relacionada a atividade da doenga intestinal (por
exemplo o Eritema Nodoso) ou néo (por exemplo a Colangite Biliar Primaria)'®.
Quase metade da coorte apresentava uma ou mais MEI sendo as manifestagdes
a artralgia e ulceras orais. Estas manifestagbes estdo relacionadas a atividade
da Doenca de Crohn e tendem a desaparecer com o controle da doenca de
base''®. Neste estudo, somente um caso ndo apresentou regressdo da MEI
sendo que o mesmo paciente ndo apresentou remissdo da DC até o final do

periodo de seguimento pelo estudo.

7.2 Resposta Terapéutica

O estudo incluiu pacientes com indicacédo de tratamento com Infliximabe
e Azatioprina pois s&o terapias disponibilizadas pelo Sistema Unico de Saude e
com grande numero de indicagdes terapéuticas na Doenga de Crohn, como no
comprometimento perianal ou na associagdo com algumas manifestacdes extra-
intestinais, como as Espondiloartropatias Axiais?%?”. Foram observadas altas ta-
xas de resposta clinica e remissdo endoscépica a terapia com Infliximabe e Aza-

tioprina, com taxa de efetividade terapéutica superior tanto aos dados originais
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de Infliximabe (em monoterapia) quanto do estudo de avaliagdo da associagéo
entre Infliximabe e Azatioprina25-32. Este fato pode ser explicado pois os pacien-
tes tinham doenca de diagnostico recente??. Estudos demonstram que a terapia
bioldgica iniciada precocemente aumenta a taxa de resposta terapéutica’?%121,
Especialmente na DC, o aumento do intervalo entre o diagndstico e o inicio da
terapia reduz significativamente a chance de resposta terapéutica para todas as
terapias biolégicas, sendo considerado o periodo ideal maximo de 18 a 24 meses
entre o diagndstico e o inicio da terapia'?2. As diretrizes nacionais recomendam
o inicio da terapia efetiva em induzir remissdo em até dois anos apos o diagnos-
tico2. Desta forma, o estudo selecionou propositalmente pacientes com pouco
tempo de diagnostico de forma a manter o grupo homogéneo e elevar as chan-
ces de remissao clinica e endoscopica para uma comparagao da composi¢cao
microbiana entre seu status prévio e apds a terapia.

Apesar da PCR e da VHS serem marcadores de atividade inflamatéria
amplamente utilizados para avaliagdo da resposta terapéutica através dosagens
séricas, observamos redu¢cdo nominal destes marcadores, porém sem signifi-
cancia estatistica, o que pode ter sido afetado pelo pequeno numero de indivi-
duos associados a ampla variagdo dos resultados'?3124, O estudo n&o avaliou
niveis fecais de calprotectina, o que poderia trazer maior sensibilidade a avalia-
cao de resposta terapéutica através de marcadores laboratoriais’?5. Observou-
se significante melhora dos niveis de albumina e hemoglobina, que embora se-
jam utilizados principalmente como marcadores de déficits nutricionais, também

sdo considerados marcadores de resposta terapéutica'?4126,

7.3 Fatores Familiares

Diversos fatores ambientais s&o capazes de interferir na composi¢ao mi-
crobiana alterando tanto a alfa quanto a beta diversidade'?”. A alfa e a beta di-
versidade s&o termos utilizados em ecologia para descrever a diversidade de
espécies em diferentes contextos ou escalas. A alfa diversidade refere-se a di-
versidade de espécies dentro de um determinado habitat (uma medida de quéo

rica e variada € a comunidade biolégica em um unico local). A beta diversidade
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descreve a variagao da diversidade de espécies entre diferentes habitats (com-
paracao entre diversidade de espécies de dois ou mais locais e pode refletir a
taxa de substituigdo de espécies)'?812%, Ao longo da vida, os fatores ambientais
modificam nossa microbiota onde a colonizacido na primeira infancia e a adog¢ao
de habitos permanentes formam uma espécie de “assinatura” da microbiota, en-
quanto alteragdes de habitos passageiras, como uma viagem ou a necessidade
de utilizacdo de antibidticos por curto periodo modificam a alfa e beta diversi-
dade, porém tendem a regredir apds a interrupgao daquela exposigao'?.
Somente um paciente apresentava histéria familiar de Doencga Inflamato-
ria Intestinal e embora este valor, equivalente a 14% da amostra seja baixo, cor-
robora com alguns dados literarios que relatam (com grande variagdo, especial-
mente de acordo com o local da pesquisa) um historico familiar positivo entre 1,5
e 28% na DC13%-132_ A herdabilidade é mais relevante da DC que na RCU, onde
o risco parentes de primeiro grau de portadores de DC desenvolverem a doencga
¢ de oito vezes mais que a populagao geral, enquanto na RCU é quatro vezes'33.
Interessantemente, os dados do biobanco do Reino Unido demonstram que, re-
ferente aos pacientes que iniciam a DIl na idade adulta, o risco de seus familiares
desenvolverem a doenga podem ser reduzidos pela metade caso ocorra a redu-

cao de fatores expositores de risco e adesdo de um estilo de vida saudavel'34.

7.4 Fatores Ambientais

Dentre os fatores ambientais que interferem na composicdo microbiana
mais estudados estdo: tabagismo, atividade fisica, idade, dieta, medicamentos,
etnia, estresse e disturbios do sono'3.

O tabagismo atua de forma ambigua nas DIl, sendo um fator de piora
clinica e de complicagdes pds-operatdrias na Doenca de Crohn enquanto parece
ter efeito redutor da atividade inflamatoria na RCU'%. Nenhum paciente era ta-
bagista ativo e aqueles que ja haviam fumado tinham mais de 10 anos de inter-
rupcao até a data de diagnostico da DC. Nao observamos diferenga entre os
grupos que nunca fumaram e de ex-fumantes em relagdo as mudangas da com-

posicéo dos filos nos dois momentos de avaliagdo. O tabagismo promove alte-
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racdes microbianas e metaboldmicas e estudos demonstram que apds a inter-
rupgcado do consumo de cigarros parece ocorrer uma transicdo da composi¢ao
microbiana para uma reduc¢ao do filo Bacteroidetes e aumento dos filos Firmicu-
tes e Actinobacterias. Esta alteragdo também ocorre em pacientes com tendén-
cia e recorréncia de obesidade e foi associada a ex-fumantes que apresentaram
flutuagdes de peso apos a cessagao do tabaco. N&ao existem trabalhos de longo
periodo de avaliagcdo que relatem alteragbes permanentes da microbiota de ex-
fumantes®’.

Em relagéo a atividade fisica, notamos um aumento significante na popu-
lacao do filo Fusobacteria em praticantes de atividade fisica quando comparados
aos individuos sedentarios. Esta correlagdo contrasta com as descri¢des litera-
rias. Este € um filo pouco conhecido, que por muito tempo foi considerado uma
ramificagdo da familia Bacteroidaceae (do filo Bacteroidetes), consistindo em
uma unica classe (Fusobacteria), unica ordem (Fusobacteriales) com duas fami-
lias: Fusobacteriaceae e Leptotrichiaceae. E um filo com maior abundancia na
cavidade oral e na microbiota vaginal e a sua pequena representatividade sim-
biética na microbiota intestinal esta relacionada a capacidade de metabolizar aci-
dos graxos de cadeia curta. O género Fusobacteria sofre alteragdes fenotipicas
de acordo com as condi¢des de seu meio e a espécie F. nucleatum possui uma
bioquimica de parede celular com varias enzimas produtoras de sulfeto de hidro-
génio'%5137_Esta substancia, em baixos niveis, tem agéo protetora neutralizando
moléculas reativas, regulando positivamente o sistema antioxidante e promo-
vendo acao anti-inflamatoria, porém em niveis acumulados, sao téxicos pela ini-
bicao do citocromo C oxidase e reduzindo a produc¢ao celular de ATP. O sulfeto
de hidrogénio prejudica ainda a oxidag&do do butirato pelos colondcitos e estes
fatores s&o relacionados com carcinogénese e as DI|138139,

A atividade fisica vem sendo relacionada a maior diversidade bacteriana,
com maior expressao de genes capazes de realizar biossintese de carboidratos
e aminoacidos aumentando o fornecimento de energia'#?. Embora ndo existam
evidéncias para afirmar que a atividade fisica seja suficiente para reduzir a abun-
dancia do filo Fusobacteria, especialmente da espécie Fusobacterium nucleatum
(frequentemente descrita como associada ao céncer colorretal), ndo existem re-
latos de associagdo com o aumento e, pelo contrario, a atividade fisica é relaci-
onada com aumento da abundéncia de espécies relacionadas a prote¢ao contra
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o cancer colorretal como a Akkermansia muciniphila e as espécies Faecalibac-
terium'¥1. Devido a pequena casuistica deste estudo é improvavel que exista
corregéo entre o aumento do filo Fusobacteria e a atividade fisica, porém mais
estudos sao necessarios para afirmar que se trata de uma coincidéncia estatis-
tica.

N&o observamos diferengas entre filos dos pacientes que tinham contato
ou ndo com animais de estimacdo. A exposicao a animais esta associada ao
aumento da diversidade microbiana. Com a urbanizagao, o contato com animais
de estimagao vem ocupando o lugar do contato selvagem e as avaliagdes entre
os tipos de exposi¢céo sdo escassas. De acordo com a organizagao Growth from
Knowledge, a populagéo brasileira se destaca na criacdo de animais de estima-
¢ao, somos o terceiro pais do mundo com mais familias com cachorros, corres-
pondendo a 58% dos lares brasileiros comparados com 33% dos lares no
mundo. No Brasil e no mundo, os cachorros sédo os principais animais de esti-
magao, seguidos de gatos, peixes e aves'?2. Os estudos envolvendo compara-
¢bes da microbiota intestinal e animais de estimagdo demonstram maior impacto
da exposigao nos primeiros anos de vida, onde a presenga do contato com estes
animais parece amadurecer de forma mais rapida a microbiota humana#143. O
contato com animais de estimagao (domesticados) ainda levanta o debate sobre
a microbiota do proprio animal, onde estudos demonstram que a microbiota ani-
mal tende a se alterar de acordo com os habitos de seus donos, ao fornecer
habitos e alimentos inadequados'44.

O ciclo circadiano é o ciclo sono-vigilia endogeno, responsivo ao claro e
ao escuro, que ocorre em todos os organismos vivos. Por muito tempo, este ciclo
foi considerado proprio da linhagem eucariota até que um estudo com a espécie
Synechococcus (do filo Cyanobacteria) descreveu um ciclo circadiano contro-
lando a fixagdo de nitrogénio e a absorgédo de aminoacidos'35. Os microbios em
simbiose influenciam os ciclos diarios do hospedeiro. O sistema de reldgio circa-
diano dos mamiferos é controlado principalmente pelos nucleos supraquiasma-
ticos do hipotalamo (SCN) que recebem informagdes da entrada de raios de luz
pela retina através do sistema retino-hipotalamico, transmitindo informacdes
para outras regides do cérebro e outros 6rgaos. Especificamente sobre a micro-

biota intestinal, o ciclo parece atuar em duas frentes, a primeira através de hor-
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monios e alteragdo do metabolismo e a segunda através de oscilagbes da imu-
nidade inata e adaptativa. Logo, existe oscilagdo entre a microbiota intestinal e
seus metabdlitos, de acordo com o horario da avaliagédo6.

A média de horas de sono da coorte foi de 6,14 horas, abaixo do reco-
mendado de acordo com a Academia Americana de Medicina do Sono, em que
orienta de periodo maior ou igual a sete horas de sono enquanto a Fundacéo
Nacional do Sono recomenda entre sete e nove horas para individuos com ate
65 anos de idade e entre sete e oito horas aos maiores de 65 anos'#7:148_ Avali-
amos a composig¢ao de filos bacterianos em individuos com tempo menor ou
igual a seis horas de sono ao dia versus o grupo que dormia mais de 6 horas ao
dia e ndo observamos diferencas significantes.

O emagrecimento € um sintoma comum e sinal de alerta para o diagnos-
tico da Doenca de Crohn'4. Apesar do amplo reconhecimento do indice de
massa corporal, a avaliacdo isolada deste indice pode n&o representar o real
status nutricional do paciente3%151. Neste estudo, a média do IMC ao diagnoéstico
foi 21,6kg/m? considerado um valor adequado pela classificagdo, porém quando
comparado ao peso usual (antes do inicio dos sintomas da DC), havia uma re-
dugéo de 19% do peso corporal, com um IMC inicial médio de 26,7kg/m? (p=
0,005). Portanto, o IMC, de forma isolada, ndo tem boa correlagdo com o estado
nutricional, sendo mais sensivel aos pacientes com DIl em seus valores extre-
mos. Ja a variancia de seu valor nos ultimos seis meses ou um valor de IMC <
18,5Kg/m? sdao meios mais fidedignos de apontar a ma nutrigdo do portador de
DIl, especialmente quando associados a niveis de albumina menores que
3g/dL150.

7.5 O habito alimentar

O estimulo ou a inibicdo do crescimento de determinada espécie ou co-
munidade microbiana pode ser promovido por alimentos, dentre outros fatores.
A dieta do hospedeiro afeta a abundancia das bactérias intestinais e a cinética
do seu crescimento. Nos humanos, uma dieta rica em produtos de origem animal

aumenta a populagédo de bactérias tolerantes a bile (ex: espécies do filo Bacte-
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roidetes) e a redugéo de espécies do filo Firmicutes, que metabolizam polissa-
carideos vegetais'?®152, Para o equilibrio entre a formagdo e a degradagdo do
muco, destacam-se os carboidratos indigeriveis que sdo denominados polissa-
carideos (ou glicanos), sendo os alimentos vegetais a principal fonte destas
substancias, que podem também ser encontradas em algumas fontes animais,
fungicas e de algas

Os pacientes foram avaliados em dois momentos em relagéo a ingestao
de determinados grupos alimentares sem que ocorresse nenhum tipo de inter-
vencéao dietética profissional. Tanto previamente ao tratamento quanto apos a
terapia bioldgica, ocorreu baixa ingestédo de fontes vegetais quando comparados
com as recomendacgdes ideais de ingestao'%3. Apesar da auséncia de interven-
¢ao nutricional profissional o padrao alimentar dos pacientes apresentou mudan-
¢as, especialmente em relagcéo as frutas, legumes e tubérculos, doces e fontes
proteinas. Essa mudancga pode ser atribuida, pelo menos em parte, ao amplo
acesso da populagao a informagdes nutricionais através de grupos de apoio on-
line aos pacientes, midias sociais e canais oficiais de 6rgdos saude ou de estudo
das DII53-155, Tais alteragtes serdo detalhadas a seguir.

7.5.1 Leguminosas

As leguminosas, grupo representado especialmente pelos feijdes, ervi-
Ihas, gréao de bico e lentilha, foram as principais fontes alimentares provenientes
dos vegetais, provavelmente pelo habito alimentar brasileiro que, semelhante
aos paises nao desenvolvidos e em desenvolvimento, inclui o feijdo (e outras
leguminosas) como base das principais refeigdes’®. Apesar disso, o consumo
da coorte se mostrou abaixo da metade do recomendado’®. As leguminosas tem
alto teor de fibras e proteinas, com efeitos na saude humana como no forneci-
mento de fitoquimicos (especialmente ferro e proteinas) e outros efeitos direta-
mente ligados a saude intestinal'®8. Ingerir regularmente leguminosas é uma so-
lugao pratica para alcancar niveis adequados de consumo de fibras. Além disso
o0 amido é o principal carboidrato das leguminosas (em média, 50% do total), e
alguns amidos estdo na forma de fibra alimentar, denominados Amido Resisten-

tes (AR), um ingrediente prebiotico’®”. Ao chegarem no coélon e serem utilizados
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como fonte energética pela microbiota, ocorre liberagdo de metabdlitos que, den-
tre outras fungdes, aumenta a saciedade, reduzem o colesterol e a gordura vis-
ceral além de permitir o maior espessamento da camada de muco'%8,

Algumas bactérias utilizam dos AR ou seus produtos metabdlicos. Os de-
gradadores primarios, ou seja, aqueles capazes de degradar a estrutura intacta
dos granulos, liberam como produtos secundarios os oligossacarideos, acetato
e lactato. Dentre os principais degradadores primarios estéo: Bifidobacterium
adolescentes e Ruminococcus bromii®®.

Os degradadores secundarios podem degradar o amido normal, mas uti-
lizam principalmente os subprodutos dos degradadores primarios. Os principais
representantes deste grupo sdo: Eubacterium rectale, Roseburia, Butyrivibrio,
Bacteroides thetaiotaomicron e Bifidobacteria. Dentre as principais a¢des bené-
ficas esta a produgéo do butirato como subproduto dos AR,

O grupo estudado demonstrou niveis baixos (mediana inferior a 0,001%)
ou ndo detectaram as bactérias Bifidobacterium adolescentes, Ruminococcus
bromii, Eubacterium rectale e Butyrivibrio em ambos os periodos de estudo. Ja
0s géneros Roseburia e Bifidobacteria e a espécie Bacteroides thetaiotaomicron

demonstraram aumento nominal entre os tempos de estudo.
7.5.2 Frutas

As frutas contém bioativos que regulam significantemente a estrutura e a
composi¢ao da microbiota intestinal. O consumo regular de frutas esta associado
ao menor risco de disbiose. Dentre as substancias bioativas destacam-se os po-
lissacarideos, oligossacarideos e os compostos flavanoides. Elas agem de forma
direta sobre a microbiota, como uma espécie de aprimoramento imune através
da ativagéo de lisozimas controlando espécies patogénicas como espécies de
Escherichia coli e Salmonella e enriquecendo a populagdo microbiana com Lac-
tobacillus e Bifidobacterias'®®. A principal acdo das frutas sobre a estrutura mi-
crobiana se dara pelos seus metabdlitos, especialmente pela liberacdo de AGCG
(especialmente acido aceético, acido propiénico e butirato), que promovem esta-
bilidade da interacdo intestino-barreira-microbiota, além de fornecer energia e

outros metabdlitos com ag&o sistémica'60161,
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A recomendacdo média de porgdes de frutas por semana chega a 21,
quase sete vezes mais que a média apresentada pelo grupo antes de iniciar o
tratamento e que, apesar do significante aumento do consumo, se manteve apro-
ximadamente quatro vezes menor que as recomendacgodes. O estudo ndo avaliou
qual o tipo de fruta consumida embora exista diferengas no estimulo microbiol4-
gico conforme o subtipo de fruta ingerida’9.

O Brasil tem um vasto cardapio de frutas nativas, embora tenha adicio-
nado outras frutas como a banana, o mamao e a laranja a rotina alimentar naci-
onal. Dentre as frutas nativas mais consumidas variam conforme a regionaliza-
¢ao sendo as principais: acerola, agai, baru, buriti, goiaba, jabuticaba, jugara e
maracuja. Todas elas sao ricas em substancias bioativas capazes de modular a
composigao e a atividade metabdlica da microbiota intestinal'2. Existe grande
interesse no estudo das brasileiras e de outras frutas silvestres (comumente cha-
madas de “berries” e representadas pela uva, mirtilo, morango, framboesa, gro-
selha, dentre outras) por conterem grande quantidade de polifendis. Devido ao
seu grande tamanho, os flavanoides (derivados dos polifendis) s&o pouco absor-
vidos no intestino delgado (<10%). No ileo e colon, estas substancias interagem
com o microbioma resultando em uma extensa quantidade de metabdlitos fené-
licos absorviveis'3. Embora estas substancias sejam mais estudadas devido a
capacidade de neuromodulacéao e estar associada a reducédo de doengas neuro-
degenerativas, a nivel intestinal, seus metabdlitos parecem promover aumento
da espécie Akkermansia muciniphila (associada ao aumento da integridade da
barreira intestinal e a redugéo da inflamacgao intestinal), redugcao de niveis de IL-
4 e IL-5, e ao bloqueio de da via de ativagdo NF-xB163-166

O consumo regular de frutas parece se correlacionar com o aumento do
filo Bacteroidete, das familias Ruminococcaceae, Lactobacillaceae, dos géneros
Bifidobacteria, Enterococcus, Lactobacillus, Roseburia e da espécie Akkerman-
sia muciniphila'®®. O grupo estudado apresentou aumento numérico da familia
Ruminococcaceae e redugao nao significante da familia Lactobacillaceae. Nao
observamos oscilagdes significantes entre os géneros acima citados e notamos
uma baixa abundéncia da espécie Akkermansia muciniphila, indetectavel na pri-

meira avaliagdo com aumento nominal na avaliagao final.
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7.5.3 Verduras (folhosos)

Dentre os alimentos de origem vegetal, as verduras foram o unico grupo
com redugdo de consumo entre o habitual e o quarto més de terapia biologica.
Embora ndo tenha sido uma redugéao significante, & importante considerar que
mesmo antes dos sintomas das DIl, o consumo de folhosos ja se apresentava
muito abaixo do recomendado. Provavelmente, por ser um grupo alimentar rico
em fibras insoluveis, capazes de acelerar o transito intestinal, e que sao frequen-
temente associadas a sintomas de dor e distensdo abdominal, ocorreu a reducao
do consumo pela autopercepgao da relagdo sintomas versus ingestéo de folho-
sos pelos pacientes'67:168

A celulose € o principal componente estrutural das paredes celulares ve-
getais. Embora as fibras insoluveis tenham menor importancia na produgéo me-
tabolica, alguns microrganismos como Bacteroides, Clostridium, Fibrobacter e
Ruminococcus, metabolizam succinato e alguns AGCC, predominantemente o
acetato’67-16%, Especialmente nas DII, o succinato esta relacionado a inflamagéo
da mucosa, podendo explicar mais um motivo da piora sintomatica dos pacientes
ao consumir esta fonte de fibra'®”. A espécie Fibrobacter nao foi identificada nas
amostras. Os géneros Bacteroides, Clostridium e Ruminococcus mantiveram-se

estaveis nas avaliagdes.
7.5.4 Legumes

Os legumes e tubérculos foram a fonte alimentar vegetal de menor con-
sumo. Interessantemente sio fontes de fibras de baixa associagao com sintomas
como aceleragdo do transito intestinal ou sintomas suboclusivos?®8. Isto ocorre
por muitas representantes terem alto teor de fibras soluveis e baixo teor de fibras
insoluveis, especialmente a celulose'®. Legumes e tubérculos correspondem a
varios grupos alimentares como frutos (ex: abobora, beringela, chuchu), raizes
(ex: beterraba, cenoura, mandioca) e tubérculos (batatas)!7%171.

Este grande grupo alimentar comp&e a maior parte da Dieta Mediterranea,
junto a derivados do leite, proteina do peixe, azeite de oliva e vinho tinto seco. O
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consumo regular deste grupo alimentar aumenta a abundancia de Faecalibacte-
rium prausnitzii e Roseburia e reduz a presenca de Ruminococcus gnavus, Col-
linsella aerofaciens e Ruminococcus torques'?2,

No relacdo entre as DIl e a dieta Mediterranea ja podemos ter afirmagoes
em trés situagdes: (1) a capacidade de prevenir as DIl reduzindo a calprotectina
fecal (CPF), aumentando a diversidade microbiota e a produ¢cdo de AGCC em
parentes de primeiro grau de portadores de DII; (II) o impacto positivo sobre as
DIl reduzindo a atividade de doenca e os marcadores de atividade inflamatéria e
mantendo baixos niveis de CPF na DIl quiescente; (lll) beneficios sistémicos ao
portador de DIl como aumento da qualidade de vida, redugcdo da gordura visce-
ral, aumento do HDL colesterol, da diversidade microbiana e consequentemente
do fornecimento energético e de metabdlitos ativos protetores oriundos dos
AGCC'2, Recentemente, a Associagdo Americana de Gastroenterologia publi-
cou uma série de recomendagdes sobre nutricdo e DIl e de forma geral, a dieta
Mediterranea foi a unica identificada, na metodologia da revisdo, como capaz de
exercer beneficios aos portadores de DI, salvo em situagcbes especiais como
multiplas estenoses, amplas ressecgdes intestinais, dentre outras'68,

O consumo médio de legumes aumentou de forma significante na se-
gunda avaliacdo mas apesar do aumento, permaneceu sete vezes abaixo das
recomendagdes de consumo semanal para este grupo alimentar'®. Quanto as
principais bactérias que respondem ao consumo destes alimentos notamos um
aumento numérico nas medianas de Faecalibacterium prausnitzii e Roseburia, 0
que coincide com os achados literarios, mas também notamos aumento n&o sig-
nificante das espécies Ruminococcus gnavus e Ruminococcus torques. Estas
espéecies estdo correlacionadas a doengas autoimunes, imunomediadas e trans-
tornos psiquicos como a tireoidite de Hashimoto, as DIl e o autismo, respectiva-

mente173’174.
7.5.5 Carnes processadas

Nao existe recomendacéo para o consumo de carnes processadas, de-
vendo seu consumo ser recreativo e menor que uma porgao semanal®!. Durante

a primeira avaliagdo, o consumo meédio deste grupo alimentar era de seis por-
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¢bes semanais, e embora nao tenha se mostrado significante, ocorreu impor-
tante reducdo do consumo apds os primeiros quatro meses de avaliagao, atin-
gindo a média de uma por¢ado semanal. As carnes processadas sao ricas em
compostos nitrosos utilizados principalmente como conservantes e estas subs-
tancias sdo sabidamente cancerigenas'’>. Apesar dos efeitos nocivos deste
grupo alimentar, ainda nao existem evidéncias que corroborem que 0 consumo
de carnes processadas modifica a microbiota intestinal diferentemente de carnes
in natura'’®. Alguns estudos experimentais em ratos apontam que a adigio de
substancias probidticas a carne processada podem aumentar a abundancia de
bactérias fermentadoras de AGCC porém n&o reduzem a elevagao da abundan-
cia de bactérias relacionadas ao consumo de proteinas (que serdo abordadas

separadamente)'?7178,

7.5.6 Doces (agucares e doces processados)

Acucares oriundos de doces devem ser consumidos esporadicamente,
nao sendo uma necessidade fisioldgica. O agucar tem 5-10 vezes mais calorias
por grama que a maioria das frutas®!. A média do consumo de doces da coorte
foi de 4,8 porgbes semanais com redugédo significante na segunda avaliagéo para
3,5 porgdes semanais, porém esta analise se prejudicou devido a grande varia-
¢ao de consumo entre os integrantes da pesquisa. A mediana de consumo para
ambas as avaliagbes foi igual.

Poucos estudos em humanos avaliaram o alto consumo de agucares e
doces processados enquanto pesquisas experimentais, especialmente em ratos,
apontam que existe uma espécie de ciclo entre consumo de agucares, estimulo
microbiano e estimulo ao consumo destes carboidratos simples. Tais estudos
apontam para este ciclo uma das causas da obesidade, mas o0 mecanismo me-
taboldmico deste eixo intestino-cérebro ainda ndo é bem compreendido'?®. A es-
cassez de estudos sobre agucares e microbiota intestinal se da pelo fato de que
quase todo os agucares serdo absorvidos no intestino delgado, com pouca ou
nenhuma participacdo destes alimentos na metabolizagdo da microbiota col6-
nica, com excecao de situacdbes como as intolerancias as dissacaridases por

exemplo'®. A maior concentragéo de estudos envolvendo microbiota e aglicares
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se refere a alta ingestao de frutose, especialmente via sucos de frutas, que esta
associada a sindrome metabdlica (com destaque para obesidade central e este-
atose hepatica)'®'. Este estudo ndo forneceu dados que permitissem a avaliagédo
segmentada dos principais agucares: glicose, frutose e lactose.

7.5.7 Ultraprocessados

Com a produgéo alimentar em larga escala, a subdivisdo dos alimentos
de acordo com o perfil nutricional passou a ser acompanhada por uma segunda
classificagao, referente ao grau de processamento. Dentre varias classificagdes,
a NOVA é a mais citada que subdivide os alimentos em quatro categorias: ali-
mentos nao processados ou minimamente processados, ingredientes culinarios
processados, alimentos processados e alimentos ultraprocessados (AUP). Os
alimentos com alto grau de processamento, independente da nomenclatura (ul-
traprocessados, super processados etc.) podem ser prejudiciais a satide82-184,
Os ultraprocessados ja correspondem a metade dos alimentos consumidos pe-
las familias de paises desenvolvidos e, no Brasil e outros paises latinos, corres-
pondem a 1/5 - 1/3 das refei¢gbes'®. Esta afirmacdo coincide com os achados
deste estudo que apontam uma frequéncia baixa (e ideal) de consumo de AUP,
porém é preciso considerar que foi definido ao paciente como AUP aqueles en-
latados, empacotados ou encaixotados prontos para o consumo, permitindo que
alimentos como adogantes, temperos e formulagdes nao fossem avaliados.

Dentre o conteudo dos alimentos ultraprocessados estdo os adogantes
artificiais. Uma recente pesquisa realizada na populagéo norte americana com
DIl apontou que os pacientes com habitos alimentares mais saudaveis consu-
miam adogantes artificiais ao invés de agucar, sugerindo que os pacientes con-
sideravam os adocantes artificiais saudaveis ou tinham preferéncias por sabores
e produtos adogados artificialmente'8S,

Os alimentos ultraprocessados sao formulagées com grande parte de in-
gredientes uso industrial. Varios processos seguirdo até o produto (dai “ultrapro-
cessados”). Citaremos alguns processos de preparagéo’®2:
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i.  Fracionamento de alimentos integrais em substancias que incluem
agucares, 6leos e gorduras, proteinas, amidos e fibras, frequente-
mente obtidas a partir de alimentos vegetais de alto rendimento ou
da trituragdo ou moagem de carcagas de animais.

ii.  Algumas substancias sdo submetidas hidrolise, hidrogenagéo, ou
outras modificagdes quimicas.

iii.  Montagem do alimento: técnicas industriais como extrusao, molda-
gem e pre-fritura.

iv. Cores, aromatizantes, emulsionantes e outros aditivos sdo fre-
quentemente adicionados para tornar o produto palatavel ou hiper-
palatavel.

v. Aditivos que prolongam a duragéo do produto, protegem as propri-
edades originais e evitam a proliferagdo de microrganismos podem
ser utilizados tanto em alimentos processados como ultraproces-
sados.

vi.  Substancias alimentares de nenhum ou raro uso culinario incluem
agucares (frutose, xarope de milho rico em frutose, concentrados
de suco de frutas, maltodextrina, dextrose, lactose), 6leos modifi-
cados (6leos hidrogenados ou esterificados), fontes de proteinas
(proteinas hidrolisadas, proteina isolada de soja, gluten, caseina,
proteina de soro de leite), aromatizantes, intensificadores de sabor,
corantes, emulsificantes, adogantes, espessantes e agentes anti-
espumantes, agentes espumantes, gelificantes etc.

Aditivos alimentares demonstram interferir diretamente sobre a camada
de muco, essencial para a homeostase intestinal. A maltodextrina (polissacari-
deo utilizado como espessante) vem demonstrando ser capaz de interferir na
capacidade de producdo de muco pelas células caliciformes, especialmente da
proteina mucina-2 (uma barreira quimica que impede a adesédo bacteriana), re-
duzindo a capacidade da camada de muco de isolar os colondcitos do contato
direto com a microbiota®s.

As nanoparticulas de prata e titanio utilizadas amplamente como corantes
e antimicrobianos sé&o capazes de alterar a composi¢cdo microbiana além de re-

duzir a produgéo de mucinas neutras e acidas desde o ileo terminal até o reto?.
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Emulsificantes e espessantes como a Carragena, a Carboximetilcelulose
e o Polissorbato-80 interagem diretamente com a microbiota e s&o capazes de
reduzir a producdo de ACGC em 24 horas apos o consumo. Ocorre a alteragao
da composi¢ao microbiana com maior abundancia de bactérias pré-inflamaté-
rias. Um foco de atenc&o das investigagcdes sobre os danos dos aditivos alimen-
tares é a permeabilidade da mucosa. Tais substancias parecem alterar tanto a
permeabilidade transcelular quanto as jungées intercelulares®’.

Como ocorre um mecanismo de substituigdo de dietas com produtos
pouco ou nao processados para alimentos ultraprocessados, ocorre uma altera-
¢ao da composigao microbiana, reduzindo bactérias metabolizadoras especial-
mente de AGCC (que possuem as fibras como principal fonte energética, por
exemplo as classes Bifidobacterium, Clostridium (com destaque para Roseburia
e Eubacterium rectale) e Akkermansia muciniphila e aumento da abundancia de
germes nao comensais como a Salmonella e a Escherichia coli. O filo Bacteroi-
detes tende a reduzir sua abundancia perante o Firmicutes, por ndo ser capaz
de adaptar-se a uma dieta com baixo teor de fibras'®:18_De forma contraria, a
coorte estudada apresentava maior abundancia de Bacteroidetes que Firmicutes
na primeira avaliagao, sendo equiparadas apos o tratamento. Como os pacientes
nao tinham o habito de consumir alimentos ultraprocessados, este habito pode
justificar a discrepancia das alteragdes encontradas em outras populagdes, onde
a maioria dos estudos sao de paises com maior consumo de alimentos ultrapro-

cessados que o Brasil.

7.5.8 Gorduras animais e vegetais

Os acidos graxos sdo divididos em saturados (AGS), monoinsaturados e
poli-insaturados. Existe associagdo entre 0 aumento do consumo de AGS com
mediadores inflamatorios, podendo seus produtos metabdlicos desencadearem
liberacdo de interleucinas, interferon, TNF e aumentar os niveis de lipopolissa-
carideos séricos. A maioria das fontes de AGC provém de origem animal, como
banha de porco, embutidos, gordura da carne e do leite. Existem fontes vegetais

deste alimento, como o 6leo de coco'?%191_ O aumento do consumo de AGS esta
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associado ao aumento expressivo do filo Proteobacterias além de maior obser-
vacao de bactérias que povoam a pele e a cavidade oral na microbiota intesti-
nal®2. Sdo exemplos de bactérias que aumentam com o consumo de AGS: Ty-
zzerella, Negativibacilus, Butyricimonas, Fusobacterium, Bifidobacterium, Intes-
tinibacter e Veillonella'?3,

Ainda que com um consumo de gordura subestimado pelo mecanismo da
pergunta (que n&o considerou o tipo de gordura das fontes proteicas) assim
como nao subdividiu as fontes de gordura animal e vegetal, observamos uma
alta frequéncia de consumo de alimentos gordurosos, quatro vezes acima do
recomendado, porém com redu¢édo do consumo apés o inicio da terapia. A coorte
apresentou grande abundancia das Proteobacterias no inicio do estudo com sig-
nificante reducdo apds os quatro meses de terapia. Nao se observou alteracao
entre a abundéncia de Butyricimonas, Fusobacterium, Bifidobacterium, Intestini-

bacter e Veillonella nos dois tempso de estudo.

7.5.9 Fontes proteicas

A carne vermelha (bovina e suina) foi a maior fonte de proteina animal
variando entre alimentos preparados com carne in natura (este com maioria), e
alimentos com carne processada. A Organizagao Mundial de Saude recomenda
contra o alto consumo de carnes, especialmente a carne vermelha pois o0 seu
aquecimento para preparo resulta em compostos quimicos nocivos. A Agéncia
Internacional de Investigagcdo sobre o Céncer qualifica a carne vermelha como
provavelmente cancerigena para humanos (Grupo 2A) enquanto classifica as
carnes processadas como cancerigenas aos seres humanos (Grupo 1)'%4. Ape-
sar disso a carne é uma fonte de proteina de alta qualidade com grande quanti-
dade de nutrientes essenciais como ferro, zinco e vitamina B12. Seu consumo
em moderada quantidade parece afetar positivamente a microbiota intestinal,
elevando por exemplo a abundancia do género Lactobacillus'®.

Ha uma ténue separacéo (ainda ndo completamente esclarecida) entre a
quantidade ideal de consumo de carne vermelha e a quantidade promotora de

efeitos deletérios. Tais efeitos ocorrem pelos metabdlitos bacterianos, porém nao
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pela sua presenga (que é essencial) mas pela quantidade. A maioria das protei-
nas dietéticas em nossas refeicbes sdo hidrolisadas em aminoacidos ou pepti-
deos pelas proteases e peptidases. Existe metabolizacdo bacteriana destas
substancias desde o intestino delgado, mas com maior concentragao no coélon,
especialmente em suas porgdes distais. Como produtos da metabolizagao estao
principalmente os AGCC, amdnia, indol, fenol, poliamina e sulfeto de hidrogé-
nio’®5. Em condigdes elevadas, fenois e indois sdo considerados carcinogénicos
e as poliaminas, utilizadas no crescimento e proliferacao de bactérias no cdlon,
passam a ser utilizadas por células cancerigenas para manter sua mitose conti-
nua196—198_

O alto consumo de carnes esta associado ao aumento da abundancia dos
géneros Bifidobacterium, Clostridia, Bacteroides e Lactobacillus®. Notamos
uma redugdo significante da média de consumo de carne bovina. Em relacao a
carne suina, o consumo se manteve estavel. Observamos aumento nao signifi-
cante da abundancia do género Bifidobacterium e da familia Bacteroidaceae,
estabilidade no género Clostridia e redugcdo do Género Lactobacillus.

Sem que ocorresse nenhum tipo de recomendagao formal por parte da
equipe de atendimento, ocorreu maior consumo de fontes proteicas de baixo teor
de gordura como peixe (com aumento significante) e ovo. Estas proteinas séo
associadas a maior facilidade de digestdo e melhor tolerancia durante surtos de
diarreia. Em relagdo ao consumo de peixes, sao fontes de acidos graxos poli-
insaturados, que estdo correlacionados ao aumento da abundéancia de Bifido-
bacteria, Lactobacillus, Clostridia coccoides, Enterobacteriaceae e Bacillus. Ob-
servamos um aumento nominal das Bifidobactérias e estabilidade na familia En-
terobacteriaceae. As demais bactérias ndo foram encontradas nesta avaliagao.

No Brasil o leite de vaca € um alimento culturalmente adicionado ao café
da manha e utilizado como ingrediente no preparo de alimentos. Por ser uma
otima fonte de proteinas, sais minerais e vitaminas, tem sido recomendado o
consumo de 7-14 porgdes semanais de fontes ndo ou minimamente processa-
das®!. A média do consumo de porgdes semanais de leite e tipos de queijo no
inicio do estudo era de trés por¢des cada um, reduzindo para 2,3 e 2,7 porcoes,

respectivamente, ao final do estudo. O consumo de leite e derivados esta dire-
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tamente relacionado a abundancia de espécies de Lactobacillus e Bifidobacte-
rias e a baixa ingestao destes nutrientes pode explicar a baixa abundéncia dos

géneros nas amostras’®.

7.6 Avaliagao da microbiota

Varios pacientes que finalizaram o estudo nao foram incluidos por dificul-
dade na extracdo do acido nucleico em suas amostras fecais. As dificuldades
técnicas neste tipo metodologia é uma ocorréncia frequente relatada em investi-
gagdes semelhantes?°°-293_ No cenario das DIl, a grande quantidade de agua ou
de produto consequente da inflamagao misturado as fezes pode ter aumentado
as taxas de insucesso da avaliagdo. Futuramente, em um segundo protocolo
para pesquisa, poderia ser comparado a avaliagao da microbiota de pacientes
com diarreia e uma nova avaliagdo dos mesmos pacientes, porém com maior
concentragcédo das fezes ocasionada pela inibicdo da secre¢do de agua com o
uso concomitante de racecadodrila, ou pelo aumento do tempo de transito col6-
nico com o uso de loperamida por exemplo204.205,

Nao foi avaliada a composi¢cao microbiana através de biopsias e isto pode
ter subestimado a abundéncia especialmente do filo Proteobacteria, que tem
maior capacidade de adesdo a mucosa?°¢-2%_ Apesar deste conhecimento ser
estabelecido, ndo existe uma metodologia validada para a avaliagdo em conjunto
dos dois tipos de amostras?°°.

Quanto a comparacao da microbiota da populacédo do estudo, a composi-
¢ao bacteriana prévia a terapia foi o comparador da avaliagédo microbiana poste-
rior a indugao terapéutica. Nao existe um comparador ideal, tampouco um valor
de referéncia. A comparacgao precisa da microbiota entre diferentes populacdes
ou individuos apresenta desafios metodologicos e conceituais. A busca por um
"comparador ideal" permanece elusiva, exigindo abordagens inovadoras e a
compreensao das limitagcdes inerentes a cada método. Ainda que a comparagao
entre individuos que residem juntos ou compartilhem habitos seja questionada,
cada individuo possui uma microbiota unica, moldada por fatores genéticos e

ambientais ao longo da vida2°®-2'5, Na auséncia de um comparador ideal, a com-
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paracao da microbiota intestinal de populagdes estudadas com populag¢des sau-
daveis se torna uma alternativa pragmatica. Essa abordagem permite identificar
diferengas entre grupos e explorar possiveis associagdes com fatores de saude

e doenca?133.216.217

7.6.1 Avaliacdo da microbiota: Filos

A maioria dos estudos que apontam as oscilagdes da abundancia dos filos
da DIl provém de outras populagdes. Diferentemente da literatura, que aponta
maior abundancia do filo Firmicutes em relacdo as Bacteroidetes, este estudo
demonstrou maior abundancia das Bacteroidetes na primeira avaliagcéo e corro-
bora com dados de avaliagdo da composi¢céo bacteriana na populagdo brasi-
leira?!”. Apds quatro meses, considerando que a maioria dos pacientes ja se en-
contravam em remissao clinica e endoscépica da DC, ocorreu um aumento do
filo Firmicutes, atingindo niveis semelhantes ao apontado como comum na po-
pulagdo mundial e brasileira?'”. Um habito diferencial que poderia justificar a dis-
cordancia entre a populagao brasileira e outros estudos € que a redugao das
Bacteroidetes € sempre associada a auséncia ou muito baixa ingestdo de fontes
metabdlicas para este filo (como as fibras, GOS, FOS, leite e seus derivados).
Embora o consumo destes alimentos ainda nao tenha sido adequado, a maioria
dos pacientes consumia-os todas as semanas e os estudos apontam que ha uma
diferenca alimentar entre os paises socioeconomicamente evoluidos e aqueles
em evolugdo, ao qual se enquadra o Brasil'®-191. O tamanho amostral reduzido
pode ter refletido na relevancia estatistica do notavel incremento da populagao
de Firmicutes durante a segunda avaliagdo da composi¢gao microbiana.

A abundancia elevada das Proteobacterias se mostrou preocupante e
concordante com os dados literarios que demonstrou ocorrer um aumento da
populacdo deste filo tanto relacionado a atividade inflamatoria quanto relacio-
nado as complicagdes??6-208221  Apos o periodo de 4 meses observou-se a re-
ducéo significante da abundéncia deste filo sem que tivesse ocorrido nenhuma
intervencao nutricional ou adequacgao dos componentes alimentares dentro das

recomendacgdes 193, Como a maioria dos pacientes apresentou resposta tera-
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péutica adequada, podemos sugerir que a reducéo da atividade inflamatéria in-
testinal foi inversamente relacionada a abundéancia da colonizagao pelo filo Pro-
teobacterias, e que apesar das espécies deste filo aumentarem o contato com a
mucosa e retroalimentarem o processo inflamatorio, este ndo parece ser um me-
canismo independente, necessitando de um processo inflamatorio prévio??’. O
aumento de Proteobacterias na microbiota intestinal reflete uma instabilidade da
comunidade bacteriana local, modificagao do status simbidtico deste filo e maior
interacdo e acao do sistema imune sobre a mucosa, tanto na auséncia de doen-

cas quanto nas doencas inflamatdrias intestinais e desordens metabdlicas??.

7.6.2 Avaliacdo da microbiota: Familias e Espécies

Apesar de termos avaliados pouco mais de 300 espécies bacterianas e
observamos um aumento nominal do numero de espécies da avaliacdo dos pa-
cientes tratados em comparag¢ao ao periodo prévio ao tratamento, este aumento
nao foi significante, mantendo a alfa diversidade estavel. E valido destacar que
temos conhecimento de cerca de 1000 espécies colonizadoras do tubo digestivo
que podem ser identificadas nas analises fecais, desta forma observamos a pe-
quena diversidade da comunidade bacteriana da coorte e constatamos a po-
breza de espécies*?437497 Podemos observar que apesar da aparente regres-
sao dos filos a quantidades equiparaveis a populacédo saudavel, ndo observamos
aumento significante nas principais espécies metabolizadoras de AGCC ou me-
tabolizadoras de FOS e GOS. Mais importante, ndo observamos alteracdo na
alfa diversidade, apontando que apesar da reducao de inflamacéao e da alteracao
da composigao dos filos, os pacientes mantiveram pobreza na diversidade das
espécies naquele ecossistema. A figura 7 representa a modificagdo ampla da
composi¢cao microbiana entre os periodos de avaliagao (representadas pelos fi-
los) e a manutencdo da baixa diversidade de espécies apesar da redugao da
atividade inflamatoria (representada pela alfa diversidade).

Diversos mecanismos podem contribuir para a reducédo da alfa diversi-
dade da populacédo bacteriana intestinal na DC. Os préprios mecanismos infla-

matoérios da doencga, especialmente pela ativacdo descontrolada da resposta
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imune adaptativa (como o aumento da populagao de células T efetoras que se-
cretam citocinas como o Interferon Gama e a Interleucina 17, e a reducéo das
células T reguladoras)????23, e também pela agdo imune inata (como a ativagéo
excessiva dos receptores Toll-like, que sao proteinas de reconhecimento de pa-
drées moleculares que reconhecem antigenos bacterianos, e a disfungéo de cé-
lulas dendriticas que apresentam antigenos bacterianos de forma aberrante aos
linfécitos) proporcionam significativas mudangas da microbiota comensal??3-224,

Um mecanismo chave na deflagragdo do processo inflamatorio é a redu-
¢ado da camada de muco e do fornecimento de acidos graxos de cadeia curta as
células do epitélio intestinal®®. Nao realizamos a avaliagdo metabolémica, que
poderia apresentar respostas sobre a correlagao entre a baixa producao destes
metabolitos e a atividade inflamatéria ou composigdo bacteriana?®!. A mucosa
intestinal atua como barreira fisica e imunolégica, protegendo o organismo de
patogenos e toxinas e, consequentemente, protegendo a comunidade microbi-
ana de uma resposta inflamatoria??®. Um processo de disbiose inicial, por exem-
plo, ocasionado pela redug¢ao do consumo de fibras, poderia induzir o aumento
de espécies que sobreviveriam através da utilizagdo do muco como carboidratos,
como € o caso do Filo Proteobacterias, proporcionando um aumento da beta-
diversidade e redugéo da alfa-diversidade®® '8, QOutros fatores como a dieta rica
em agucares e gorduras, o tabagismo e o estresse também s&o relatados como
capazes de induzir a redugdo da diversidade microbiana'47-226,

A restauracido da diversidade microbiana em portadores de Doencga de
Crohn ainda € um desafio'3¢. A modificagdo de exposi¢cdes ambientais associada
a reducao do processo inflamatorio desempenham papeis cruciais neste pro-
cess0128.222225226 Dentre os expositores ambientais destaca-se a dieta capaz de
fornecer probiodticos que induzem a colonizagdo por uma microbiota comensal
atuante no homeostasia intestinal**°5. O consumo regular de probiéticos ou sim-
bidticos (formulagbes com pré e probioticos) vem sendo estudado porém com
poucas evidéncias de ocasionar beneficios seja na atividade da Doenga de

Crohn, seja na composigdo microbiana intestinal??4.
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8. Fragilidades do estudo

Embora existam classificacdes validadas sobre o tipo de dieta e as doen-
cas inflamatdrias, este estudo optou pela avaliagdo do habito alimentar por relato
dos pacientes em relagao aos grandes grupos alimentares. Apesar da existéncia
de validacéo de dietas inflamatorias, ainda ndo existe um padrao ideal de dieta
para portadores de DIl, sendo a Dieta Mediterranea a mais comumente indi-
cada'®. Nao conseguimos avaliar a quantidade de gordura em alimentos, o tipo
de dleo utilizado nem a quantidade de outras fontes de agucar (leite e frutas)??’.

Uma avaliacdo metabolédmica poderia fornecer melhores informacgdes da
relagao entre a dieta e o microbioma.

Foram coletadas somente amostras de fezes para a avaliagido da compo-
sicdo da microbiota. Sabe-se que os achados da composi¢cao de cada amostra
sao diferentes, a exemplo do filo Protobacterias que estdo em maior abundancia
nas amostras histolégicas (biépsias da mucosa intestinal) que nas analises fe-
cais??!.

O estudo néo realizou avaliagdes de individuos saudaveis que vivem no
mesmo lar dos participantes, impossibilitando a realizacido de comparacdes com
saudaveis, pois ndo ha valores de referéncia para a composicdo microbiana.
Apesar disso existe consenso que a composi¢gao do microbioma em individuos
saudaveis tende a ser semelhante entre populagdes de habitos semelhantes.
Comparacgdes com bancos preexistentes podem reduzir os custos das analises
e proporcionar investimento em outras areas da pesquisa, como a avaliacdo me-

tabolémica.
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9. Conclusoes

A terapia com Infliximabe e Azatioprina alterou a composicado dos filos,
mas ndo a alfa diversidade.

Nao se observou diferengas na composicdo microbiana com relagédo a
resposta clinica, resposta endoscoépica e diferengas nos habitos de vida.

Conclui-se um estudo piloto com técnica realizada na Universidade Esta-
dual de Campinas para a avaliagcdo da composicao bacteriana em adultos por-
tadores de Doenca de Crohn. Estabeleceu-se o protocolo para a analise da
composi¢cao das bactérias intestinais em portadores de Doencgas Inflamatérias

Intestinais.
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11. Anexos

11.1 Anexo 1: Termo De Consentimento Livre e Esclarecido

Estudo longitudinal da microbiota intestinal em portadores de Doencga
de Crohn lleocolénica e Colbnica apds a introducédo da terapia com
Anti-Fator de Necrose Tumoral e correlagdo com as caracteristicas

clinicas e fenétipos da doenca.

Dr. Marcello Imbrizi Rabello, Dra. Daniela Oliveira Magro, Dr. Mario José Abdala
Saad, Dr. Claudio Saddy Rodrigues Coy

Numero do CAAE: 50831615.1.0000.5404

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa.

Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa
assegurar seus direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera
ficar com vocé e outra com o pesquisador. Por favor, leia com atengao e calma, apro-
veitando para esclarecer suas duvidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois
de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com um dos pesquisadores. Se preferir, pode
levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de
decidir participar.

N&o havera nenhum tipo de penalizagéo ou prejuizo se vocé nao aceitar partici-

par ou retirar sua autorizacdo em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

Estamos estudando as doencas inflamatérias intestinais: Doenca de
Crohn.
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Este estudo sera desenvolvido no Ambulatério de Coloproctologia do Gas-
trocentro da UNICAMP, e seu objetivo é analisar a sua flora intestinal e as inte-
racdes com seu tratamento e manifestagcdes clinicas da Doenca de Crohn.

A escolha da medicagao ou a necessidade de qualquer modificacdo na
terapia ndo serdo afetadas caso vocé esteja participando do estudo.

O objetivo deste estudo € avaliar a microbiota intestinal nos pacientes com
Doencga de Crohn, pesquisar se existe diferencas na flora intestinal de acordo
com os sintomas e a apresentacgao clinica da doenca e verificar se apods o trata-
mento a flora bacteriana sera modificada.

Procedimentos:

Com a participagao neste estudo vocé ira ser observado e realizara exa-
mes para a avaliagdo da atividade da doenga (exames de sangue e de fezes
capazes de identificar se a sua doenca esta ativa ou se esta melhorando con-
forme o tratamento), composicéo da flora intestinal (exame de fezes que vaiiden-
tificar alguns tipos de bactérias que vivem dentro do seu intestino), monitorizagéo
dos exames de sangue que avaliam inflamacgao, deficiéncias nutricionais, efeitos
colaterais relacionados a medicacdo que foi prescrita para o seu tratamento e
quantidade desta medicagé&o circulante no seu sangue.

Todos os exames serédo realizados gratuitamente. Os exames de calpro-
tectina fecal, a dosagem do nivel sérico da medicagao anti-TNF (medicag&o que
foi prescrita para seu tratamento, seja Infliximabe ou Adalimumabe) e a avaliagédo
da composi¢cao microbiana serdo custeados pela pesquisa. Todos os demais
exames serdo custeados pelo Sistema Unico de Salde.

Os pesquisadores acessarao os dados contidos em seu prontuario, avali-
ando o perfil de sua doenga, os exames ja realizados e os tratamentos ja empre-

gados, sejam eles medicamentosos ou cirurgicos.

Num periodo de 12 meses vocé realizara os seguintes exames:

Exames que sdo realizados na rotina do seu tratamento, independente-

mente do estudo, e serdo avaliados na pesquisa:
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e 2 colonoscopias com bidpsias intestinais (uma antes de iniciar a terapia
e outra ao fim de 12 meses de terapia. Estes exames sao rotineiramente
solicitados para indicar o inicio da medicagao e posteriormente, avaliar
se a medicagao apresentou resultado).

e 2 Ressonancias Nucleares Magnéticas ou Tomografias Computadoriza-
das (este exame sera realizado somente se vocé tiver Doenga de Crohn

que acometa o intestino delgado, a critério dos médicos do ambulatério).

Exames que serao realizados para a pesquisa, e poderéao ser utiliza-
dos na rotina do seu tratamento, caso sejam necessarios:

e 3 coletas de fezes para avaliagao da composi¢gao microbiana e dosagem
da calprotectina.

e 4 coletas de sangue.

Ao participar deste estudo vocé devera conceder amostras de fezes, co-
letadas em sua propria casa e posteriormente entregues ao laboratério no prazo
maximo de 24 horas. As fezes serao utilizadas para extracao de DNA bacteriano
para a determinagédo da composigao da flora intestinal além da dosagem da cal-
protectina fecal.

Todas as colonoscopias serao realizadas no Gastrocentro e seguem a
rotina do servigo com orientagdes pela equipe de enfermagem sobre o exame e
complicagdes. O preparo é feito com Manitol a 10% que sera fornecido pelo Gas-
trocentro. Espera-se que ao final do mesmo vocé apresente evacuacgdes liquidas
de cor amarelo claro. Os exames serao realizados com horario pré-definido, no
periodo da manh& ou tarde. Na eventualidade de ocorrerem sintomas como dor
abdominal (cdlica, nauseas ou vomitos), vocé sera medicado no Gastrocentro
sob a orientagdo do médico que realizara a colonoscopia e do pesquisador res-
ponsavel Dr. Marcello Imbrizi Rabello.

Os exames de Ressonancia Nuclear Magnética serdo realizados no Hos-
pital de Clinicas e seguem a rotina do servigo com orientagdes pela equipe de
enfermagem sobre o exame e complicagdes. Antes de iniciar o exame sera rea-
lizada a ingestdo com solugéo de polietilenoglicol para a distenséo do intestino.

Ao final do exame vocé podera sentir vontade de evacuar pois esta medicagcao
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tem atividade laxativa. Vocé recebera contraste via intravenosa a base de gado-
lineo. Caso exista alguma contraindicagao a realizagdo da Ressonancia, vocé
podera realizar a Tomografia Computadorizada, que segue os mesmos padrodes,
porém o contraste intravenoso € a base de lodo.

Na primeira avaliagao vocé sera questionado sobre seus habitos de vida,
como alimentagao, tabagismo e pratica de atividade fisica. Este questionario po-

dera ser respondido em aproximadamente cinco minutos.

Desconfortos e riscos:

Caso vocé participe do estudo, algumas questdes precisam ser esclareci-
das.

Nao iremos interferir na indicagdo das medicag¢des do tratamento da Do-
enca de Crohn. Apds o final da pesquisa vocé continuara sendo acompanhado
pela equipe do ambulatério de Doencas Inflamatérias Intestinais normalmente,
sem nenhum 6nus.

Caso haja necessidade de consultas adicionais, fora da sua rotina habitual
de tratamento, vocé sera ressarcido dos gastos necessarios para tal.

Ao participar desta pesquisa vocé sera submetido a exames comuns ao
acompanhamento da Doenca de Crohn, incluindo colonoscopias, coleta de san-
gue e fezes para exames laboratoriais, além da coleta de fezes para estudo.
Estes exames ja fazem parte de sua rotina de acompanhamento, portanto es-
pera-se que o desconforto ocasionado seja pequeno.

Os riscos relacionados a colonoscopia estdo associados as complicagdes
técnicas, incluindo a ocorréncia de perfuragdo intestinal e sangramento, além de
disturbios hidroeletroliticos oriundos do preparo intestinal e a complicagdes de-
correntes da sedacao.

Os riscos relacionados a Ressonancia Nuclear Magnética ou Tomografia
Computadorizada sao relacionados aos meios de contraste, podendo ocorrer di-
arreia, alteragao da fungao renal ou reagdes alérgicas (hipersensibilidade).

As amostras de fezes, tanto para exames laboratoriais quanto para ana-
lise de microbiota, poderao ser coletadas em casa, e a seguir entregues no am-

bulatério, gerando assim o minimo desconforto.
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As amostras de sangue para exames laboratoriais serao colhidas na ro-
tina habitual de seu acompanhamento no ambulatério. Em relagdo aos ricos e
desconfortos para a coleta de sangue pode ocorrer dor no local da pungéo, he-
matoma (mancha roxa), flebite (inflamag&o no braco).

Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o
pesquisadore, Dr. Marcello Imbrizi Rabello, por telefone, SMS ou mensagem de What-
SApp pelo numero (19)998792736. Também poderéo ser contactados em horario co-
mercial pelo telefone (19)35218540 ou por e-mail: marcelloimbrizi@gmail.com e ou
no proprio ambulatério de Coloproctologia do Gastrocentro da UNICAMP, situado na

Rua Carlos Chagas, 480 piso térreo.

Beneficios:

Os beneficios serdo contribuir com informagdes que irdo ajudar no trata-
mento e no entendimento da Doencga de Crohn.
Acompanhamento e assisténcia:

Os pacientes participantes da pesquisa receberdao assisténcia idéntica
aos que nao estao participando.

Durante o periodo de estudo os participantes serdo acompanhados atra-
vés de consultas presenciais trimestrais, e apos o término deste ou em caso de
sua interrupcéao, retornarao a rotina de acompanhamento habitual no ambulaté-
rio, sem distingdo em relagado aos que nao participaram.

Diante de eventuais danos, direta ou indiretamente relacionados a pes-
quisa, imediatos ou tardios, vocé tera direito ao acompanhamento e assisténcia
integral, de forma gratuita, pelo tempo que for necessario.

Durante as consultas de acompanhamento vocé sera avaliado, e podera
ser conduzido para intervengdes necessarias a melhor condug¢ao do seu caso,
incluindo acompanhamento médico em outras especialidades, acompanha-
mento nutricional ou psicologico, sem distingdo em relagdo aos pacientes que
nao participaram.

Vocé pode desistir de participar do estudo a qualquer momento, e essa
decisdo nao prejudicara seu atendimento meédico atual ou futuro na instituicdo

envolvida nesta pesquisa.
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Caso participe, vocé tera acesso garantido aos resultados da pesquisa.
Tera direito aos resultados de exames, sempre que solicitados.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e ne-
nhuma informagao sera dada a outras pessoas que nao fagcam parte da equipe
de pesquisadores.

Na divulgacéo dos resultados desse estudo, seu nome n&o sera citado.
Os dados de seu acompanhamento clinico ser&o obtidos a partir do seu prontu-
ario médico (pasta de atendimento), com a garantia de sigilo dos seus dados
pessoais.

As informacgdes obtidas no estudo serdo estritamente confidenciais, ga-
rantindo anonimato e privacidade da sua identidade, na apresentacao e\ou di-

vulgacao dos resultados.

Ressarcimento e Indenizagéo:

Nao havera nenhuma forma de reembolso financeiro, ja que a participa-
¢ao na pesquisa, nao tera nenhum gasto adicional.

A coleta de dados sera realizada durante a rotina de seu atendimento.
Caso ocorra a necessidade de sua presenca fora da rotina do ambulatorio, ha-
vera o ressarcimento das despesas decorrentes da participacdo na pesquisa,
tais como transporte e alimentagao, tanto para o participante quanto para seu
acompanhante, quando for necessario.

Os participantes tém direito a indenizacéo diante de eventuais danos de-
correntes da pesquisa, desde que o mesmo se comprove e seja assim definido
de forma legal.

Em caso de denuncias ou reclamacodes sobre sua participacao e sobre questdes
éticas do estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da UNICAMP das 08:30h as 11:30hs e das 13:00h as 17:00h na
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19)
3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br.
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Armazenamento de Material

Participando desta pesquisa vocé fornecera amostras de fezes para es-
tudo, e o DNA dessas fezes sera armazenado em um Biorrepositorio, € apds o
término da pesquisa poderao ser mantidas por até 10 anos, podendo ou nao ser
utilizadas em novos estudos.

A guarda e a autorizagao do uso do referido material estara sob a respon-
sabilidade exclusiva do Prof. Dr. Claudio Saddy Rodrigues Coy (matricula
272906), Docente do Departamento de Cirurgia da FCM-UNICAMP.

Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado sera sub-
metida para aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e, quando for o
caso, da Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o arma-
zenamento do meu material biologico, devendo o mesmo ser descartado ao final
desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento
do meu material biolégico, sendo necessario meu consentimento a cada nova
pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela
CONEP.

Em caso de falecimento ou condicao incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverao ser dados a:

(indicar o nome de uma pes-

soa a ser contatada).

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP):

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as
pesquisas envolvendo seres humanos.

A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por objetivo
desenvolver a regulamentacédo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos
na pesquisa. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités de Etica
em Pesquisa (CEPs) das instituicbes, além de assumir a fungdo de 6rgao con-

sultor na area de ética em pesquisas.
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Consentimento livre e esclarecido:

Ap0s ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
meétodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa
acarretar, aceito participar e declaro estar recebendo uma via original deste do-
cumento assinada pelo pesquisador e por mim, tendo todas as folhas por nés
rubricadas:

Nome do (a) participante:

Contato telefénico:
E-mail (opcional):
Data: / /

(Assinatura do participante)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugao 466/2012 CNS/MS e comple-
mentares na elaboragao do protocolo e na obtengao deste Termo de Consenti-
mento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via
deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP
perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando pertinente. Com-
prometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusiva-
mente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consenti-

mento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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11.2 Anexo 2: Questionario Social e Alimentar:

Nome:

Numero Pesquisa: Data de Nascimento: I
Local de Nascimento: Cidade: Estado:
Cidade atual: Estado: _ Tempo (anos):
Profisséo: Escolaridade:

Escolaridade: Pai: Méae:

Sua casa tem rede de saneamento de esgoto? ( ) Sim ( ) Nao
Sua casa tem agua tratada? () Sim ( )Nao
Em sua casa tem animais de estimagao: ( ) Sim ( ) Nao

Quantas horas vocé dorme (em média):

Presenca de manifestacdes extraintestinais? Quais?

Tem alguma doenga crénica? Qual?

Uso de medicagdes? Qual?

Ja realizou alguma cirurgia? Qual?

Seus parentes de primeiro ou segundo grau tém Doenga de Crohn?

Vocé fuma ou ja fumou? ( ) Fumo ( ) Ja fumei ( ) Nao



(tempo que interrompeu em anos: )

Sobre sua alimentagéo:

Vocé come leguminosas (ex: feijao, grao de bico, lentilha)?
( )Sim () Nao
Frequéncia: ( ) <1 vez/sem( ) 1-2 vezes/sem ( )> 3 vezes/sem

Vocé como frutas? () Sim ( ) Nao

Frequéncia:
() <1vez/sem ( )1-2vezes/sem ( )> 3 vezes/sem
() 1xdia ( )>1/dia

Vocé como verduras? () Sim ( ) Nao

Frequéncia:
() <1vez/sem ( )1-2vezes/sem ( )> 3 vezes/sem
() 1xdia ( )>1/dia

Vocé come legumes e tubérculos (ex: cenoura, batata, beterraba) ?
( )Sim ( )Nao

Frequéncia:
() <1vez/sem ( )1-2vezes/sem ( )> 3 vezes/sem
() 1xdia ( )>1/dia

Vocé come frituras? () Sim( ) Nao

Frequéncia:
() <1vez/sem ( )1-2vezes/sem ( )> 3 vezes/sem
() 1xdia ( )>1/dia

Vocé come enlatados? () Sim ( ) Nao

Frequéncia:
() <1vez/sem ( )1-2vezes/sem ( )> 3 vezes/sem
() 1xdia ( )>1/dia

Vocé come defumados (presunto, mortadela, linguiga, etc.)? () Sim

Frequéncia:
() <1vez/sem ( )1-2vezes/sem ( )> 3 vezes/sem
() 1xdia ( )>1/dia

Vocé come doces? ( ) Sim ( ) Nao

Frequéncia:
() <1vez/sem ( )1-2vezes/sem ( )> 3 vezes/sem
() 1xdia ( )>1/dia

Vocé come carne bovina? () Sim ( ) Nao
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Frequéncia:
()<1vez/sem ( )1-2vezes/sem (
() 1xdia ( )>1/dia
Vocé come carne suina? ( ) Sim () Nao
Frequéncia:
()<1vez/sem ( )1-2vezes/sem (
() 1xdia ( )>1/dia
Vocé come carne de peixe? () Sim ( )Nao
Frequéncia:
()<1vez/sem ( )1-2vezes/sem (
() 1xdia ( )>1/dia
Vocé come carne de frango? ( ) Sim ( )Nao
Frequéncia:
()<1vez/sem ( )1-2vezes/sem (
() 1xdia ( )>1/dia
Vocé ingere leite e derivados? () Sim ( )Nao
Frequéncia:
()<1vez/sem ( )1-2vezes/sem (
() 1xdia ( )>1/dia

Sobre atividade fisica:

Vocé pratica atividade fisica aerébica? ( ) Sim  (
Frequéncia:
()<1vez/sem ( )1-2vezes/sem (
() 1xdia ( )>1/dia
Peso Usual:
Peso Atual:

Altura:

) > 3 vezes/sem

) > 3 vezes/sem

) > 3 vezes/sem

) > 3 vezes/sem

) > 3 vezes/sem

) Nao

) > 3 vezes/sem
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11.3 Anexo 3: Acesse o codigo QR para visualizar as familias

e/ou ordens.

https://grco.de/beqpel
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11.4 Anexo 4: Acesse o coédigo QR para visualizar os géneros

e/ou espécies.

@ GENEROS e ESPECIES

https://qrco.de/beqpfy
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11.6 Anexo 6: Proposta para o protocolo para avaliagao da mi-
crobiota intestinal em portadores de Doencgas Inflamatérias In-

testinais.

e Definicdo do tema e reviséo da literatura.
o Descricao detalhada do tema de pesquisa assim como detalhamento das

palavras-chaves e citagéo das referéncias bibliograficas.

o Classificagado das doencas pesquisadas conforme o Classificacdo Inter-
nacional de Doenga (CID) vigente.
o A busca de pacientes em prontuarios podera ser realizada através do

codigo da doenga conforme o CID vigente. Atualmente a décima versao

do CID é a utilizada.

e Diagnostico
o Definigado dos diagndsticos e dos critérios realizados para o diagnostico

das doencas estudadas.

e Critérios de Inclusdo
o Critérios estabelecidos de caracteristicas do paciente para que os mes-

mos possam ser incluidos no protocolo.

e Critérios de Exclusao
o Critérios ou caracteristicas que impedem a inclusdo do paciente no pro-

tocolo de avaliacéao.

¢ Definigdo dos objetivos da pesquisa
o Esclarecer qual o objetivo principal da analise da microbiota e quais se-

rédo os objetivos secundarios.

¢ Definigdo metodoldgica:

¢ Definigdo dos sitios avaliados e material necessario



o Para avaliacdo da microbiota:
* {leo terminal, célon e reto:
¢ Amostras fecais
e Tecido
* Intestino Delgado:
e Aspirado por via endoscopica

e Tecido

o Para avaliacdo da metabolémica

= ileo terminal, célon e reto
e Amostras fecais
e Tecido
e Sangue

* Intestino Delgado:
e Aspirado por via endoscopica
e Tecido

e Sangue

o Para avaliacido da expressao de micro RNAs
= Todos os sitios

e Tecido

Definicdo da forma de armazenamento e locais de trabalho.

o Para avaliacdo da microbiota

=  Amostras fecais:
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e Armazenamento Unico em solugdo de protecdo de DNA e

RNA

o armazenamento inicial em geladeira por até 7 dias

o armazenamento definitivo em freezer temperatura

<-80°C

=  Amostras de tecido:

e Armazenamento em solugdo de protecido de DNA e RNA

o armazenamento inicial em geladeira por até 7 dias
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o armazenamento definitivo em freezer temperatura
<-80°C

o Armazenamento imediato por congelagdo em ni-
trogénio liquido e posterior armazenamento em

freezer temperatura < -80°C

o Para avaliacdo da metabolémica
» Amostras fecais:
¢ Armazenamento em frasco estéril e congelamento imedi-
ato em nitrogénio liquido e posterior armazenamento em
freezer temperatura < -80°C
= Amostras sanguineas:
¢ Realizagdo de centrifugagdo e armazenamento do soro

em freezer temperatura < -80°C

o Para avaliacido da expressao de micro RNAs
= Amostras de tecido
¢ Armazenamento inicial em formol.
¢ Inclusdo dos tecidos em parafina, seguindo o processo
padrao de preparo de laminas com separagado de frag-

mento fatiado com tamanho de 8 a 10 micras.

Locais de Realizagdo da Pesquisa e Coleta das Amostras

o Gastrocentro, Unicamp. Disciplina de Gastroenterologia, Departamento
de Clinica Médica.
= As amostras de tecido de célon devem ser realizadas em exames
endoscopicos com pinca de biépsia comum.
e Um frasco com solugao de protegdo de DNA e RNA (mi-
crobiota).
e Um frasco com formol (MRNA).
= As amostras de aspiracido de conteudo intestinal devem ser rea-
lizadas com cateter injetor.
e Um frasco com solugao de protegao de DNA e RNA (mi-
crobiota).

e Um frasco estéril (metabdlitos).
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= A coleta de fezes pode ser realizada em domicilio pelo préprio
paciente ou dentro do Gastrocentro utilizando:
e Acessorio para apoio de vaso sanitario.
¢ Armazenamento das fezes em frasco com solugao de
protecédo de DNA e RNA (microbiota).
¢ Arazenamento das fezes em frasco simples (metabdli-
tos).

» A preparagao das amostras de tecido e corte dos fragmentos de
parafina seréo realizados no laboratério de patologia do Gastro-
centro.

= As amostras sanguineas serdo coletadas no hospital dia do
Gastrocentro e encaminhadas ao Laboratério de Investigagao
Clinica de Resisténcia a Insulina (LICRI) imediatamente apds a
coleta em embalagem resfriada térmica.

= Os documentos da pesquisa poderdo ser armazenados na Sala
de Pesquisa Clinica de Doencas Intestinais, Disciplica de Gas-

troenterologia, Departamento de Clinica Médica.

LICRI, Departamento de Clinica Médica.
» Os seguintes processos serao realizados no LICRI.
¢ Centrifugagéo do sangue e separagao do soro.
e Preparo das fezes e extragdo de RNA e DNA.

e Analise da microbiota.

Centro de Investigagao em Pediatria, Disciplina de Gastroenterologia
Pediatrica, Departamento de Pediatria.
» Os seguintes processos serao realizados no CIP:
¢ Armazenamento em freezer conforme protocolo do
biobanco local aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa.
Faculdade de Medicina de Botucatu, Disciplina de Gastroenterologia da
Universidade Estadual de Sao Paulo, UNESP, Botucatu.
= A avaliagdo da expressao de micro RNAs é realizada em parce-
ria com a Disciplina de Gastroenterologia da Universidade Esta-
dual de Sao Paulo, UNESP.
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¢ Definigdo centros de tratamento de pacientes com DII.

O

Ambulatério de Diarreias, disciplina de Gastroenterologia, departamento
de Clinica Médica, Hospital de Clinicas — Unicamp.

Ambulatério de Doencas Inflamatérias Intestinais, disciplina de Coloproc-
tologia, departamento de Cirurgia, Gastrocentro — Unicamp.

Ambulatério de Gastropediatria, disciplina de Gastroenterologia Pedia-

trica, departamento de Pediatria, Hospital de Clinicas — Unicamp.

e Definigdo do tipo de avaliagdo e monitoramento.

O

Esclarecimento sobre o tipo de estudo, transversal ou horizontal, e os

tempos em que as amostras serdo coletadas.

¢ Realizacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O

O TCLE devera conter a explanagao e objetivo da pesquisa, as respon-
sabilidades e, se houver, os riscos dos pacientes, os locais em que a
pesquisa sera realizada e a forma de publicacdo dos resultados.

Devera ser assinado pelo médico e pelo paciente.

Devera ser redigido em linguagem simples de facil entendimento pelo

paciente.
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11.7 Anexo 7: Parecer Consubstanciado do CEP.

(J U
N C PlocoFom\o

CEPUNICAMP

UNICAMP - CAMPUS CAMPINAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo longitudinal da microbiota intestinal em portadores de Doenca de
Crohn lleocolbnica e Colénica apds a introdugcao da terapia com Anti-Fator de Necrose Tumoral
e correlagdo com as caracteristicas clinicas e fen6tipos da doenca.

Pesquisador: Claudio Saddy Rodrigues Coy Area Tematica:
Versao: 3
CAAE: 34826220.4.0000.5404

Instituicao Proponente: Gastrocentro
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO
PAULO

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 4.498.687
Apresentacao do Projeto:

- As informagbes contidas nos campos “Apresentacao do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa “e
“Avaliacao dos Riscos e Beneficios” foram obtidas dos documentos apresentados para apre-
ciacao ética e das informagoes inseridas pelo Pesquisador Responsavel do estudo na Plata-
forma Brasil.

As Doencas Inflamatérias Intestinais (DIl) representadas principalmente pela Doenga de Crohn
(DC) e pela Retocolite Ulcerativa (RCU) sao doencas sistémicas, de acometimento principal-
mente intestinal, com patogenia pouco conhecida e com incidéncia em crescente, especial-
mente nos paises em desenvolvimento. A patogénese das DIl parece envolver uma interagdo
entre resposta imune e o microbioma de individuos geneticamente propensos através de um ou
mais estimulos ambientais. Existem mais de 100 trilhdes de microrganismos compondo a mi-
crobiota humana e estes, sdo componentes importantes na patogénese das DI, através de
estimulos antigénicos e de composicdes microbianas alteradas que promovem desequilibrio
entre flora bacteriana e resposta imune. A microbiota parece ter envolvimento na génese das
DIl mas é importante ressaltar que os estudos publicados até o momento descrevem somente
associacéo e nao causalidade. Ainda é desconhecida a relagéo causal direta entre disbiose e a
DIl. Apesar das bactérias intestinais frequentemente impulsionarem a ativagéo imunolégica, a
inflamacgé&o crénica, por sua vez, molda a microbiota intestinal e contribui para a disbiose. A dis-
biose é definida como uma diminuicao na diversidade microbiana do intestino, devido a uma
mudanca no equilibrio entre microrganismos
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comensais e potencialmente patogénicos. Alguns fatores corroboram o papel da flora intestinal
na DIl como a resposta ao uso de antibioticos, a predisposicao de inflamagao para regides
anatbmicas com relativa estase fecal (ileo

terminal e reto), a eficacia do desvio de transito na Doencga de Crohn e o rapido aumento da in-
cidéncia da DIl associada a industrializagdo com suas alteragdes dietéticas e exposi¢cbes ambi-
entais. Embora existam divergéncias nos estudos relacionados a microbiota e DI, existe con-
senso no que diz respeito a diversidade microbiana (que esta reduzida na DIl) e 0 aumento ou
reducdo de determinadas espécies bacterianas. Estudos apontam que altera¢des da diversi-
dade da microbiota podem estar relacionadas ao fenétipo da Doenga de Crohn e predizer
maior gravidade da doenca,

como a auséncia de cicatrizagdo da mucosa ap0s o inicio da terapia biologica. Dentre tais alte-
racdes, foi-se observado que na DC lleocolénica ocorre mais comumente a reducéo de
bactérias do grupo Clostridium leptum (particularmente o Faecalibacterium prausnitzii) do que
na DC primariamente col6nica. Neste mesmo fenétipo de doenca, Willing BP et al (2010) ob-
servaram um aumento das Proteobacterias nos controles saudaveis. Neste mesmo estudo, foi
encontrado um aumento das familias Actinobacterias (Bifidobacteriaceae, Coriobacteriaceae),
Firmicutes (Ruminoccocaceae) e Tenericutes (Anaeroplasmataceae) no fenétipo de DC
primaria do colon. Alguns estudos apontam uma reducéo do grupo Clostriudium coccoides em
portadores de RCU, néo encontrado na DC de célon. Devido a complexidade do estudo e difi-
culdade metodolégica, poucos estudos conseguiram avaliar a diversidade da microbiota intesti-
nal e as manifestacbes da DC (inflamatéria, estenosante ou penetrante). Em um estudo pio-
neiro, Goethel A el al (2019) evidenciaram que determinados tipos de populag¢ao bacteriana po-
deriam modular a expressao do Fator de Necrose Tumoral alfa 1(TNF-alfa) a favor da pro-
mocao de fibrose, provocando maior processo inflamatério associado a deposi¢ao de colageno,

causando maior incidéncia de doenca fibroestenosante.

Metodologia Proposta:

Tipo de estudo:Trata-se de um estudo observacional longitudinal.Populagéo e periodo do es-
tudo:Serao selecionados pacientes portadores de Doenga de Crohn, com indicagéo prévia de
terapia com medicacéo anti-TNF, provenientes do ambulatério de Doencgas inflamatérias intesti-
nais, Professor Dr. Juvenal Ricardo Gées, da disciplina de Coloproctologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.Os pacientes serao seguidos por um
periodo de 12 meses. Tamanho da amostra: Serao selecionados todos os pacientes com Do-
enca de Crohn que iniciarao o uso de terapia biol6gica com anti- TNF (Adalimumabe ou Inflixi-
mabe). A amostra sera
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selecionada durante o periodo de 12 meses. O estudo néo ira interferir na escolha da terapia,
tampouco no manejo clinico da doenca.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo informagbes do pesquisador.

Objetivo Primario:

Analisar a composicao da microbiota intestinal em portadores de Doenga de Crohn antes e
ap6s a introducao da terapia biologica.

Objetivo Secundario:

Identificar as possiveis diferengas da microbiota intestinal entre os fenétipos da oenca de
Crohn. Identificar as possiveis diferengas da microbiota intestinal nas apresentacgdes clinicas
locais (intestinais) e sistémicas da Doenca de Crohn. Verificar as possiveis alteragcdes na mi-
crobiota intestinal apés o tratamento com anti- TNF.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo informacgbes do pesquisador.

Riscos:

O estudo ¢ observacional, sem riscos excedentes aos pacientes participantes.

Beneficios:

Identificar associagdes fenotipicas da Doenga de Crohn com a microbiota intestinal do paci-
ente, assim como avaliar diferencas na resposta terapéutica. Os pacientes poderao receber os
resultados obtidos de todos os exames realizados durante o estudo podendo auxiliar no ma-
nejo clinico da equipe assistente.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

-Projeto de Doutorado;

-Instituicdo proponente: Gastrocentro;

-Pesquisador Responsavel: Claudio Saddy Rodrigues Coy;

-Equipe de pesquisa: Mario José Abdalla Saad, Marcelo Imbrizzi Rabello, Daniela Oliveira Ma-
gro;

-Desenho do Projeto: Trata-se de um estudo observacional longitudinal onde serdo acompa-
nhados portadores de Doenca de Crohn, com indicacéo prévia de terapia com medicag¢ao anti-
TNF, por um periodo de 12 meses e, neste periodo, observar a evolugéo da doenga, resposta
terapéutica e correlacionar com a microbiota fecal. "Serao selecionados pacientes portadores
de Doenca de Crohn, com indicacgao prévia de terapia com medicacao anti-TNF, provenientes
do ambulatério de Doencas inflamatérias
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intestinais, Professor Dr. Juvenal Ricardo Goées, da disciplina de Coloproctologia da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas. Os pacientes serdo seguidos por
um periodo de 12 meses. Amostras: Serao selecionados todos os pacientes com Doencga de
Crohn que iniciardo o uso de terapia biol6gica com anti-TNF (Adalimumabe ou Infliximabe).O
estudo nao ira interferir na escolha da terapia, tampouco no manejo clinico da doencga."

O estudo propdes retencéo de amostras para armazenamento em biorrepositério. Desfecho
principal: Um ano de terapia com anti Fator de Necrose Tumoral. Tamanho da amostra: 50.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Os documentos obrigatérios discriminados abaixo foram adequadamente apresentados:
-Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

-Informagdes basicas do projeto de pesquisa envolvendo seres humanos;

-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) - Revisao 3 de 10/01/20121;
-Regulamento do Biorepositério: Anexado minuta do Regulamento do Biorrepositério assinada
pelo Prof. Dr.Mério José Abdala Saad;

Recomendacoes:

A Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), do Conselho Nacional de Saude (CNS)
orienta a adogéo das diretrizes do Ministério da Saude (MS) decorrentes da pandemia causada
pelo Coronavirus SARS-CoV-2 (Covid-19), com o objetivo de minimizar os potenciais riscos a
saude e a integridade dos participantes de pesquisas e pesquisadores.

De acordo com carta circular da CONEP intitulada “ORIENTAGOES PARA CONDUGAO DE
PESQUISAS E ATIVIDADE DOS CEP DURANTE A PANDEMIA PROVOCADA PELO CORO-
NAVIRUS SARS-COV-2 (COVID-19)” publicada em 09/05/2020, referente ao item II. “Orien-
tacdes para Pesquisadores”:

- Aconselha-se a ado¢ao de medidas para a prevencao e gerenciamento de todas as ativida-
des de pesquisa, garantindo-se as acbes primordiais a saude, minimizando prejuizos e poten-
ciais riscos, além de prover cuidado e preservar a integridade e assisténcia dos participantes e
da equipe de pesquisa.

- Em observancia as dificuldades operacionais decorrentes de todas as medidas impostas pela
pandemia do SARS-CoV-2 (COVID- 19), & necessario zelar pelo melhor interesse do partici-
pante da pesquisa, mantendo- o informado sobre as modificagbes do protocolo de pesquisa
que possam afeta-lo, principalmente se houver ajuste na conducéo do estudo, cronograma ou
plano de trabalho.

- Caso sejam necessarios a suspensao, interrup¢cao ou o cancelamento da pesquisa, em
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decorréncia dos riscos imprevisiveis aos participantes da pesquisa, por causas diretas ou indi-
retas, cabera aos investigadores a submissao de notificacdo para apreciacdo do Sistema
CEP/Conep.

- Nos casos de ensaios clinicos, é permitida, excepcionalmente, a tramitacdo de emendas con-
comitantes a implementacéo de modificacbes/alteracdes no protocolo de pesquisa, visando a
seguranca do participante da pesquisa, assim como dos demais envolvidos no contexto da
pesquisa, evitando-se, ainda, quando aplicavel, a interrupgéo no tratamento dos participantes
da pesquisa. Eventualmente, na necessidade de modificar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), o pesquisador devera proceder com 0 novo consentimento, o mais breve
possivel.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Avaliado os documentos inseridos na Plataforma Brasil em 10 janeiro 2021 e carta dos pesqui-
sadores com as resposta ao CEP das pendéncias discriminadas no Parecer Consubstanciado
4493455:

Andlise: Pendéncias atendidas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Escla-
recido, na integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu con-
sentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cui-
dado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o
pesquisador considerar a descontinuagéo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser
realizada apés analise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador
deve aguardar o parecer do CEP quanto a descontinuacao, exceto quando perceber risco ou
dano nao previsto ao participante ou quando constatar a superioridade de uma estratégia di-
agnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto é, somente em caso de
necessidade de acédo imediata com intuito de proteger os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso
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normal do estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagado ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

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

Consideracoes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Escla-
recido, na integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu con-
sentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cui-
dado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o
pesquisador considerar a descontinuagéo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser
realizada ap6s analise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador
deve aguardar o parecer do CEP quanto a descontinuacéo, exceto quando perceber risco ou
dano nao previsto ao participante ou quando constatar a superioridade de uma estratégia di-
agnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto é, somente em caso de
necessidade de acédo imediata com intuito de proteger os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas
frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notifi-
cacao ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicio-
namento.

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

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses ap6és a
data deste parecer de aprovacéo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucéo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador
apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua
guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento

Informagdes Basicas do Projeto

Outros

Folha de Rosto

Declaracao de concordancia

Outros

Arquivo

PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P ROJETO_1473631.pdf
Carta_Resposta_ao_CEP_2.pdf

Folha_de_Rosto.pdf Of0632020ClaudioCoy.pdf
ID_Unicamp_ClaudioCoy.jpg

Postagem

10/01/2021 16:33:59

10/01/2021 16:31:35

30/06/2020 13:21:32 26/06/2020 13:18:04

22/05/2020 11:00:23



Autor
Marcello Imbrizi Rabello

Marcello Imbrizi Rabello
Renata Maria dos Santos Celeghini

Marcello Imbrizi Rabello
Situacéao

Aceito

Aceito

Aceito Aceito
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Aceito

Projeto Detalhado / Bro- Brochura_Projeto_Revi- [10/01/2021 Marcello Imbrizi Aceito
chura Investigador sao_3.pdf 16:33:41 Rabello

TCLE / Termos de Assentimento / TCLE_Revi- 10/01/2021 Marcello Imbrizi Aceito
Justificativa de Auséncia sao_3.pdf 16:30:48 Rabello

Solicitacdo Assinada pelo Pes- |[Carta_Pesquisa- 22/06/2020 Marcello Im- Aceito
quisador Responsavel dor_Principal.pdf 17:54:53 brizi Rabello
Declaracdo de Manuseio Material |Biorreposito- [22/05/2020 Marcello Imbrizi Aceito

Bioldgico / rio.pdf 10:57:29

Rabello
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Situacao do Parecer:

Aprovado
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Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

22/05/2020 10:57:29

Marcello Imbrizi Rabello

Aceito

CAMPINAS, 14 de Janeiro de 2021
Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini (Coordenador(a))



