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Resumo

O possivel envolvimento de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) na etiologia da doenga de Crohn tem gerado muita controvérsia ao longo
dos anos. A utilizagdo de métodos de identificagdo por PCR reportou a deteccao
de MAP em pacientes com doenga de Crohn, mas também em individuos sem
doenga. Outros estudos reportam resultados negativos para ambos os grupos. O
objectivo deste trabalho foi verificar se na populacdo de doentes estudada se

encontrava uma associagao entre presenca de MAP e DC.

Efectuou-se deteccao de MAP em 29 amostras de sangue periférico: 11 amostras
de pacientes com doenca de Crohn e 18 amostras de individuos controlos. As
amostras foram analisadas por desagregagdo das células e extraccio do DNA
tendo sido, de seguida, utilizada a técnica de PCR-nested para amplificagdao de
parte da sequéncia de inser¢ao 1S900, especifica do MAP e presente em elevado
niamero de copias. A andlise dos produtos amplificados foi efectuada por
electroforese em gel de agarose. DNA de MAP foi detectado em 9 dos 11
pacientes (82%) e 4 dos 18 controlos (22%), o que sugere uma associagdo entre

MAP e DC na populagdo estudada.
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1. Introducéo

A doenca de Crohn (DC) ¢ uma patologia crénica, que tem aumentado a sua
prevaléncia nos paises ocidentais mais industrializados, causando sintomatologias
extremamente desconfortantes e por vezes severas aos seus portadores, estando a sua

qualidade de vida bastante comprometida.

A etiologia desta doenca ¢ desconhecida, tendo sido propostas varias possibilidades
etiologicas, desde doenca auto-imune até possivel consequéncia de infecgdes
bacterianas ou viricas (Sartor, 2007).

E possivel que uma bactéria pertencente ao genero Mycobacterium, o Mycobacterium
avium paratuberculosis (MAP), esteja associada a esta doenga, como agente causador

ou como oportunista.

Esta hipdtese decorre de uma grande semelhanga entre a DC nos humanos ¢ a doenca
de Johne no gado e em outras espécies de mamiferos. Estd comprovado, pelos
postulados de Koch, que MAP ¢ o agente etiologico da doenga de Johne (Dalziel,
1932). As semelhancgas entre estas duas doengas decorrem de observagdes histologicas
dos tecidos afectados, assim como dos sintomas e progressao da doenga. Existem

também, semelhangas entre a DC e a tuberculose iliecal (Crohn et al., 1932).

Apesar de diversas investigagdes nesta area, nao foi encontrado até ao momento um
factor etioldgico que permita estudos complementares de diagndstico e tratamento.

Esta tese, além de sintetizar uma abordagem sobre a doenga e hipoteses etiologicas,
aprofunda a hipotese de etiologia infecciosa, tendo como base estudos que revelam
uma forte associacdo entre DC ¢ MAP. Estdo documentados inumeros estudos que
documentam esta associagdo, mas também estudos que a descartam. A falta de
concordancia entre diferentes estudos pode resultar de diferencas nas metodologias das

técnicas de colheita, processamento das amostras e identificagdo de MAP.
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Deste modo, foi efectuado um rastreio de MAP numa populagdo de pacientes
internados no Hospital de Sao Jodo (HSJ) com DC em fase ativa, com o intuito de

verificar a associagdo de DC com MAP nesta populacao.

1.1. Género Mycobacterium:

O género Mycobacterium engloba actualmente 56 espécies reconhecidas
internacionalmente, pelo Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica. Sabemos
que a maioria destas espécies ndo ¢ patogénica, embora algumas provoquem doenga

no homem e/ou outros animais.
David e colaboradores (H. David et al., 1994) propuseram a classificagdo clinica do

género Mycobacterium em 3 grupos, de acordo com a sua patogenicidade para o

Homem:

1) Patogénios estritos: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. leprae.
2) Espécies normalmente saprofitas, podendo actuar como patogénios
oportunistas: inclui espécies ou complexos como MAC (complexo M. avium-

intracellulare), M.kansasii e o complexo M. fortuitum-chelonae, entre outros.

3) Espécies saprofitas: isto €, que raramente se encontram como patogénios.
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Sendo a maioria das espécies de Mycobacterium agentes nao patogénicos, algumas sdo
patogénios extremamente competentes, como o M. tuberculosis que ¢ um agente
patogénico, com mais de 1/3 da populagdo mundial colonizada. Outros patogénios

competentes sao M. leprae, M. ulcerans, M. Bovis. (Cosma et al., 2003).

As espécies patogénicas sdo patogénios intracelulares, que residem dentro dos
macrofagos e células dendriticas, as quais actuam como um nicho de crescimento.

(Jiao et al., 2002; Markesich et al., 1988; Assungao, 2008).

Todos os dias contactamos com micobactérias saprofitas, que inalamos ou ingerimos
regularmente. Deste modo, ndo ¢ de estranhar que por vezes sejamos colonizados por
estes microrganismos nas vias respiratorias e digestivas, através de poeiras, aerossois,

bebidas ¢ restante alimentacao.

As micobactérias apresentam algumas caracteristicas comuns, entre as quais o
crescimento lento (taxa de duplicacdo varidvel entre 2-60 dias), sendo aerdbias,
imodveis, ndo capsuladas, ndo formadoras de esporos, com morfologia bacilar (os
bacilos sdo caracteristicamente finos, rectos ou ligeiramente encurvados,
apresentando-se isolados, aos pares ou em pequenos agrupamentos de bacilos
paralelos) ou cocobacilar (mais raramente com formas filamentosas), parede celular
rica em lipidos, caracteristicamente acido micolicos com cadeias longas e ramificadas,
o que torna a superficie hidrofobica, e lhes confere alcool-acido resistenténcia. A
parede rica em lipidos providencia resisténcia ao frio e calor (excepto temperaturas

muito elevadas) e ao stress ambiental (Cosma et al., 2003).
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1.2. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)

A espécie M. avium revela grande variabilidade, podendo esta ser comparavel a
variabilidade na espécie E.coli. O MAP, uma subspécie de M. avium, apresenta um
crescimento in vitro dependente de micobactina J (um ionoforo). O mapeamento do
genoma de MAP revelou a presenga de 17 elementos de inser¢do 1S900, 7 elementos
IS1311 e 3 elementos [S1245. A sequéncia de IS900 presente no MAP ¢ caracteristica
deste organismo, sendo utilizada para diagndstico de MAP em amostras clinicas, tanto

de animais como humanos.

MAP ¢ o agente etiologico de uma doenga designada Doenca de Johne ou
paratuberculose, em bovinos. Dadas as semelhangas histopatoldgicas da DJ com a DC
pensa-se que estas podem estar relacionadas, podendo surgir do mesmo agente

etioldgico.

Embora M. avium seja considerado um dos principais microrganismos oportunistas em
pacientes com sindroma de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) nos Estados Unidos
(Falkinham, 1994), ndo ¢ comum a associag¢ao entre MAP e SIDA. MAP em humanos
assume um fenotipo esferoplastico, perdendo a parede celular e a 4lcool-acido

resistencia (Graham et al., 1987).

2. Doenca de Johne (DJ)

MAP ¢ o agente etiologico da DJ, uma doenga inflamatéria intestinal em vacas,
ovelhas, coelhos e alguns primatas (Glawischnig et al., 2006;Judge et al., 2005;
McClure et al., 1987).
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As populagdes de gado mais susceptiveis a infeccdo sao os neonatos e juvenis (Clarke,
1994). A infecgdo ¢ classificada em 4 fases: infeccao silenciosa, sub-clinica, clinica e
clinica avancada ( Whitlock e Buergelt, 1996). A via infecciosa mais provavel ¢ a

fecal-oral.

O MAP coloniza a mucosa associada a tecidos linféides do tracto gastrointestinal
superior, apds endocitose pelas células M, presentes nas placas de Peyer. Os bacilos
sdo subsequentemente fagocitados pelos macréfagos sub-epiteliais e intra-epiteliais
(Geijtenbeek et al., 2003; Lugton, 1999; Momotani et al., 1988). Pensa-se que o
antigénio FAP-P ("fibronectin attachment protein" - proteina de ligacdo a
fibronectina), facilita a endocitose mediada pelas integrinas da superficie apical das

células M (Secott et al., 2004).

Uma vez internalizados, os bacilos permanecem no interior das células fagociticas e
multiplicam-se no compartimento do fagossoma (Kaufmann,1993). A resposta
imunitaria subsequente leva a formagao de granuloma e ao envolvimento dos nédulos

linfaticos adjacentes (Clarke, 1994; Lugton, 1999).

MAP causa diminui¢do da expressdo de MHC classe I e classe II a superficie de

macréfagos bovinos e impede que essa expressdo seja restaurada por intermédio de

TNF- o e IFN-y. A expressdo diminuida de moléculas MHC classes I e II pode

conduzir a diminui¢do da apresentacdo de antigénios de MAP a linfocitos T,
atenuando ou atrasando a resposta imune especifica. Esta atenuac¢do pode providenciar
as micobactérias tempo para proliferar e, assim, superar a capacidade de resposta

imunoldgica do organismo bovino (Weiss et al., 2001).

Entretanto a inflamagdo desenvolvida conduz a manifestacdo clinica da doenca,
caracterizada pelo enrugamento do epitélio intestinal. A consequéncia final leva ao

sindrome de malnutri¢ao associado a DJ e a morte do animal.
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3. Doengas Inflamatorias Intestinais (DI11)

As DII descrevem um grupo de desordens gastrointestinais inflamatorias de etiologia
desconhecida ou ndo provada (Papadakis e Targan, 2000). Em pessoas saudaveis, o
intestino inflama em resposta a um potencial patogénio, retornando a um estado de
tolerancia assim que o agente patogénio ¢ erradicado (Hanauer, 2006).

As DII sdo idiopaticas e caracterizadas por uma predisposi¢do para o desenvolvimento
de reaccgoes inflamatorias de caracter cronico ¢ recidivante, sendo a cronicidade devido

a desregulacdo homeostatica do sistema imune da mucosa intestinal.

As principais doengas de caracter inflamatério intestinal sao a DC e a Colite Ulcerosa
(CU). Apesar de estarem interligadas, sdo aceites como patologias distintas
clinicamente, anatomicamente e histologicamente (Sands, 2004). Existem ainda
formas atipicas, provavelmente derivadas destas, que ndo podem ser categorizadas em
nenhuma das doencas referidas anteriormente e que tornam o diagnostico inicial

dificil.

3.1.CUeDC

A Colite Ulcerosa, ¢ caracterizada por uma inflamagao generalizada da mucosa do

recto até ao codlon de forma continuada, isto €, sem hiatos. Pode afectar o célon todo
ou parte deste. Em 10% a 20% dos pacientes com colite, o processo inflamatorio pode-
se estender até ao ileum (Friedman e Blumberg, 1999; McQuaid, 1999; Targan et al.,

2003).

A Doenca de Crohn foi originalmente descoberta por Crohn, Ginzburg e Oppenheimer

em 1932 (Crohn et al., 1932). E caracterizada por uma inflamagio granulomatosa que
envolve qualquer segmento do trato gastrointestinal, geralmente o ileo terminal e o
colon (mas pode afectar qualquer parte do tracto gastrointestinal) da boca ao anus.
Pode também envolver o figado e o pancreas, quando atinge o intestino grosso.

Ao contrario da colite ulcerosa, a doenga de Crohn apresenta-se segmentada com areas
de tecido saudavel intercalado com tecido inflamado (Friedman e Blumberg, 1999;

McQuaid, 1999; Targan et al., 2003).
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As lesdes podem afectar qualquer camada da parede digestiva, apresentando nas sub-
mucosas alteracdes histolégicas marcantes, tais como granulomas, infiltrado
inflamatorio e espessamentos (Friedman e Blumberg, 1999; McQuaid, 1999; Targan et
al., 2003). Muitos destes danos sdo causados por células do sistema imunitério,
afetando parte dos tecidos do tubo digestivo, embora a etiologia auto-imune seja dificil

de sustentar.

A grande diversidade de sintomas entre CU e DC sugere um distinto mecanismo

patogénico. (Friedman e Blumberg, 1999; McQuaid, 1999; Targan et al., 2003).

Sintomas de DC

A doenca progride com alguns periodos sintomaticos interrompidos por outros
assintomaticos. Pode progredir com deterioracdo continua das lesdes, ou ser nao
progressiva, com regeneragdo das regides atingidas entre as crises. Metade dos doentes
apresentam lesdes em ambos ileo e célon, enquanto 25% apresentam-nas limitadas ao

colon.

Os sintomas mais comuns sao diarreia e dor abdominal, geralmente a volta do umbigo,
na regido inferior direita (muitas vezes confundida com a apendicite), acompanhada de
nauseas ¢ vomitos, febre moderada, sensacao de distensdo abdominal agravada com as
refeigdes, perda de apetite e peso (podendo provocar atraso de desenvolvimento e
problemas de crescimento em adolescentes), mal-estar geral e cansaco. Nas fezes pode
haver eliminagdo de sangue, muco ou pus. Apesar de serem raras, as crises
respiratérias podem ocorrer, tendo o paciente ataques violentos de tosse,

principalmente durante a noite. (Chacon et al., 2004).

Em alguns casos ha desenvolvimento de aftas, artralgias, abcessos e fistulas, eritema
nodoso, inflamagdo nos olhos (conjuntivite secundaria), problemas nos vasos
sanguineos (tromboses ou embolias) e deficiéncia de ferro, vitamina B12 e acido

folico, obstrugdes intestinais, fissuras e abcessos anais.
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Menos frequentemente, pode ocorrer perfuragdo intestinal levando a sangramento e
peritonite, complica¢des cardiacas, biliares, oculares e mucocutaneas. O cancro do

c6lon ¢ raro, ao contrario do que ocorre na Colite ulcerosa.

A doenca severa, ¢ caracterizado por mais de seis sangramentos intestinais por dia,
que pode levar a anemia, hipovolemia, taquicardia e hipoalbuminemia, assim como

também dor abdominal e desconforto. (Chacon et al., 2004).

3.2. Epidemiologia das DII

E possivel estabelecer padrdes mais ou menos definidos de distribuigio da DC e CU,
ndo sO temporalmente, mas também geografica e racialmente.

Deste modo, verifica-se a existéncia de uma maior prevaléncia da patologia na
América do Norte e Europa, havendo um gradiente decrescente no sentido Norte-Sul

(Nerick et al., 2006).

No entanto, ao longo dos anos, varios estudos demonstraram que esta diferenca se tem
tornado cada vez mais ténue, provavelmente por uma estabilizacdo dos valores do
Norte, acompanhada de uma subida acentuada dos casos de DC e CU a Sul
(Shivananda et al., 1996). Observa-se ainda que, entre as populagdes orientais, bem
como entre as populacdes de Africa (2 excepgdo da Africa do Sul) e América do Sul, a
prevaléncia da doenca ¢ extremamente baixa, embora esteja a aumentar (Thia et al.,

2008; Katz, 1994).

A prevaléncia ¢ também elevada em algumas populagdes, como na populagdo de

judeus Ashkenazi.
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Segundo varios estudos, houve um aumento de incidéncia destas patologias ao longo
da segunda metade do século XX, sobretudo entre as décadas de 50 e 70, seguindo-se

um periodo de estabilizagdo dos valores a partir da década de 80 (Loftus et al., 1998).

Tal estabilizacdo poderd estar relacionada ndo s6 com o acesso a técnicas de
diagndstico cada vez mais especificas e avancadas, mas também com uma exposicao
mais intensa das populagdes a factores de risco da doenca. As diferencas entre as
técnicas e condi¢cdes de diagndstico entre o eixo norte sul também pode ter influéncia

nos casos detectados.

Estudos realizados em diferentes épocas e em vdarias populacdes, demonstraram a
existéncia de uma maior incidéncia de casos entre populacdes de sexo feminino
(Fonager et al, 1998). Na base desta diferenca poderdo estar factores de origem

hormonal, estilo de vida, entre outros.

Relativamente a relagdo entre a idade e o aparecimento da DC, verifica-se que esta tem
0 seu pico em grupos etarios entre os 15 e os 25 anos, podendo, no entanto, haver
casos de diagndstico desde a infancia e ao longo de toda a vida dos individuos, ja na
CU o primeiro pico situa-se entre os 10 e 20 anos. No entanto, alguns estudos
mostraram o surgimento de um pico menor de incidéncia para ambas as doengas,
numa fase mais tardia da vida, dos 55 aos 65 anos (Gasche et al., 2000; Silverberg et

al., 2005; Freeman, 2001).

O aumento da incidéncia em paises desenvolvidos, bem como em populagdes nio
caucasianas que emigraram para paises industrializados, e o aumento da prevaléncia
das doengas no século XX, suportam a hipdtese de que factores ambientais estdo

envolvidos no desenvolvimento destas doencas.
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3.3. Etiologias da Dl

O estilo de vida dos paises desenvolvidos e a mudanga de hébitos de dieta, consumo
de tabaco, variacdo da exposi¢@o ao sol, polui¢ao e quimicos industriais, podem ter um

papel importante no desenvolvimento da doenga.

A etiologia das DII ¢ ainda oficialmente desconhecida. Nos ultimos anos tém sido
identificados variados polimorfismos genéticos associados a suscetibilidade as DII.
Estes polimorfosmos encontram-se em genes relacionados com receptores de
reconhecimento inato, diferenciacdo de linfécitos, autofagia, manutencdo da
integridade da barreira epitelial e da orquestragdo da resposta imune secundaria.
Unicos da DC (ndo partilhados com CU) sdo polimorfismos em genes envolvidos na
resposta imunitaria inata a microrganismos, como o receptor de reconhecimento inato
NOD2/CARDIS5 e proteinas envolvidas no processo de autofagia (ATG16L1 e IRGM)
(Lees etal, 2011).

Apesar da importancia da predisposi¢cdo genética individual na DC, a presenga da flora
intestinal ¢ condicdo necessaria para que ocorra a doenga, segundo estudos em
modelos murinos. De facto, estudos demonstraram que a existéncia de uma barreira
epitelial comprometida foi suficiente para ocorrer inflamacdo intestinal (Xavier e

Podolsky, 2007).

Assim, supde-se que a doenga seja resultado de hiperactividade do sistema imunitario
digestivo a flora comensal, em individuos geneticamente predispostos, o que nao
exclui a possibilidade do envolvimento de um particular agente infeccioso, ainda

indeterminado (Friedman e Blumberg, 1999).
A ocorréncia de uma microflora intestinal anormal tem vindo também a ser referida

em pacientes com DC, podendo contribuir para a desregulacdo intestinal (Barnich,

2007; Darfeuille-Michaud, 1998).

10
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Diversos microorganismos como Helicobacter pylori (Pearce et al., 2000), MAP,
Pseudomonas spp e Yersinia spp, foram associados com a etiologia da DC (Chiodini,
1989; Katz e Fiocchi, 1996), assim como o virus de Epstein-Barr e outros virus

citopaticos intestinais de RNA.

A bactéria E.coli, um componente da flora comensal, é capaz de adesdo ao epitélio,
mas apresenta uma baixa taxa de invasdo em individuos saudéaveis, dado que uma
mucosa saudavel impede ou reduz a internalizagdo dos microorganismos, conseguindo
o sistema imune debelar a infec¢ao (Buhner, 2006; Irvine e Marshall, 2000; May et al.,
1993; Soderholm, 2002). Porém, na DC tem sido isolado uma estirpe de E.coli
aderente e invasiva, replicando-se em macrofagos e levando a formacgdo de

granulomas (Friswell et al, 2010).

4. Evidéncias que suportam a hipédtese infecciosa de DC por MAP

A principal diferenga existente entre MAP e outros patogéneos candidatos na
causalidade de DC, ¢ o estabelecimento de multiplos hospedeiros entéricos cronicos.
De facto, MAP ¢ capaz de iniciar ¢ manter a inflamag¢do crdénica do intestino numa

grande diversidade de espécies (Scanu et al., 2007).

Nao existem dados que demonstrem que o MAP ¢ inofensivo para humanos. MAP foi

detectado na cadeia alimentar, estando presente na carne e leite (Streeter et al., 1995).

11
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Alguns estudos ambientais sugerem existir uma forte probalilidade de MAP ser um
patogénio para humanos (Feller et al, 2007), mesmo apesar de estudos recentes
sugerirem falta de sucesso de uma antibioterapia direccionada para MAP (Selby et al.,
2007). E possivel que a baixa penetragio dos antibioticos dentro dos macréfagos e os
mecanismos de resisténcia conhecidos do género Mycobacterium, possam explicar
esta falta de sucesso (Friswell et al., 2010). Contudo estdo a decorrer ensaios clinicos
para aprofundar o conhecimento da actuacdo de diferentes combinagdes de
antibioticos (Singh et al., 2009). E também possivel que MAP esteja a actuar como um
patogénio indirecto, uma vez que o manano existente na sua parede tem um efeito
inibitério da actividade antibacteriana de macrofagos (Mpofu et al, 2007). No entanto,
o aumento da colonizagdo por MAP em pacientes com DC sugere um papel direto

desta micobactéria na doenca (Friswell et al, 2010).

Um estudo recente demonstrou que pacientes com DC, que apresentam mutagdo no
gene NOD2/CARD15 tém um reconhecimento ineficaz de MAP (Ferwerda et al.,
2007). Mutagdes em pacientes com DC em genes relacionados com o mecanismo de
autofagia podem levar a alteracdo da capacidade macrofagica de eliminar bactérias
intracelulares. De facto, foi demonstrado que diminuicdo da expressao de IRGM
aumenta a sobrevivéncia de M. bovis BCG dentro de linhas celulares humanas,

diminuindo a autofagia (Singh et al, 2006).

Em individuos com DC, h4 presenca de células T reactivas ao MAP, o que ndo
acontece em grupos controlo (Friswell et al, 2010). Em macrofagos bovinos, MAP
inibe a acidificacdo dos fagossomas e decresce a maturacao destes. (Weiss et al., 2004;
Hostetter et al., 2003; Assun¢ao, 2008). Os isolados de MAP encontrados em bovinos
e humanos apresentam diferencas, sendo que em humanos ha uma maior expressao de
6 proteinas, entre as quais PepA e ModD. PepA ¢ uma serino-protease € ModD uma
proteina de ligacdo 4 fibronectina importante para a invasdo epitelial e internalizagdo
de MAP pelos macrofagos (Shin et al, 2009). Um estudo que promoveu a infecgdo de
macréfagos in vivo por MAP demonstrou redu¢ao da expressdo de 17 genes nos
macrofagos, relacionados com a expressdo de mecanismos pro-inflamatdrios, o que
aumenta a possibilidade de sobrevivéncia do organismo em macrofagos bovinos

(Basler et al. 2008).
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A detecdo de MAP em pacientes com DC tem-se revelado inconstante, podendo este
facto dever-se a evolucdo nos métodos de identificacio de MAP. Nos primeiros
métodos realizados utilizando a técnica de PCR os primers eram inespecificos e
ligavam-se a sequéncias similares em outras micobactérias (Ellingson et al., 2000;
Vary et al., 1990). Porém, a utilizagdo de PCR-nested com primers especificos tem
permitido resultados mais concordantes, sendo positivos em 52%-92% dos ensaios de

detec¢ao de MAP em pacientes com DC (Autschbach et al., 2005; Bull et al., 2003).

A dificuldade de isolamento ¢ identificagdo de formas de MAP com deficiéncia na
parede celular (CWD) encontrados em humanos, também conhecidos como formas-L,
bem como o baixo nimero de bactérias que colonizam a mucosa intestinal, tem

possivelmente contribuido para obtencdo de resultados falso-negativos em doentes

com DC. (Chiodini, 1989).

Ha dificuldades no crescimento e isolamento de MAP, o que pode ser devido a entrada
num estado de laténcia ou ao baixo numero de bactérias colonizantes (Selby et al,
2004). Em 2003 foram realizadas culturas de MAP a partir de bidpsias frescas de
mucosa humana num sistema BACTEC (Difco), especialmente desenvolvido para o
crescimento de MAP. S6 17 de 66 tubos mostraram turvacao, confirmando-se
posteriormente a presenga de MAP por PCR-nested detectando o IS900. As tentativas
de cultivar este organismo em meio s6lido ndo tiveram sucesso (Bull et al., 2003).

Embora a deteccao por PCR-nested tenha permitido aumentar consideravelmente a
sensibilidade, alguns autores afirmam ndo encontrar associa¢dao entre DC e detecdo da

sequéncia IS900 (Frank et al,1996., Kanazawaet al,1999).

Fomos ver o que se passava nesta populacdo, 1° estudo realizado numa populacao
portuguesa, com o objetivo também de posteriormente relacionar prevaléncia de MAP

com certas caracteristicas da DC, tais como tipo e localizagao.
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5. Materiais e Métodos

Pacientes e Controlos

Neste estudo foram incluidos 29 individuos, 18 individuos sem sinais de DII (com
uma média de idades de 32,7 de 18 a 64 anos, dos quais 13 eram mulheres ¢ 6 eram
homens) e 10 pacientes com DC (com uma média de idades de 40,7 anos dos 22 aos
64 anos, dos quais 5 eram mulheres e 6 eram homens). Todos os pacientes com DC
estavam sob terapia com prednisolona. Foi obtido um consentimento informado, de
acordo os procedimentos institucionais do IBMC, Universidade Fernando Pessoa
(UFP) e Hospital Sao Joao (HSJ). Os pacientes com DC foram recrutados no servigo
de Gastroenterologia do HSJ. O diagnéstico de DC foi baseado em endoscopia e
critérios histopatoldgicos e radioldgicos (Sands et al, 2004). O grupo controlo foi
recrutado da comunidade académica da Faculdade de ciéncias da saude, Universidade

Fernando Pessoa, ndo apresentando qualquer sintoma de DII.

Extraccdo de DNA

Foi colhido sangue de pacientes com DC e controlos para um tubo contendo 4 ml de
EDTA e as células mononucleares foram obtidas por centrifugacao por gradiente de
densidade com Histopaque 1077 (Sigma, St.Louis, MO, USA). As células
mononucleares foram entdo ressuspendidas em solucdo de lise de micobactérias (2ml
de EDTA sdédico, 400mM NaCl, 10mM tris-HCI, 0,6% SDS e 33 mg/ml de proteinase
K) e o DNA foi extraido conforme descrito por Bull e colaboradores (Bull et al.,
2003). Em resumo, as amostras com solugdo de lise de micobactérias foram
rapidamente incubadas a 37°C durante 2 horas com agitacdo. Os tubos foram entdo
arrefecidos em gelo e as células presentes nas amostras foram posteriormente lisadas
mecanicamente com auxilio de Mini Beadbeater™ (Biospec Products, Bartlesville,
OK, USA). As amostras obtidas foram entdo tratadas sequencialmente com fenol,

fenol-cloroformio-alcool isoamilico e cloroférmio-alcool isoamilico.
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O sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 10M de acetato de amonio
e homogeneizado. Seguidamente adicionou-se 1ml de etanol absoluto para permitir a
percipitagdo do DNA. As amostras foram centrifugadas a 10 000g durante 20 minutos,
sendo o pellet lavado com etanol 70% e incubado durante 30 minutos a temperatura
ambiente para secar. Seguidamente ressuspendeu-se em TEN buffer (10mM tris-HCI,
ImM de EDTA sddico, pH8) e permitiu-se que redissolvesse "overnight" a 4°C. A
solucdo obtida contendo DNA, foi distribuida por aliquotas e congelada a -20°C até ser
utilizada no método de PCR. Todos os reagentes foram adquiridos de Sigma (St.

Louis, MO, USA).

PCR-nested 15900

O PCR-nested foi efectuado com os primers derivados da sequéncia de insercio
1S900.

Na 1? corrida de PCR, foram usados os seguintes primers L1 (5'-CTT TCT TGA AGG
GTG TTC GG-3") e L2 (5'-ACG TGA CCT CGC CTC CAT-3"), que amplificaram
um fragmento de 398pb da IS900. Na 2* corrida, foram utilizados os primers AV1 (5’-
ATG TGG TTG CTG TGT TGG ATG G-3") e AV2 (5-CCG CCG CAA TCA ATC
CCA G-37). Estes primers amplificaram uma sequéncia de 298 pb a partir da
sequéncia interna do oligonucleétido de 398 pb obtido no 1° PCR.

A mistura reacional do 1° PCR consistiu em 5 pl do extracto da amostra de DNA com
um volume final de 50 pl, contendo o tampao de reaccao: 1,5 uM MgCl, (Promega,
Madison, WI, USA), 10% de dimetilsulfoxido (Sigma), 2 uM de cada primer L1 e L2,
200 uM de cada nucleétido dATP, dCTP, dGTP, dTTP e 3,5 U GoTaq Flexi DNA
polymerase (Promega). Como controlo positivo foi utilizado DNA extraido da estirpe
de MAP ATCC 43015. As condi¢oes da corrida foram: 1 ciclo a 94°C durante 5
minutos; 30 ciclos: a 94°C durante 1 minuto cada, a 58°C durante 1 minuto, a 72°C
durante 3 minutos; seguido de 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos. Para reduzir o risco
de amplificagdes de contaminagdes, os produtos do 1° PCR foram tratados com 1U de
uracyl-DNA glicosilase (Roche Applied Science, Penzberg, Germany) a temperatura

ambiente durante 10 minutos.
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O PCR-nested teve os mesmos reagentes da 1* mistura reaccional, mas foi colocado
em reacc¢do 5 pl do produto do 1° PCR em vez da amostra, 2 uM dos primers AV1 e
AV2 foram usados e¢ 400 uM de dUTP, em vez de dTTP. As condigdes da corrida
foram: 1 ciclo a 94°C durante 5 minutos; seguido de 40 ciclos: a 94°C durante 1
minuto, a 58°C durante 1 minuto, ¢ 72°C durante 3 minutos; seguido de 1 ciclo a 72°C
durante 7 minutos.

Os fragmentos de DNA com o tamanho esperado foram visualizados com SYBR safe

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) em gele de agarose a 3%.
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6. Resultados

As amostras positivas para o IS900 sdo identificadas por uma banda de 298 pb no gele
de agarose 3%.

Os resultados obtidos estdo sumarizados na tabela 1. Foi detectado DNA de MAP em
13 dos 29 individuos em estudo, dos quais 9 em 11 pacientes ¢ 4 de 18 controlos
correspondendo a 82% em pacientes com DC e 22% no grupo controlo.

Resultados da detec¢do de DNA de MAP em pacientes com DC e grupo controlo.

Resultados da detec¢ao de MAP

Controlos Pacientes com DC

Controlos

Pacientes com

DC
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7. Discussao

Como referido anteriormente, a associacdo entre MAPe a DC ainda nado foi
estabelecida, dado que muitas perguntas ainda estdo por responder. O que ¢ inegavel ¢
que a presenca no organismo humano de uma bactéria pertencente a familia
Mycobacterium ¢é um facto preocupante, aliada ao facto de esta bactéria ser
um patogénio entérico cronico para multiplos hospedeiros e estar reportada a sua
presenga na cadeia alimentar (Streeter et al, 1995).

A similaridade da DC em humanos com a DJ em bovinos revelada por dados
histopatologicos (inflamagdo entérica cronica, presenca de granulomas, infiltrados
inflamatdrios e espessamentos) ¢, pelo menos, sugestivoa de uma etiologia comum.
Embora a associa¢do entre MAP e DC ainda nao tenha sido provada, dados a seu favor
tétm surgido como resultado de investigagdo nesta darea, o que levou a
Food Standars Agency (FSA, USA) e o Comité¢ Cientifico da Unido Europeia a
examinar as evidéncias desta associacdo em 2002 (Rubery, E. 2002, European
Commission. 2000). Embora estes dois estudos tenham reportado que ainda ndo foi
encontrada uma associac¢do conclusiva, indicaram a necessidade de vigilancia do papel
do MAP, o que levou mesmo a FSA a estabelecer um programa com intuito de
determinar a presenca de MAP viavel na cadeia alimentar, nomeadamente em
lacticinios. As conclusdes revelam a presenca ocasional de MAP viavel na cadeia
alimentar (Report from the microbiological safety of food funders group 2006).

Uma das principais dificuldades tem sido a dificil detec¢do de MAP em pacientes com
DC. De facto, MAP, além de ser uma das espécies de crescimento mais lento
na familia Mycobacteriaceae, pode adoptar uma forma esferoplastica (deficiente na
parede celular), perdendo a alcool-acido resisténcia tipica das micobactérias. Formas
esferoplasticas foram ja isoladas (Chiodini et al., 1984) e detectadas (Chiodini et al.
1986) em pacientes com DC. A dificuldade em detectar MAP em pacientes com DC
pode ser explicada pela presenga destas formas que sdo muito dificeis de cultivar e ndo
coram pela coloracdo de Zhiel-Neelsen (Bernan et al., 2006). Recentemente foram

desenvolvidos métodos moleculares para identificagio de MAP em hospedeiros.
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Com o mapeamento do genoma de MAP e a descoberta do seu elemento de inser¢ao
especifico designado por IS900, a identificagdo de DNA de MAP por PCR tornou-se
mais simples. Porém estes métodos ndo apresentam uma taxa de identificagdo de
100%, mesmo se realizados a partir de amostras de animais com DJ diagnosticada e
confirmada, o que sugere a presenca de um niimero baixo de bacilos no hospedeiro.

Bull e colaboradores (Bull et al., 2003) identificaram DNA de MAP em bidpsias
intestinais de 92% de pacientes com DC, comparando com 26% em individuos

controlo.

O trabalho pratico desenvolvido na UFP utilizou o método de detec¢do proposto por
Bull et al. (2003) adaptado para a utilizagdo de amostras de sangue periférico, e
pretendeu investigar se a populacdo de doentes estudada (a primeira a ser estudada em
Portugal) apresentava uma prevaléncia semelhante a encontrada em outros estudos. O
estudo da prevaléncia de MAP nesta populagdo servira de base para detetar também
possiveis associacdes entre MAP e a observacdo de determinadas caracteristicas da

DC presentes nos pacientes estudados.

De forma a comparar, interpretar e integrar os resultados obtidos, efectuamos uma
pesquisa as meta-andlises sistemdticas existentes sobre a detec¢do de MAP em
pacientes com DC. Estas revelam uma grande percentagem de artigos excluidos por
falta de informagdo ou erros na metodologia, grupos de controlo inelegiveis, ou

duplicagdo de amostras (Feller et al., 2007).

Os resultados encontrados demonstram uma maior deteccdo de MAP em pacientes
com DC do que em grupos controlo, quer isentos de DII quer em pacientes com CU,

independentemente do método utilizado.

Na meta-analise efectuada por (Feller et al., 2007), sdo apresentados 18 estudos de
detec¢do de MAP por PCR, nos quais 2 ndo revelam associagdo com DC (Bernstein et
al., 2003; Rowbothan et al., 1995) e 11 sdao muito sugestivos desta associacao
(Dell’Isola et al., 1994; Autschbach et al., 2005; Bull et al., 2003; Hulten et al., 2001;
Lisby et al., 1994; Murray et al., 1995; Romero et al., 2005; Ryan et al., 2002;
Sanderson et al., 1992;, Sechi et al., 2005; Tiveljung et al.,1999).
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Pelo método de ELISA de detegao de antigénios de MAP no soro, sdao apresentados 13
estudos dos quais 3 ndo apresentam associagcdo (Cho et al., 1986; Tanaka et al., 1991;
Walmsley et al., 1996) e 6 sdo muito sugestivos da presenca de associagdo entre MAP
e DC (3 de Collins et al., 2000; Elsaghier et al., 1992; Suenaga et al., 1999; Thayer et
al., 1984).

Segundo a meta-analise realizada por Abubakar et al. (2008), em que os resultados sdo
semelhantes a realizada por Feller et al. (2007), o método de PCR ¢ considerado como
o mais fiavel, mas Bull et al. (2003) apresenta dados importantes de optimizacao desta
metodologia. Podemos salientar a optimizagdo da desagregacao da membrana celular,
(Herman-Taylor et al., 2000; Odumeru et al., 2001) e a correcta selec¢do de primers,
dado que outras micobactérias apresentam elementos de inser¢do parecidos com o
IS900 (Cousins et al., 1999; Englund et al., 2002) podendo originar resultados falso-

positivos.

Naser et al. (2004) afirma que os resultados inconstantes na deteccdo de MAP se
devem as diferentes metodologias utilizadas e aponta para o facto da ndo distingao
pelo método de PCR entre MAP morto e MAP viavel (Green et al., 1989; Lisby et al.,
1994). Neste artigo (Naser et al., 2004) foram obtidos resultados relevantes, dado que
apenas nos pacientes com DC e CU, e ndo nos individuos sem DII, foi obtido
crescimento de MAP em cultura no sistema BACTEC, enquanto que em todos os
grupos se detetou DNA de MAP. E provavel que nos individuos saudaveis

colonizados por MAP a bactéria tenha sido morta pelo sistema imune.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo aproximados dos descritos por Bull et al.
(2003) embora estejam condicionados pelo reduzido nimero de amostras realizadas
Porém, ¢ importante referir que Bull et al. (2003) utilizou amostras de bidpsias da
mucosa intestinal, enquanto que neste trabalho utilizamos sangue periférico. Num
estudo realizado por Naser et al. (2004) em que foi realizada detecio de DNA de MAP
em sangue periférico, foi obtida detec¢do de MAP em 46% em pacientes com DC e

44% em pacientes com CU.
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A prevaléncia de MAP nos pacientes com DC encontrada por Naser e colaboradores
foi inferior a obtida por nds, o que pode ser explicado pelo facto de aqueles autores
terem estudado pacientes em fase inativa da doenca, enquanto que neste trabalho

realizado na UFP as amostras foram de pacientes em fase ativa da DC.

Apoés as experiéncias realizadas por mim, o trabalho foi completado com outras
populagdes de doentes. Foi analisada a prevaléncia de MAP em pacientes com DC em
fase inativa da doenga, mas também em pacientes com CU quer em fase ativa quer em
fase inativa. Em fase ativa, a prevaléncia de MAP foi semelhante em pacientes com
DC e CU. No entanto, obteve-se uma maior prevaléncia de MAP em pacientes com
DC em fase inativa do que em pacientes com CU em fase inativa (Nazareth et al.,
2012 manuscrito em preparagdo). Estes dados sugerem que a igual prevaléncia de DC
e CU pode resultar de um aumento da permeabilidade intestinal nesta fase. No entanto,
a maior prevaléncia de MAP em pacientes com DC em fase inativa comparativamente
a pacientes com CU, confirma a associagdo de MAP com DC nesta populacdo

estudada.

No futuro, tornar-se-4 cada vez mais prioritario o estudo dos efeitos da infec¢do por
MAP em humanos suscetiveis. Os resultados obtidos em diferentes estudos revelam a
associagdo deste organismo com a DC estando, no entanto ainda por defenir se como
oportunista ou agente etioldgico. O aumento de conhecimento desta associacdao ¢ de
extrema impostancia dado o aumento de prevaléncia que a DC apresenta e a

morbilidade que acarreta.
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