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1 RESUMO 

 

Introdução: O microbioma é o conjunto de microrganismos, metabólitos, genes e 

ambiente no qual estão inseridos. O microbioma interage com o hospedeiro 

através de processos metabólicos e imunes, sendo influenciado pela dieta, 

genética, idade, níveis hormonais, medicamentos e geografia. O desequilíbrio da 

microbiota intestinal (disbiose) está associado a doenças frequentes nas 

glicogenoses hepáticas (GSD), tais como obesidade, doença inflamatória 

intestinal (IBD), diabetes, osteoporose e esteato-hepatite não alcóolica. As GSD, 

uma classe de erros inatos do metabolismo (EIM), são doenças genéticas raras 

do metabolismo do glicogênio. Esta tese foca nas GSD-Ia (G6PC), GSD-Ib 

(SLC37A4), GSD-III (AGL) e GSD-IX (PHAK), as quais são caracterizadas por 

defeitos na rota de degradação e são majoritariamente tratadas por intervenção 

dietética, com restrição de carboidratos de hidrólise rápida e administração 

frequente e periódica de amido de milho cru (AMC). 

Objetivo: Caracterizar a relação entre microbioma intestinal e erros inatos do 

metabolismo, com ênfase nas glicogenoses hepáticas.  

Metodologia: O estudo foi desenvolvido em quatro etapas. Etapa 1: revisão não 

sistemática da literatura tanto sobre microbiota intestinal e EIM, quanto microbiota 

e as classes de tratamentos mais utilizados nos EIM. Etapa 2: estudo 

experimental, transversal, controlado, com amostragem de conveniência, 

incluindo 24 pacientes geneticamente diagnosticados com GSD em tratamento 

com AMC e 16 controles hígidos. Os participantes deveriam ter idade ≥ 3 anos, 

sem sinais de infecção, não ter sido vacinado nos 15 dias antecedentes às 

coletas ou estar em tratamento com antibióticos, não ter sido indicado ou recebido 

transplante de órgãos. Controles deveriam ter mesmo sexo e idade similar (±1 

ano) aos pacientes. Amostras fecais e de sangue foram coletadas, e 

adicionalmente os participantes preencheram um registro alimentar de três dias e 

responderam a um questionário clínico. O DNA bacteriano fecal foi extraído e 

realizou-se o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA na plataforma Ion 

Torrent. Os dados do sequenciamento foram curados segundo a metodologia do 

BMP, classificados taxonomicamente, analisados em ambiente R (pacotes vegan 
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e phyloseq) e com o software MicrobiomeAnalyst. Os nutrientes da dieta foram 

quantificados com o software Nutribase e o pH fecal foi aferido com pHmetro 

eletrônico. A calprotectina fecal foi quantificada com kit comercial do tipo ELISA 

segundo as instruções do fabricante. Etapa 3: estudo experimental, transversal, 

controlado, com amostragem de conveniência, incluindo 27 pacientes (GSD-

Ia=16, GSD-Ib=06, GSD-III=02, GSD-IX=03) e 24 controles. Os critérios de 

inclusão foram os mesmos utilizados na etapa 2. Após a coleta de sangue dos 

participantes, 20 citocinas plasmáticas (G-CSF, GM-CSF, IFNy, GRO, IL-10, 

MDC, IL-13, IL-17A, IL-1α, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP1α, MIP-1β, 

TNFα, TNFβ e VEGF) foram quantificadas com kit comercial Multiplex Cytokine 

Assay (Luminex). Pacientes GSD-I, III e IX foram comparados aos controles, e os 

tipos de GSD foram comparados entre si, considerando características clínicas. 

Etapa 4: Análise in silico através de redes de IPP, utilizando-se os identificadores 

SLC37A4, G6PC, G6PC2, G6PC3, ITGAL, ITGAM, S100A8 e S100A9 como 

dados de entrada na ferramenta STRING. O software CytoScape foi utilizado para 

a análise de módulos, medidas de centralidade, ontologias e para a construção de 

redes secundárias de interação.  

Resultados: Etapa 1: Um dos principais fatores de associação entre microbioma 

intestinal e EIM é a dieta/tratamento, que normalmente é restrita e/ou 

sobrecarregada de forma específica nos EIM. Além disso, o microbioma intestinal 

possui forte associação com o fígado e cérebro, dois órgãos mais afetados nos 

EIM. Etapa 2: pacientes possuem uma menor diversidade e estrutura do 

microbioma fecal diferente dos controles em vários níveis taxonômicos. Pacientes 

apresentaram prevalência maior (p≤0,05) de IBD, obesidade/sobrepeso, consumo 

de medicamentos e calorias (majoritariamente do AMC) do que o grupo controle. 

Além disso, pacientes consumiam menos gorduras, cálcio, sódio e vitaminas, e 

apresentaram pH fecal mais ácido. A riqueza microbiana teve correlação com o 

pH (r=0,77; p=6,8e-09), consumo de carboidratos totais (r=0,6; p=4,8e-05) e 

açúcar (r=0,057; p=0,00013). Etapa 3: pacientes apresentaram níveis reduzidos 

(p≤0,05) de IL-4, MIP-1α, MDC, TNF-β e VEGF em comparação aos controles. 

Entre os pacientes, os níveis de citocinas diferiram (p≤0,05) conforme o tipo de 

GSD, presença de anemia, adenoma e níveis de triglicerídeos. Etapa 4: Nas 

redes de interação exclusivas da GSD-Ia, várias proteínas se conectaram aos nós 
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centrais. Dentre as proteínas, selecionou-se como de interesse TLR4, ITGAL, 

ITGAM, IL-6 e IL-10, os quais podem exercer um importante papel na interação 

entre microbiota, sistema imune e saúde do hospedeiro dentro do contexto das 

GSD.  

Conclusões: Pacientes com GSD hepática apresentam disbiose intestinal e um 

desequilíbrio na imunomodulação. Através das redes IPP foi possível identificar 

que as interações proteicas provavelmente alteradas na GSD-Ia compreendem 

proteínas relacionadas ao sistema imune, as quais podem atuar como 

moduladores na interação entre microbioma e hospedeiro.   
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1 ABSTRACT  

Introduction: The microbiome is defined as the entire habitat, including the 

microorganisms, their genomes and the surrounding environmental conditions. 

The gut microbiome interacts with the host mainly through metabolic and 

immunological processes and can be affected by several factors, such as diet, 

host genetics, age, sex, medicines, and geographic factors. Dysbiosis, an 

imbalance in the gut microbiome, is related to several multifactorial diseases like 

obesity, inflammatory bowel disease (IBD), diabetes, osteoporosis and non-

alcoholic fatty liver disease, which is commonly developed by patients with hepatic 

glycogen storage diseases (GSD). GSD are rare genetic diseases, a class of 

inborn errors of metabolism (IEM) that affect glycogen metabolic pathways. This 

study focuses on GSD-Ia (G6PC), GSD-Ib (SLC37A4), GSD-III (AGL) and GSD-IX 

(PHKA), all of them with an impaired degradation pathway. These GSD are mainly 

treated by dietetic intervention, restriction of fast-hydrolysis carbohydrates and 

frequent and periodic ingestion of uncooked cornstarch (UCCS).   

Objectives: To characterize the relation between the intestinal microbiota and 

IEM, with emphasis on hepatic GSD. 

Methods: This study was developed in four phases. Phase 1: Non-systematic 

review of studies about the gut microbiota and IEM, as well as the gut microbiota 

and the most common treatments for IEM. Phase 2: Experimental, cross-sectional, 

controlled study with 24 patients genetically diagnosed for hepatic GSD on UCCS 

treatment and 16 healthy controls sampled by convenience. As inclusion criteria, 

subjects should be 3 years or older, not presenting signs of infection, not 

vaccinated 15 days prior to samples collection, not be on antibiotics, not have 

been designated to receive or received organ transplant. Controls should be of 

similar sex and age (±1 year) to the patients. Fecal and blood samples were 

collected and subjects filled a three-day food record and answered a clinical 

questionnaire. After fecal DNA extraction and partial 16S rRNA sequencing, 

results were analyzed according to the BMP recommendations, taxonomically 

classified, analyzed on R environment (phyloseq and vegan packages) and 

Microbiome Analyst software. The nutrient intake was estimated through the 

Nutribase software, and the pH was measured by an electronic pH-meter. Fecal 
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calprotectin quantification was performed through commercial ELISA kit. Phase 3: 

Experimental, cross-sectional, controlled study with 27 patients with genetic 

diagnosis for hepatic GSD on UCCS treatment (Ia=16, Ib=6, III=2, IX=3) and 24 

healthy controls sampled by convenience. The inclusion criteria were the same as 

used in phase 2. Subjects collected 5 mL of blood and  20 blood cytokines (G-

CSF, GM-CSF, IFNy, GRO, IL-10, MDC, IL-13, IL-17A, IL-1α, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-

8, IP-10, MCP-1, MIP1α, MIP-1β, TNFα, TNFβ e VEGF) were quantified through a 

multiplex assay kit. Patients (I, III and IX) were compared with controls, and the 

GSD types were compared taking into account clinical features. Phase 4: In silico 

analysis of PPI networks using the identifiers/interactors SLC37A4, G6PC, 

G6PC2, G6PC3, ITGAL, ITGAM, S100A8 and S100A9 as input on STRING. 

CytoScape software was used to analyze modular structure, centrality measures 

and gene ontology terms.  

Results: Phase 1: The main factor of association between IEM and the gut 

microbiome is the diet/treatment, which is restricted/overloaded in a specific way 

on IEM. The gut microbiota has strong association with the liver and the brain, two 

of the most affected organs on IEM. Phase 2: The GSD microbiome was 

characterized by low diversity and distinct microbial structure. Patients had higher 

prevalence of IBD and overweight/obesity, usage of medicines, higher calories’ 

intake, mainly due the UCCS, and lower intake of fat, calcium, sodium, and 

vitamins than controls. Patients presented lower fecal pH than controls. The OUT 

abundance was correlated with fecal pH (r=0.77; p=6.8e-09), total carbohydrate 

(r=-0.6; p=4.8e-05) and sugar (r=0.057; p=0.00013) intakes. Phase 3: Patients 

presented reduced (p≤0.05) levels of IL-4, MIP-1α, MDC, TNF-β and VEGF. 

Cytokine level were different among patients according to GSD type (p≤0.05), 

presence of anemia, adenoma and triglyceride levels. Phase 4: The merged PPI 

network corresponding GSD-Ia exclusive network presented several interactions 

among immune system components. As interesting interactors were identified 

TLR4, ITGAL, ITGAM, IL-6 and IL-10. 

Conclusion: The GSD patients presented dysbiosis and an imbalance on 

immunomodulation. Through PPI networks it was possible to identify that altered 

PPI in GSD-Ia involving several proteins related to innate immune system, which 

can act as modulators on host-microbiome interaction.   
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2 INTRODUÇÃO 

 

2.1 O microbioma humano 

 

Nós nunca fomos indivíduos (Gilbert et al. 2012). A ideia de que humanos 

são seres holobiontes, em uma relação simbiótica com diversos microorganismos, 

vem ganhando força nos últimos anos. Não só as ciências naturais, mas também 

as ciências sociais- inclusive a filosofia e a sua incansável procura sobre a 

essência do ser- ganharam novos ares com o estudo do microbioma (Rees et al. 

2018).  

O microbioma considera fatores ambientais bióticos e abióticos, e pode ser 

definido como o habitat inteiro, incluindo microrganismos (Archaea, bactérias, 

fungos e vírus), seus genomas e as condições ambientais que o cercam. O 

microbioma é caracterizado pela aplicação de uma ou mais “-ômicas” 

(metagenômica, metabolômica, metatranscriptômica, metaproteômica) 

combinadas com dados clínicos e/ou ambientais (Marchesi and Ravel 2015).  

Em uma revisão atual, estima-se que o número de bactérias no corpo 

humano seja em torno de 3,8x1013-14, de mesma ordem que o número de células 

humanas, contendo uma massa aproximada de 0,2 kg (tendo como referência um 

homem de 70 kg) (Sender et al. 2016), e abrigando de 500-1.000 espécies 

bacterianas simultaneamente, as quais codificam em torno de 2.000 genes cada, 

superando, no total, em 100x os cerca de 20.000 genes codificados pelo 

organismo humano (Turnbaugh et al. 2007).  

O número de bactérias e os próprios fatores abióticos, tais como pH, 

possuem uma grande variação no corpo humano. Assim sendo, existe variedade 

intraindividual (Grice et al. 2009; Human Microbiome Project Consortium 2012), 

conforme a parte do corpo em que o microbioma está inserido e também 

interindivíduos, possuindo caráter próprio para microbiomas isolados de uma 

mesma parte do corpo de diferentes pessoas (Franzosa et al. 2015).  
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Até recentemente, assumia-se que o ambiente fetal era estéril, e que a 

colonização tinha início ao nascimento, com a passagem do bebê pelo canal 

vaginal materno. Entretanto, com o surgimento de tecnologias que permitiram a 

identificação de microrganismos sem a necessidade de cultura, após a detecção 

de microrganismos no cordão umbilical (Jiménez et al. 2005), placenta (Aagaard 

et al. 2014), líquido amniótico, membranas fetais (Steel et al. 2005) e mecônio 

(Stinson et al. 2019), levantou-se a possibilidade de que a colonização microbiana 

pode ser iniciada ainda no período intrauterino por transferência materna, embora 

alguns dados ainda sejam controversos (Theis et al. 2019) . 

Durante os três primeiros anos de vida o microbioma muda drasticamente, a 

partir de quando atinge a maturidade e tende a permanecer relativamente estável 

durante a idade adulta (Koenig et al. 2011), sendo únicos para cada pessoa. 

Embora únicos, ao longo da vida existirão flutuações nas taxas de crescimento e 

sobrevivência dos microrganismos em resposta a perturbações (mudança de 

dieta, uso de medicações, infecções, estilo de vida, etc), mas a microbiota e a 

estrutura original são resilientes, e tenderão a retornar a um estado similar ao 

anterior à perturbação, uma vez que cesse o estímulo (David et al. 2014a). Existe, 

portanto, uma estabilidade em curto e médio prazo, na ausência de agentes 

estressores (Voigt et al. 2015). Entretanto, em longo prazo, o microbioma sofre 

mudanças, variando conforme a idade (Odamaki et al. 2016; Yatsunenko et al. 

2012). Dentre os fatores que influenciam o microbioma, a genética e a dieta são 

de extrema importância e serão discutidos de forma mais detalhada nas seções 

posteriores. 

 

2.1.1 O microbioma intestinal humano 

 

O cólon abriga a maior parte do conteúdo bacteriano humano, contendo 

aproximadamente 1014 bactérias (Sender et al. 2016). As bactérias intestinais 

possuem funções metabólicas importantes, e fazem parte do metabolismo de 

glicanos, aminoácidos e xenobióticos, produção de metano, biossíntese de 

vitaminas (via metabólica 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato) e isoprenóides (Gill et al. 

2006). O metabolismo que entendemos como humano, na verdade compreende 
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um conjunto das atividades metabólicas humanas e bacterianas (Bäckhed et al. 

2005).  

A microbiota intestinal exerce funções de proteção, manutenção estrutural e 

metabólicas, e interfere diretamente na saúde do hospedeiro (O’Hara and 

Shanahan 2006). Estas interações serão abordadas de forma mais detalhada no 

tópico 2.2. A microbiota intestinal de um adulto é composta tipicamente de poucos 

filos, nos quais Bacteroidetes e Firmicutes são dominantes, seguidos por 

Proteobacteria, Verrucomicrobiota, Actinobacteria e Euryarchaeota (Eckburg et al. 

2005). Destes filos, Bacteroidetes e Actinobacteria tendem a ser mais estáveis, 

enquanto Firmicutes e Proteobacteria são mais suscetíveis a perturbações. A 

presença de determinados filos é consistente em longo prazo, embora suas 

abundâncias sejam sujeitas a mudanças (Faith et al. 2013). Entender como a 

microbiota intestinal afeta os estados de saúde e doença requer uma abordagem 

ecológica, considerando a comunidade como um todo e, portanto, um certo 

abandono do foco em patógenos individuais (Lozupone et al. 2012). 

 

2.1.1.1 A dieta e o microbioma intestinal  

 

A dieta e o microbioma estão intimamente relacionados, e a dieta o principal 

modulador do microbioma intestinal.  A influência da dieta sobre o microbioma 

tem início logo após o nascimento, com diferenças consideráveis entre os bebês 

alimentados exclusivamente com leite materno e aqueles alimentados de forma 

não-exclusiva. A diversidade, processos de maturação e abundância relativa de 

Bacteroidetes e Firmicutes são mais altos naquelas crianças alimentadas de 

forma não exclusiva, enquanto vias relacionadas ao metabolismo de vitaminas, 

lipídios e detoxificação são diminuídas neste mesmo grupo (Ho et al. 2018). De 

acordo com a meta-análise realizada por Ho e colaboradores (2018), um longo 

período de amamentação exclusiva também está associado com uma diminuição 

dos episódios de diarreia relacionados à disbiose intestinal, e essas diferenças 

não são restritas aos seis primeiros meses, permanecendo pelo menos até os 

dois anos de idade. Há, em bebês alimentados de forma exclusiva com leite 

materno por menos de dois meses, uma menor abundância relativa de 
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Actinobacteria, e o aumento de Firmicutes, bem como a queda na abundância 

relativa de Bifidobacteriaceae e Enterococcaceae e o aumento de 

Lactobacillaceae, Coriobacteriaceae, Prevotellaceae, Clostridiaceae, 

Erysipelotrichaceae e Lachnospiraceae (Ho et al. 2018).  

Além do tempo de amamentação exclusiva, o uso de fórmulas interfere na 

estrutura e diversidade do microbioma intestinal (Bezirtzoglou et al. 2011; Lee et 

al. 2015; Azad et al. 2016), e pode contribuir para o sobrepeso na infância (Forbes 

et al. 2018). Bebês alimentados exclusivamente com leite materno até os seis 

meses de idade possuem uma maior resiliência do microbioma intestinal e 

sucessão ecológica contínua, sendo menos afetados por fatores externos, tais 

como alimentação complementar e antibióticos (Carvalho-Ramos et al. 2018). 

A composição do microbioma muda drasticamente nos primeiros anos de 

vida. De maneira geral, dos 0 aos 9 meses de idade, bebês alimentados no peito 

possuem como maiores componentes da microbiota Actinobacteria e Firmicutes, 

enquanto em bebês alimentados por fórmulas predominam Actinobacteria e 

Bacteroidetes. Entretanto, independentemente de ser amamentado no peito ou 

por fórmulas, durante este período ainda existem poucas espécies bacterianas 

habitando o intestino. Dos 9 aos 18 meses, há o primeiro grande aumento de 

diversidade, com um aumento de bactérias produtoras de butirato e com 

dominância de Bacteroidetes e Firmicutes. Neste período ainda existe 

instabilidade devido ao grande fluxo da composição bacteriana. Já dos 18 aos 36 

meses ocorre a estabilização da formação do microbioma intestinal, com um novo 

aumento da diversidade das espécies bacterianas e da produção de butirato, com 

predominância de Bacteroidetes e Firmicutes, embora haja uma variação grande 

na abundância de Prevotella e Firmicutes dependendo do tipo de dieta adotada 

(Voreades et al. 2014).   

Os seis meses de idade são um ponto-chave na maturação da microbiota 

intestinal pois normalmente nesse período ocorre a introdução de comidas 

sólidas. Uma vez que as comidas sólidas são introduzidas, o tipo de dieta tem 

grande reflexo na proporção de Firmicutes/Bacteroidetes e ácidos graxos de 

cadeia curta produzidos (De Filippo et al. 2010). Dentre os muitos componentes 
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dietéticos, hipotetiza-se que dietas ricas em amido, oriundo de arroz, batata e 

grãos refinados predisponham a uma maior quantidade de Firmicutes e 

Actinobacteria, e a uma menor quantidade de Bacteroidetes, mas mesmo nessas 

dietas há o impacto do consumo e fonte de fibras oriundas de grãos integrais e 

vegetais (Jain et al. 2018). O microbioma responde de forma rápida a alterações 

na dieta, sobretudo quando há uma mudança nas quantidades de polissacarídeos 

de origem vegetal, alterando principalmente os níveis de Firmicutes (David et al. 

2014b). 

Os carboidratos são as fontes centrais para a fermentação microbiana 

intestinal, e podem ser obtidos através de diferentes fontes: glicanos  oriundos da 

dieta ou derivados do hospedeiro (como a mucosa colônica), sintetizados por 

outros micróbios que são de origem alimentar, como a parede celular de 

leveduras ou de outros residentes intestinais ou, ainda, de material vegetal, como 

as fibras dietéticas, as quais são a fonte mais comum para a microbiota de muitos 

seres humanos (Sonnenburg and Sonnenburg 2014). O consumo de fibras 

(principalmente envolvendo frutanos e galacto-oligossacarídeos) afeta 

diretamente a microbiota e está associado ao aumento da abundância fecal dos 

gêneros Bifidobacterium (Actinobacteria) e Lactobacillus spp. (Firmicutes), e ao 

aumento da produção de butirato, sem interferir na alfa-diversidade (So et al. 

2018).  

Dietas pobres em fibras, tais como a dieta ocidental típica, estão diretamente 

associadas à degradação da barreira mucosa colônica, uma defesa primária 

contra patógenos entéricos (Desai et al. 2016). As dietas ocidentais 

(caracterizadas por um alto consumo de gorduras animais, principalmente ácido 

graxo poli-insaturados ω-6, açúcares refinados e carne, e baixo consumo de 

frutas e vegetais) são pobres em carboidratos acessíveis à microbiota e ricas em 

alimentos ultraprocessados e aditivos alimentares, os quais estão relacionados à 

ruptura do equilíbrio intestinal e ao desenvolvimento de doenças metabólicas e 

inflamatórias, como diabetes, obesidade (Zinöcker and Lindseth 2018) e doenças 

inflamatórias intestinais (Limdi 2018). Embora a maior parte dos estudos 

associem a dieta a doenças tradicionalmente ligadas aos hábitos alimentares e ao 

trato digestivo, a ruptura do equilíbrio microbiano via alimentação tem 
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associações com doenças e microbiomas em sítios distais, tais como doenças 

alérgicas das vias aéreas, alterações na hematopoiese (Trompette et al. 2014), 

câncer de mama e alteração do microbioma das glândulas mamárias (Shively et 

al. 2018). 

Além do tipo e da composição dos carboidratos, o consumo de vitaminas, 

principalmente as pertencentes ao grupo B e folato têm o potencial de alterar a 

microbiota intestinal (Maynard et al. 2018; Gurwara et al. 2019). Apesar de alguns 

grupos bacterianos serem capazes de sintetizar as principais vitaminas 

necessárias ao seu metabolismo de forma total ou parcial (Magnúsdóttir et al. 

2015), a comunidade microbiana como um todo compete com o hospedeiro pelas 

vitaminas de síntese microbiana mais restrita, como a vitamina B12, por exemplo 

(Degnan et al. 2014). A vitamina B12 consumida pelo hospedeiro é apenas 

parcialmente absorvida no intestino delgado, e o excedente é utilizado, em parte, 

pela comunidade bacteriana. Essa disponibilidade de vitaminas produzidas 

apenas por poucos membros da microbiota atua como modulador para as 

populações não produtoras (Magnúsdóttir et al. 2015), e, dependendo da 

quantidade, pode estar envolvida em processos de patogênese microbiana 

(Rowley and Kendall 2019).  

 

2.1.1.2 A genética e o microbioma intestinal 

 

 A composição da microbiota intestinal é mais influenciada pela proximidade 

genética entre duas populações, enquanto a abundância relativa sofre uma 

influência maior de fatores geográficos (Hansen et al. 2019). Pesquisas com 

gêmeos mono e dizigóticos demonstram que existem taxas influenciados pela 

genética do hospedeiro, mas que essa herdabilidade é limitada (Goodrich et al. 

2014). Os genes que possuem maior influência sobre a microbiota intestinal são 

aqueles ligados ao metabolismo e ao sistema imune (Dąbrowska and Witkiewicz 

2016).  

Em uma expansão do estudo original realizado em 2014, Goodrich e 

colaboradores (2016) identificaram e confirmaram que diversos genes e bactérias 

estão correlacionados. A família Christensenellaceae permaneceu como o taxa 
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mais influenciado pela genética do hospedeiro, incluindo o gênero 

Metanobrevibacter. Este gênero é particularmente interessante por apresentar 

uma correlação positiva com uma alfa diversidade maior. Uma outra importante 

associação é entre Bifidobacterium e o gene LCT (lactase), de forma que em 

pessoas cuja lactase deixa de ser produzida após o desmame possuem mais 

Bifidobacterium do que aquelas que são lactase-persistentes (Goodrich et al. 

2016).  

Algumas relações podem ser explicadas pelo aporte de substrato para as 

reações de fermentação bacterianas, como é o caso de Bifidobacteria e da 

lactose, acima descrito. Outras, no entanto, possuem um mecanismo mais 

complexo, como no caso dos genes que afetam o sistema imune e participam do 

reconhecimento do próprio e não-próprio, e dos loci de herança quantitativa. 

Recentemente, verificou-se que parte do efeito das variantes genéticas que 

elevam o risco para doença inflamatória intestinal provavelmente são mediados 

por um efeito sobre a microbiota (Aschard et al. 2019). Entretanto, evidências de 

que genética e o microbioma estão intimamente relacionados existem em estudos 

mais antigos, como, por exemplo, na associação entre loci genômicos que 

predispõem à obesidade e à plasticidade de taxa bacterianos em resposta a 

diferentes dietas (Parks et al. 2013). Estudos como este sugerem que a 

manipulação bacteriana intestinal pode ser uma terapia efetiva para superar a 

suscetibilidade gênica à algumas doenças (Aschard et al. 2019), uma vez que as 

bactérias, em alguns casos, parecem modular a susceptibilidade do hospedeiro a 

fatores ambientais, intervenções dietéticas e doenças. 

 

2.2 Interação entre microbioma intestinal e hospedeiro 

 

As bactérias intestinais produzem metabólitos que agem diretamente sobre 

o hospedeiro, estando ligadas à síntese e absorção de várias vitaminas, 

transformação de ácidos biliares (Molinero et al. 2019), metabolismo de 

xenobióticos (Clarke et al. 2019), digestão de carboidratos não digeríveis pelo 

organismo humano e síntese de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), os quais 

atuam na regulação de vários processos fisiológicos do hospedeiro (den Besten et 

al. 2013; Molinero et al. 2019). A interação entre microbioma e hospedeiro, 
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entretanto, é um eixo bidirecional e ocorre tanto pela resposta bacteriana frente 

aos metabólitos gerados pelo hospedeiro (David et al. 2014b; Ríos-Covián et al. 

2016) quanto pelas respostas fisiológicas do hospedeiro frente aos metabólitos 

bacterianos (Lakhan and Said 2017; Murugesan et al. 2018). A evidência é de que 

esses processos de interação se iniciem ainda na fase uterina, exercendo impacto 

sobre aspectos básicos da fisiologia humana, tais como no desenvolvimento de 

órgãos como o coração (Guzzardi et al. 2019). Esta intrincada relação tem levado 

ao surgimento do estudo de eixos bidirecionais mais específicos, tais como o eixo 

microbioma-cérebro-intestino (Wiley et al. 2017; Dinan and Cryan 2017; Pan et al. 

2019), o eixo intestino-fígado (Hamoud et al. 2018) e, de forma mais recente, o 

eixo músculo-intestinal (Ticinesi et al. 2017; Grosicki et al. 2018).  

A dieta do hospedeiro é determinante quanto à quantidade e qualidade de 

substratos para as reações metabólicas bacterianas, e pode ser encarada como 

um fator chave na manutenção de uma relação saudável entre microbiota e 

hospedeiro (Zhang et al. 2018). É pelo processo de fermentação de carboidratos 

não digeríveis pelos humanos que as bactérias geram os AGCC, principalmente 

acetato, butirato e propionato (den Besten et al. 2013). Estes metabólitos são 

capazes de influenciar uma miríade de reações fisiológicas no organismo humano 

(Roy et al. 2006; den Besten et al. 2013), sendo, em última instância, reguladores 

globais da acetilação de histonas e processos de metilação no cólon, fígado e 

tecido adiposo branco, interferindo na expressão de mais de 600 genes, com 

ontologias ligadas ao armazenamento lipídico, sensibilidade à insulina e sistema 

imune (Krautkramer et al. 2016). 

O sistema imune, por sua vez, é o mecanismo de interação entre 

microbiota e hospedeiro mais estudado, e talvez o mais complexo. Nos últimos 

anos, a imunologia vem sendo revolucionada pelo crescimento no entendimento 

do papel fundamental da microbiota na indução, educação e função do sistema 

imune humano (Belkaid and Harrison 2017). Patologias como alergias, doenças 

inflamatórias e imunológicas, na maioria das vezes, surgem da falha no controle 

do sistema imune de evitar respostas danosas contra o próprio, contra antígenos 

ambientais ou oriundos da microbiota. Além disso, alterações na composição e 

função da microbiota como resultado do uso de antibióticos ou de mudanças 
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dietéticas alteram os padrões de interação, de forma que essa relação é 

contextual, e um mesmo micróbio pode ter uma relação de mutualismo ou de 

parasitismo, de acordo com o estado nutricional, co-infecção ou panorama 

genético do hospedeiro (Belkaid and Hand 2014).   

A manutenção da homeostase entre hospedeiro e microbiota deve-se, em 

grande parte, à integridade da barreira intestinal. Composta por células epiteliais, 

muco, imunoglobulina A e peptídeos antimicrobianos, a barreira intestinal 

minimiza o contato entre microrganismos e células do epitélio, limitando a 

inflamação tecidual e a translocação de bactérias intestinais. As bactérias, por sua 

vez, secretam AGCC, os quais inibem a ativação de neutrófilos. Além disso, o 

butirato é um potente modulador entérico da atividade de células T (Belkaid and 

Hand 2014). Uma vez rompida a homeostase do sistema, as consequências 

poderão ser locais ou sistêmicas, afetando os mais diversos órgãos. O fígado é 

um dos órgãos mais afetados, uma vez que 80% do sangue circulante neste 

órgão é oriundo da veia porta, a qual drena intestino, baço e pâncreas (Belkaid 

and Naik 2013). Então, apesar de não estar em contato direto com as bactérias 

intestinais, a função imune hepática é condicionada pela exposição constante a 

ligantes ou metabólitos dela originados, e o fígado atua como um sensor de 

alterações súbitas na microbiota, traduzindo essas mudanças para o sistema 

metabólico e imunológico (Crispe 2009).  

Recentemente, houve a descrição de que metabólitos bacterianos seriam 

capazes de interagir diretamente com organelas celulares, sendo capazes de 

modular processos mitocondriais (Han et al. 2019). Sabe-se que processos de 

fissão e fusão mitocondrial são, pelo menos parcialmente, controlados pela 

disponibilidade de nutrientes e que respondem a sinais metabólicos celulares. 

Ainda que utilizando modelo simplificado de interação, essa hipótese tem por 

base a descrição de respostas mitocondriais a betaína, metionina e homocisteína 

bacterianas, as quais possuem a capacidade de regular a homeostase do 

depósito lipídico em Caenorhabditis elegans (Lin and Wang 2017); e também a 

resposta mitocondrial ao ácido colânico neste mesmo modelo experimental. O 

ácido colânico bacteriano, após sofrer endocitose pelas células intestinais, 

aumenta os processos de fragmentação mitocondrial e de repostas a proteínas 
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mal dobradas (UPRmt) por influência gênica (via DRP‐1 e ATFS‐1, 

respectivamente), causando um aumento no tempo de vida e protegendo conta 

patologias associadas à idade, como progressão de tumores de células 

germinativas e acumulação tóxica de proteínas beta-amiloide em C. elegans (Han 

et al. 2017). 

De forma geral, com o estudo das comunidades microbianas independente 

de cultura tornou-se possível avaliar a real dimensão da riqueza microbiana que o 

corpo humano abriga, o valor e a extensão de suas interações. Ainda que 

atualmente estejamos muito aquém da completa compreensão dos seus 

mecanismos de ação e modos de interação, já é possível vislumbrar o amplo 

espectro de sua influência nos estados de saúde e doença humanos, e o 

potencial terapêutico que ela abriga (Barrea et al. 2019). Não por acaso, há um 

crescente corpo de estudos envolvendo transplante fecal (Cold et al. 2019; Tariq 

et al. 2019), uso de pré e probióticos (Suzumura et al. 2019), e mecanismos de 

ação de medicamentos já conhecidos sobre o microbioma (Greenhill 2019; Liao et 

al. 2019). 

 

2.3 Erros Inatos do Metabolismo 

 

Os erros inatos do metabolismo (EIM) são um conjunto heterogêneo de 

desordens genéticas, herdadas ou oriundas de mutações espontâneas 

(Jeanmonod and Jeanmonod 2019), causadas por mutações em genes que 

codificam proteínas ou enzimas com função metabólica, causando a disfunção de 

uma via. A maioria dos EIM é herdada de forma autossômica recessiva, embora 

existam formas autossômicas dominantes e desordens ligadas ao X. A clínica dos 

EIM surge da acumulação do substrato tóxico, deficiência do produto ou de 

ambos. Normalmente a doença se manifesta ainda na infância, mas dependendo 

da atividade residual da enzima o aparecimento da clínica pode ocorrer somente 

na idade adulta (Ezgu 2016). 

Ainda que um EIM seja caracterizado por um único gene defeituoso, 

normalmente há presença de um espectro fenotípico dentro de uma mesma 

doença, não havendo relação clara entre genótipo e fenótipo para a maior parte 
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dos casos. Este fato acabou lançando as bases para o estudo dos EIM como 

desordens complexas, onde fatores ambientais, tais como alimentação, 

exercícios, epigenética e microbioma podem exercer influência sobre o fenótipo 

apresentado (Argmann et al. 2016).  

Os EIM são agrupados em grandes classes, dependendo do tipo de 

metabolismo envolvido. O agrupamento clássico compreende quatro classes 

gerais: doenças no metabolismo de carboidratos, metabolismo de aminoácidos, 

metabolismo de ácidos orgânicos e doenças de depósito lisossômico (Das 2013). 

Entretanto, uma classificação mais específica, como a realizada pela “Society for 

the Studies of Inborn Errors of Metabolism” (SSIEM), categoriza os EIM 

hierarquicamente em 15 grandes classes, posteriormente subclassificadas, onde 

os EIM nos grupos pertencem à mesma via metabólica, possuem características 

clínicas similares, são detectados pelo mesmo procedimento diagnóstico e 

tratados por princípios similares de intervenção de emergência e manejo em 

longo prazo (SSIEM).  

As estratégias de tratamento dos EIM variam conforme a doença, e podem 

ser realizadas com dietas especiais, terapia de reposição enzimática, inibição do 

substrato ou transplante de órgãos, cada qual utilizado isoladamente ou em 

conjunto (Schwartz et al. 2008). 

 

2.3.1 Doenças do metabolismo de carboidratos: as glicogenoses 

  

As glicogenoses (GSD) são um grupo de doenças pertencentes à classe 

de desordens do metabolismo de carboidratos envolvidos nas vias de síntese e 

degradação do glicogênio. Atualmente, existem 20 tipos de GSD pela 

classificação do SSIEM. Os órgãos mais afetados são o fígado, músculo 

esquelético, coração e, algumas vezes, o sistema nervoso central; mas pode 

haver envolvimento de diferentes órgãos, de forma que a classificação depende 

não só da deficiência enzimática envolvida, mas também dos órgãos afetados 

(Vega et al. 2016). 
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Em uma classificação prática, as GSD podem ser divididas entre aquelas 

de manifestação majoritariamente hepáticas ou musculares. Nas GSD hepáticas 

(tipos 0, I, III, IV, VI, IX e XI), a manifestação primária é a hipoglicemia ao jejum. É 

importante ressaltar que na forma clássica de GSD tipo IV, só há hipoglicemia 

após a falência hepática, ocasionada por cirrose (Kishnani et al. 2014; Weinstein 

et al. 2018). Já nas GSD classificadas como musculares (tipos II, III, IV, V, VII e 

X), a manifestação primária é a presença de fraqueza muscular e/ou de câimbras 

musculares. A GSD tipo III é a única com características hepáticas e musculares 

de forma concomitante (Weinstein et al. 2018). As manifestações clínicas e o 

perfil laboratorial dependerão das vias afetadas, tanto pela ausência da proteína 

quanto pelas rotas compensatórias utilizadas pelo organismo. Detalhes sobre este 

tópico serão feitos na seção a seguir, apenas para as GSD de interesse nesta 

tese. 

 

2.3.2 As glicogenoses hepáticas e seu tratamento 

 

A glicose é a principal forma de energia circulante na corrente sanguínea. 

A maior parte dos processos de obtenção de energia celular residem na difusão 

da glicose através de membranas celulares. A difusão é facilitada por 

transportadores (GLUT), e uma vez dentro da célula, a glicose é fosforilada à 

glicose-6-fosfato (G6P), o que a impede de sair. Em órgãos responsáveis pela 

normoglicemia (fígado, rins e em menor grau, intestino), em condições de jejum, a 

G6P é formada a partir da quebra do glicogênio ou da formação de glicose a partir 

de outros precursores metabólicos (glicogenólise e gliconeogênese, 

respectivamente). A G6P formada por estas vias é processada pela enzima de 

retículo multimérica glicose-6-fosfatase (G6Pase), formando glicose e fosfato. A 

glicose recém-formada retorna ao citoplasma celular via transportador e é liberada 

na corrente sanguínea, mantendo os níveis de glicose circulante.  

Como característica em comum, todas as GSD hepáticas acumulam 

glicogênio no fígado e há ocorrência de hipoglicemia ao jejum. Dentre as 

glicogenoses hepáticas, os tipos mais comumente diagnosticados são o I, III e IX 

(Ozen 2007; Hicks et al. 2011). Defeitos na rota de degradação do glicogênio para 



 

29 

 

as GSD de interesse nesta tese estão representados na figura 1 e serão descritos 

de forma detalhada abaixo. 

 

 

Figura 1. Representação das glicogenoses tipo Ia, Ib, III e IX e etapas 

metabólicas comprometidas. G6P: glicose-6-fosfato; G1P: glicose-1-fosfato; 

Frutose-1,6-P2: Frutose-1,6-bisfosfato; G6Pase: glicose-6-fosfatase; G6PT: 

transportador de glicose-6-fosfato; G6PC: subunidade catalítica 1 de glicose-6-

fosfato. GSD: glicogenose.  Fonte: modificado de Yang Chou e Mansfield 1999. 

A GSD tipo I (GSD-I) subdivide-se em GSD-Ia e GSD-Ib, e ambos são 

disfunções da G6Pase. Esta enzima é, na verdade, uma proteína integral de 

membrana complexa, composta por subunidades catalíticas para seu substrato 

(G6P) e transportadores para seus produtos (glicose e fosfato inorgânico).  

As subunidades catalíticas são codificadas por três genes: G6PC, G6PC2 

e G6PC3. O gene G6PC causa a GSD-Ia, a qual corresponde a cerca de 80% dos 
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casos de GSD do tipo I (Janecke et al. 2001), é majoritariamente expresso nos 

tecidos hepático, renal e intestino delgado, mas também é expresso, ainda que 

em baixos níveis, no duodeno e na vesícula biliar (NCBI, Gene ID: 2538). Já a 

subunidade codificada pelo gene G6PC2 é expressa nas ilhotas pancreáticas 

(ilhotas de Langerhans), e em menor grau nos testículos, estômago e duodeno. 

Até o momento, não há atividade de fosfo-hidrolase associada à essa 

subunidade, mas ela é um alvo importante na diabetes quando há autoimunidade 

mediada por células. Embora vários transcritos alternativos tenham sido descritos, 

a sua validade biológica ainda não foi determinada (NCBI, Gene ID: 57818). 

Enquanto a expressão do G6PC2 é localizada, a expressão do gene G6PC3 é 

ubíqua, com grande atividade catalítica associada. Mutações de caráter recessivo 

nesta subunidade causam neutropenia congênita severa (NCBI, Gene ID: 92579). 

Defeitos na subunidade transportadora de G6P da G6Pase causam a 

GSD-Ib. Esta subunidade é codificada pelo gene SLC37A4, e defeitos que a 

afetam inviabilizam a atividade de todas as subunidades catalíticas. Por esta 

razão,  além dos sintomas da GSD-Ia, alguns sintomas são tipicamente atribuídos 

à GSD-Ib, oriundos da disfunção imunológica causada pelo bloqueio da atividade 

das outras subunidades (Kim et al. 2006), como a presença de neutropenia 

contínua ou intermitente, doença inflamatória intestinal e infecções recorrentes 

(Visser et al. 2012). A neutropenia da GSD-Ib é caracterizada pela apoptose 

aumentada dos neutrófilos (Kuijpers et al. 2003) e stress do retículo, com a 

contagem de neutrófilos no sangue periférico sendo inversamente proporcional ao 

grau de inflamação (Visser et al. 2012). Nestes pacientes, a administração de G-

CSF é utilizada para aumentar a contagem de neutrófilos (Ishiguro et al. 1993; 

Calderwood et al. 2001), e, embora não aumente a quimiotaxia celular (McCawley 

et al. 1994), em alguns casos, foi capaz de resolver a doença inflamatória 

intestinal (Alsultan et al. 2010) 

A GSD tipo III (GSD-III) é causada por deficiência da enzima 

desramificadora do glicogênio (AGL). Na GSD tipo III, parte do glicogênio é 

quebrado normalmente. A gliconeogênese não é afetada, e exibe uma atividade 

compensatória, utilizando energia de ácidos graxos e outros precursores (Chen 

and Weinstein 2016). Portanto, o acúmulo hepático é menor e a hipoglicemia 
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geralmente é menos severa que aqueles causados pela GSD-I, apesar de haver 

risco de cirrose, adenomas e carcinomas (Sentner et al. 2016), mesmo em 

pacientes assintomáticos (Oterdoom et al. 2015). 

O tipo IX é causado pela deficiência da enzima fosforilase quinase, uma 

enzima multimérica formada por quatro subunidades (α, β, γ e δ), cada qual 

codificada por um ou mais genes. O gene afetado determinará se a deficiência 

será hepática, muscular ou se afetará os dois tecidos, e também o padrão de 

herança da doença. Os genes PHKA1 e PHKA2 codificam para a subunidade α, 

com modo de herança ligado ao X. Defeitos em PHK1 levam à manifestação 

muscular da doença, enquanto defeitos em PHK2 possuem manifestação 

hepática e são o tipo mais comum de GSD-IX. Os outros dois genes são 

herdados de modo autossômico recessivo. O gene PHKB codifica para a 

subunidade β, e causa deficiência hepática e muscular. Um terceiro gene, 

PHKG2, codifica para a subunidade γ e causa a deficiência no tecido hepático. 

Mutações nos genes que codificam para a subunidade δ não são conhecidas 

(Herbert et al. 1993). De maneira geral, o tratamento das GSD hepáticas busca 

eliminar a ocorrência de hipoglicemias, e prevenir distúrbios metabólicos 

secundários e o depósito de glicogênio no fígado através de restrição de 

carboidratos de hidrólise rápida e da administração frequente e periódica de 

amido de milho cru (AMC).  

A ingestão de AMC foi introduzida em 1984, a fim de tratar a hipoglicemia 

em pacientes de GSD-I (Chen et al. 1984), mas hoje é recomendada também 

para os outros tipos de GSD hepáticas (Chen and Weinstein 2016).  A quantidade 

de AMC ingerida varia conforme a idade e o peso do paciente, sendo altamente 

personalizado. Ajustes são feitos com base no relato dos pacientes, atividades 

físicas praticadas, e avaliação rigorosa do controle metabólico, baseado em 

medidas de glicemia diárias (Kishnani et al. 2014). Nos tipos de GSD em que a 

gliconeogênese está intacta, as restrições dietéticas são menos severas, e uma 

dieta hiperproteica também é recomendada (Chen and Weinstein 2016). As 

principais manifestações clínicas e linhas gerais de tratamento para as GSD 

supracitadas podem ser encontradas na Tabela 1. 
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Tabela 1. Principais características das glicogenoses (GSD) hepáticas de 

interesse nesta tese. 

Tipo de 
GSD 

(OMIM#)   
Proteína afetada 

Gene 
(modo de 
herança)  

Principais manifestações 
clínicas 

Linhas gerais 
de tratamento 

GSD-Ia 
(232200) 

Glicose-6-
fosfatase 

(subunidade 
catalítica) 

G6PC (AR) 

Hipoglicemia ao jejum, 
hepatomegalia, retardo no 
crescimento, hiperlipidemia. 
Pode haver: densidade 
mineral óssea reduzida, 
anemia, adenoma hepático, 
sobrepeso, síndrome 
metabólica, disfunção 
plaquetária e disfunção 
renal, hipertensão pulmonar 
e sistêmica, deficiência de 
vitamina D  

AMC 
Restrição de 
galactose, 
frutose, lactose 
e sacarose 
Alopurinol 
Citrato  

GSD-Ib 
(232220) 

Glicose-6-Fosfato 
translocase 

SLC37A4 
(AR) 

Similar à Ia, mais 
neutropenia, infecções 
recorrentes e doença 
inflamatória intestinal, 
disfunção da tireoide 
(autoimune e 
hipotireoidismo) 

AMC 
Restrição de 
galactose, 
frutose, lactose 
e sacarose 
G-CSF 
Mesalazina 

GSD-III 
(232400) 

Enzima 
desramificadora 
do glicogênico 

AGL (AR) 

Hipoglicemia ao jejum, 
hepatomegalia, retardo no 
crescimento, hiperlipidemia, 
cirrose hepática, carcinoma 
hepatocelular 

AMC 
Dieta 
hiperproteica 
Restrição de 
sacarose 

GSD-IXα 
(306000) 

Fosforilase 
quinase 

(subunidade α) 

PHKA2 
 (XL) 

Hipoglicemia ao jejum, 
hepatomegalia, retardo no 
crescimento, hiperlipidemia 
leve 

AMC 
Dieta 
hiperproteica 
Evitar grandes 
quantidades de 
sacarose 

GSD-IXc 
(613027) 

Fosforilase 
quinase 

(subunidade γ) 
PHKG2 (AR) 

Hipoglicemia ao jejum, 
hepatomegalia, retardo no 
crescimento, hiperlipidemia 
leve 

AMC 
Dieta 
hiperproteica 
Evitar grandes 
quantidades de 
sacarose 

AR: autossômico recessivo; XL: ligado ao X; AMC: amido de milho cru; G-CSF: fator estimulante de 

granulócitos. Fonte: OMIM, Kishnani et al. 2014; Sentner et al. 2016; Chen and Weinstein 2016. 

O uso do AMC é o tratamento mais comum e presente nas diretrizes de 

manejo; entretanto, existem outras formas de terapias dependendo do tipo de 

glicogenose e das comorbidades presentes, tais como o uso de amidos 

modificados (Correia et al. 2008; Ross et al. 2015) (ClinicalTrials ID: 
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NCT02318966), dieta cetogênica (Valayannopoulos et al. 2011; Brambilla et al. 

2014) e transplante de órgãos (Marega et al. 2011; Maheshwari et al. 2012; Choi 

et al. 2016; Zobeiri 2017). Além destas, estão em fase experimental alternativas 

terapêuticas como a utilização de terapia gênica (ClinicalTrials ID: 

NCT03517085), o uso do polvilho doce como fonte de amido (ClinicalTrials ID: 

NCT03871673) e a reposição de anapleróticos do ciclo de Krebs (ClinicalTrials ID: 

NCT03665636).  

 

2.4 Estudos sobre microbiota e microbioma nas glicogenoses  

  

Os estudos existentes sobre microbiota e microbioma nas GSD são 

poucos. Buscas nas bases de dados do PubMed e Google Acadêmico retornam 

apenas 3 artigos, todos nos últimos 5 anos. Um breve resumo de cada um deles 

pode ser encontrado abaixo.  

O estudo mais robusto quanto à microbiota nestes pacientes é 

odontológico e compreende a análise da microbiota oral, onde 53 pacientes 

(Ia=11, Ib=02, III=04, IX=12) tiveram placas supragingivais e subgingivais 

coletadas e foram avaliados em relação às espécies cariogênicas e 

peripatogênicas por sequenciamento da região V3-V4 do gene 16S rRNA e PCR 

quantitativo. Pacientes alimentados por via oral apresentaram médias maiores de 

espécies cariogênicas e espécies associadas à saúde periodontal, enquanto os 

pacientes alimentados por tubos de gastrostomia apresentaram maiores níveis de 

peripatógenos. A hipótese é de que o amido, uma vez que libera glicose 

lentamente, ajuda na formação de biofilmes na superfície dental. Entretanto, 

ingestão frequente de glicose e seu posterior metabolismo nos biofilmes orais 

resultariam na produção de ácido, o que leva à desmineralização do esmalte e ao 

posterior desenvolvimento de cáries dentais (Garcia et al. 2016).   

Os outros dois estudos são relatos de caso. O primeiro deles descreve o 

uso do probiótico comercial VSL#3 em um paciente de 36 anos com GSD-Ia 

diagnosticado com doença inflamatória intestinal (Crohn-like) por endoscopia e 

biópsia intestinal. O probiótico utilizado é um dos probióticos comerciais mais 

estudados até o momento. Por quatro semanas o paciente foi tratado com uma 
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unidade do probiótico a cada 12h (2/24h), seguido por um período de 72 horas 

sem tratamento. Após as 72 horas, por uma semana administrou-se novamente 

duas unidades a cada 12 horas (2/24h), e na semana seguinte, uma unidade do 

probiótico por dia por mais uma semana. O probiótico, quando utilizado a cada 12 

horas, foi associado à redução dos episódios de diarreia e dor abdominal, bem 

como à melhor absorção de nutrientes e redução de importantes marcadores 

clínicos da glicogenose em questão. Um aumento de gama glutamil transferase 

foi relatado (Carnero-Gregorio et al. 2018). 

O outro relato de caso diz respeito a uma paciente tratada com transplante 

fecal. A paciente, de 21 meses de idade, possuía diagnóstico de GSD-II (maltase 

ácida, lisossômica, OMIM #232300) e imunodeficiência de células B, com 

infecção recorrente por Clostridium difficile refratária a antibioticoterapia. A mãe 

doou 11g de fezes para o transplante, e, após o procedimento, houve resolução 

dos sintomas e cura sustentada por 5 anos (até a publicação do estudo) (Dow and 

Seed 2018). 

 

2.5 Estudos sobre microbioma e manifestações secundárias das 

glicogenoses hepáticas 

 

A maior parte dos pacientes com glicogenoses hepáticas diagnosticados 

são do tipo I. Estes pacientes possuem uma tendência ao sobrepeso e à 

obesidade, cuja etiologia ainda não é completamente esclarecida (dos Santos et 

al. 2017). Além disso, pacientes com GSD-Ia possuem um risco aumentado para 

o desenvolvimento de doença óssea (Minarich et al. 2013), síndrome metabólica 

(Melis et al. 2015) e surgimento de adenoma hepatocelular, os quais podem sofrer 

malignização (Franco et al. 2005; Cho et al. 2018) e necessitar de transplantes 

(Faivre et al. 1999). Os pacientes do tipo Ib, por sua vez, além da obesidade, 

possuem risco aumentado para doença inflamatória intestinal (Visser et al. 2000; 

Melis et al. 2003) e doenças autoimunes de tireóide (Melis et al. 2007; Melis et al. 

2017). Os tipos III e o tipo IX são metabolicamente menos comprometidos, mas 

também existe o risco de doença hepática (Leuzinger Dias et al. 2019) com 

cirrose e posterior evolução para carcinoma hepatocelular (Demo et al. 2007). 
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A obesidade está associada a múltiplas patologias, incluindo síndrome 

metabólica, doenças cardiovasculares e câncer (Pi-Sunyer 2002). O microbioma 

intestinal atua como um fator ambiental no desenvolvimento da obesidade, pois a 

microbiota interfere em processos fisiológicos, como digestão e metabolismo, 

podendo aumentar a produção de energia oriunda da dieta e modular a 

composição dos tecidos em relação ao seu teor de ácidos graxos, além de gerar 

inflamação em baixo grau, a qual está envolvida não só na obesidade como em 

outras desordens metabólicas (Cani et al. 2012).  

Relações causais entre microbiota e síndrome metabólica tiveram início 

quando um receptor de transplante fecal com síndrome metabólica experimentou 

melhora na sensibilidade à insulina após receber fezes de um doador magro. O 

transplante gerou um aumento da diversidade e quantidade de butirato nas fezes, 

com um aumento da abundância relativa de bactérias produtoras de butirato, 

como Roseburia intestinalis (Vrieze et al. 2012). Recentemente, um estudo de 

associação com 950 participantes normoglicêmicos relacionou os dados 

genômicos dos indivíduos, dados metagenômicos intestinais e os níveis fecais de 

ácidos graxos de cadeia curta com 17 traços metabólicos e antropométricos 

apresentados pelos participantes. Após validação em biobanco com mais de 

500.000 amostras, houve associação de traços genéticos do hospedeiro, aumento 

na produção intestinal de butirato, e resposta aumentada à insulina após teste de 

tolerância oral à glicose. Além disso, detectou-se que anormalidades na produção 

ou absorção de propionato estavam associados de forma causal ao risco 

aumentado de desenvolvimento de diabetes tipo 2, fornecendo evidência do efeito 

do microbioma intestinal sobre as características metabólicas (Sanna et al. 2019). 

A descrição de alteração da microbiota intestinal em pacientes com 

doenças hepática crônica é antiga, e o primeiro caso foi descrito cerca de 80 anos 

atrás (Yu et al. 2016), de forma que atualmente existe uma série de dados, ainda 

em caráter emergente, associando a microbiota intestinal com esteato-hepatite 

não-alcóolica (EHNA). Apesar do mecanismo não ser completamente 

compreendido, inflamação, dano à barreira intestinal, translocação bacteriana e 

endotoxemia, tem sido sugeridos como possíveis mecanismos (Farhadi et al. 

2008), assim como uma mudança no perfil metabólico das bactérias intestinais 
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(Zhu et al. 2013). Não só a presença de EHNA tem relação com a microbiota, 

uma vez que Bacteroides são associados com a patologia de forma geral, mas 

também a severidade e progressão da doença, havendo associação de 

Ruminococcus com estados de fibrose (Boursier et al. 2016). Uma das possíveis 

complicações da doença hepática, além cirrose e fibrose, é a malignização das 

lesões, as quais darão origem ao carcinoma hepatocelular. A disbiose intestinal 

está associada a todas as complicações (Jiang et al. 2019), e foi capaz de 

promover a progressão para HCC em modelos animais, onde o receptor do tipo 

Toll-4 (TLR4) parece ter envolvimento central (Dapito et al. 2012), sendo inclusive 

sugerido como alvo terapêutico (Darnaud et al. 2013). 

Em pacientes que realizaram transplante hepático, foi descrito uma 

alteração significativa da microbiota após o transplante, com diminuição de 

gêneros como Actinobacillus, Escherichia e Shigella, e um aumento de outros 

taxa, como Micromonosporaceae, Desulfobacterales e dos gêneros Sarcina 

(Eubacteriaceae), e Akkermansia (Sun et al. 2017). Alterações funcionais e 

metabólicas relacionas ao microbioma também já foram descritas em pacientes 

transplantados (Bajaj et al. 2018). Ainda no contexto dos transplantes, vários 

fatores pré, intra e/ou pós transplante podem resultar em disbiose, incluindo o 

uso de antibióticos, imunossupressores e quimioterapia, além da anatomia pós-

cirúrgica (que pode causar alterações anatômicas, funcionais e/ou 

neuromusculares). A disbiose pode levar a (ou atuar como modificador em) 

algumas complicações pós-cirurgicas, como risco de infecções (infecção 

urinária, diarreia infecciosa), fenômenos imunológicos adversos (anemia 

hemolítica auto-imune), rejeição do transplante, e ao aumento das taxas de 

mortalidade (Tabibian and Kenderian 2017). 

A presença de IBD é um achado comum em pacientes com GSD-Ib e tem 

sido descrita de forma cada vez mais frequente em pacientes com GSD-Ia. A 

etiologia da IBD é em parte atribuída a disbiose intestinal. Como traço comum aos 

diferentes tipos de IBD, sabe-se que o microbioma intestinal destes indivíduos é 

mais instável, variando mais do que o microbioma de pessoas saudáveis 

(Halfvarson et al. 2017). Os ácidos graxos oriundos da fermentação bacteriana 

também são associados ao desenvolvimento de IBD. Vários estudos relatam que 
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há uma diminuição nos níveis de AGCC na mucosa e nas fezes de pacientes com 

doença inflamatória intestinal, e eles desempenham papéis cruciais na 

manutenção da homeostase entérica, seja através da manutenção da função da 

barreira intestinal, na geração de energia nos colonócitos, ou exercendo seu 

papel de imunomodulação através dos receptores acoplados de proteína G 

(GPCRs), os quais controlam a inflamação intestinal (Parada Venegas et al. 

2019). Tanto o perfil microbiano fecal quanto a predição funcional do microbioma 

possuem um valor terapêutico, uma vez que existe associação entre perfis 

microbianos fecais e atividade da doença (Tedjo et al. 2016); e também entre as 

vias funcionais bacterianas e resposta ao tratamento para IBD (remissão) 

(Ananthakrishnan et al. 2017). 

As doenças ósseas em GSD são normalmente aquelas relacionas à 

diminuição da densidade mineral óssea, causando osteopenia ou osteoporose 

(Minarich et al. 2013). O microbioma desempenha um papel importante na 

indução de osteoclastos em modelos animais, interage com o sistema imune e 

participa dos processos de inflamação do organismo através da absorção de 

vitamina D, indução da atividade de células B e T, liberação de citocinas (IL-17A e 

IL-6), transformação de ácidos biliares, e produção de AGCC (D’Amelio and Sassi 

2018; Li et al.) Atualmente, os estudos em humanos começam a ganhar forma, 

confirmando associações entre disbiose e densidade mineral óssea reduzida (Li 

et al. 2019). O uso de probióticos tem sido associado à um aumento da densidade 

mineral óssea, e um dos mecanismos propostos é a indução da expressão de 

proteínas das tight junction intestinais, o que aumentaria a força do epitélio e 

melhoraria a função de barreira, diminuindo a apresentação de antígenos e 

respostas imunes associadas (Hsu and Pacifici 2018). 

 

2.6 Estudos sobre citocinas nas glicogenoses hepáticas 

 

As citocinas controlam virtualmente todos os aspectos do organismo 

humano, influenciando os mais diversos aspectos fisiológicos, tais como 

crescimento, adiposidade, lactação, hematopoiese, além dos processos 

inflamatórios e imunes de forma geral (Braunersreuther et al. 2012; Gorby et al. 
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2018). As citocinas são uma ampla classe de proteínas solúveis, compreendendo 

várias subfamílias, tais como interferons (INF), interleucinas (IL), fatores de 

necrose tumoral (TNF), fatores de crescimento (TGF), fatores estimulantes de 

colônias (CSF) e quimiocinas (Cameron and Kelvin 2013).  Uma classificação 

simplista é normalmente adotada, com a divisão entre citocinas pró (IL-1, IL-6, 

TNF, IFN-γ, IL-12, IL-18 e GM-CSF) e anti-inflamatórias (IL4, IL-10, IL-13, IFN-α, 

TGF-β). Entretanto, esta classificação dual é equivocada e serve apenas como 

referencial, não representando, de fato, a complexidade dos eventos biológicos in 

vivo (Cavaillon 2001; Conti et al. 2003; Scheller et al. 2011; Schett 2018). 

Dois estudos analisaram as citocinas em camundongos knockout modelos 

para a GSD-Ia e GSD-Ib. O estudo mais antigo, realizado com animais knockout 

para a subunidade transportadora da G6Pase (GSD-Ib), demonstrou que os 

camundongos desenvolviam neutropenia, apresentavam níveis maiores de fator 

estimulante de colônia de granulócitos (G-CSF) e de fator quimioatraente de 

neutrófilos induzido por citocinas (KC, um análogo murinho da IL-8 humana) em 

comparação ao grupo controle (Chen et al. 2003). Essas alterações foram 

confirmadas no plasma de pacientes com GSD-Ib que não estavam em 

tratamento com G-CSF. Quando um experimento similar foi realizado com animais 

knockout para a subunidade catalítica da G6Pase (GSD-Ia), resultados similares 

foram verificados, embora o aumento de G-CSF e KC tenha sido mais discreto 

nestes animais (Kim et al. 2007). Em um estudo posterior, com 55 pacientes 

(idade 2-39 anos) metabolicamente compensados e 28 controles pareados por 

idade, pacientes com GSD-Ia exibiram neutrofilia em comparação ao grupo 

controle. Neste estudo, os indivíduos com adenomas apresentaram maior 

porcentagem de neutrófilos no sangue em comparação aos pacientes sem 

adenomas. Ainda, o nível de IL-8 foi maior nos pacientes com GSD-Ia do que nos 

controles, e os níveis de IL-8 nos pacientes com adenoma foram em média duas 

vezes maiores do que nos pacientes sem adenomas. Os níveis de G-CSF não 

variaram entre os grupos (Kim et al. 2008). 

Apesar da neutropenia clássica descrita para pacientes com GSD-Ib, há 

um breve relato na literatura informando sobre um paciente de 10 anos de idade 

com GSD-Ib, neutropenia e disfunção de neutrófilos que nunca sofreu infecções 
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recorrentes severas. A resposta imune celular do paciente foi avaliada pelas 

subpopulações de linfócitos e pela produção de citocinas IL-2, IL-4 e IFN-γ. Neste 

caso, um padrão de ativação de linfócitos sugeriu um deslocamento da resposta 

Th1 (IL-2, IFN-γ)/Th2 (IL-4) favorecendo as respostas imunes do tipo Th1. Foi 

detectado, também, um aumento na população celular tipo CD56 (células Natural 

Killer), com uma relação normal das populações celulares T-CD4/T-CD8 (linfócitos 

T auxiliares e linfócitos T citotóxicos, respectivamente) (D’Eufemia et al. 2007). 

Em um estudo mais abrangente, Marfaing-Koka e colaboradores (2003) 

estudaram uma amostra de 27 pacientes com GSD-Ia (14 com adenomas), 14 

pacientes com GSD-III/VI (01 paciente GSD-III com adenoma) e 30 controles 

saudáveis. Neste estudo, IL-6 e TNF-α foram analisados e não houve diferença 

entre os grupos ou diferença quanto a presença/ausência de adenomas. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Tendo em vista a proeminente associação entre o microbioma intestinal e 

as manifestações fenotípicas presentes nas glicogenoses hepáticas, e dada a 

falta de correlação entre genótipo e fenótipo nos pacientes, esta tese busca 

caracterizar a microbiota intestinal de pacientes com glicogenoses hepáticas, 

lançando as bases para estudos posteriores de interação e associação entre 

microbiota-hospedeiro que ajudem a explicar a variabilidade clínica, fatores de 

risco e/ou prevenção para estes pacientes.   
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4 HIPÓTESE 

  

Os pacientes com glicogenoses hepáticas possuem o microbioma intestinal 

alterado em decorrência do uso de grandes quantidades de amido de milho cru e 

restrições dietéticas, sendo este um potencial amplificador dos fenótipos 

relacionados à inflamação e à doença de base.   

 

5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar a relação entre microbiota intestinal e erros inatos do 

metabolismo, com ênfase nas glicogenoses hepáticas.  

 

5.2 Objetivos Específicos 

 

1) Revisar a literatura existente sobre erros inatos do metabolismo e 

microbiota intestinal.  

2) Caracterizar a microbiota intestinal de pacientes com GSD hepáticas em 

comparação à indivíduos controles, associando-a com dieta, fenótipos e 

medicamentos utilizados no tratamento.  

3) Caracterizar o perfil de citocinas em pacientes com GSD hepáticas em 

comparação a indivíduos controle, associando-as a controle metabólico e 

manifestações clínicas secundárias à doença de base. 

4) Avaliar possíveis modos de interação entre o microbioma intestinal, 

citocinas plasmáticas e calprotectina fecal no contexto da GSD-Ia, utilizando como 

ferramenta redes de interação proteína-proteína (IPP). 
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6 CAPÍTULOS  

 

A metodologia utilizada e os resultados obtidos nesta tese serão 

apresentados na forma de quatro capítulos distintos, no formato de artigos 

científicos.  

No Capítulo I encontra-se uma revisão da literatura ponderando sobre a 

importância do microbioma nos erros inatos do metabolismo, com base nos 

órgãos mais afetados pelas doenças desta categoria e a associação já descrita do 

microbioma com os mesmos. Aspectos sobre as formas mais comuns de 

tratamento nos erros inatos também são apresentadas neste capítulo. 

No capítulo seguinte (Capítulo II), estudam-se os efeitos da doença 

genética e do tratamento com sobrecarga de amido no microbioma dos pacientes 

com glicogenoses hepáticas em comparação com sujeitos hígidos. 

Uma vez que um dos principais modos de interação entre o microbioma e o 

hospedeiro é através do sistema imune, o Capítulo III versa sobre o perfil de 

citocinas dos pacientes com GSD, lançando as bases para a posterior associação 

entre citocinas e populações microbianas descritas nestes pacientes. 

O Capítulo IV é um capítulo dedicado à busca de mecanismos de interação 

entre o microbioma intestinal com o sistema imunológico dentro do contexto 

genético e imunológico descrito nos capítulos anteriores nas GSD. Através da 

utilização da biologia de sistemas buscou-se por proteínas cujas interações são 

alteradas pela genética na GSD-I, suas ontologias e possíveis mecanismos de 

interação com o microbioma.  

Os dois primeiros capítulos, já publicados, estão no formato das revistas de 

publicação. Os capítulos posteriores correspondem a artigos em preparação, 

cujas tabelas e figuras correspondentes podem ser encontradas após a seção de 

referências dos mesmos. 
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6.1 CAPÍTULO I: Microbioma e Erros Inatos do Metabolismo 

 

Título do artigo: “The microbiome and inborn errors of metabolism: Why we should 

look carefully at their interplay?” 

 

Autores: Karina Colonetti, Luiz Fernando Wurdig Roesch e Ida Vanessa 

Doederlein Schwartz. 

 

Situação: publicado 

 

Revista: Genetics and Molecular Biology 

 

Referência: Colonetti K, Roesch LFW, Schwartz IVD. The microbiome and inborn 

errors of metabolism: Why we should look carefully at their interplay? (2018). 

Genet. Mol. Biol. [online]. 2018, vol.41, n.3, pp.515-532. ISSN 1415-4757. 

http://dx.doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2017-0235. 
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6.2 CAPÍTULO II: Disbiose em pacientes com glicogenoses hepáticas 

 

Título do artigo: “Hepatic glycogen storage diseases are associated to microbial 

dysbiosis” 

 

Autores: Karina Colonetti, Bruna Bento dos Santos, Tatiéle Nalin, Carolina 

Fischinger Moura de Souza, Eric W. Triplett, Priscila Thiago Dobbler, Ida Vanessa 

Doederlein Schwartz, Luiz Fernando Wurdig Roesch. 

 

Situação: publicado 

 

Revista: PlosOne 

 

Referência: Colonetti K, Bento dos Santos B, Nalin T, Moura de Souza CF, Triplett 

EW, Dobbler PT, Schwartz IVD, Roesch LFW. (2019) Hepatic glycogen storage 

diseases are associated to microbial dysbiosis. PLoS ONE 14(4): e0214582. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214582 
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7 DISCUSSÃO  

 

Com a introdução do AMC como alternativa terapêutica eficiente na 

redução da mortalidade dos pacientes com GSD hepáticas, o foco da atenção 

volta-se para a qualidade de vida e as complicações tidas como de longo prazo 

(Moses 2002), tais como o desenvolvimento de sobrepeso e obesidade, síndrome 

metabólica, doença inflamatória intestinal, adenomas hepáticos e densidade 

mineral óssea reduzida.  

Nosso estudo demonstrou que há disbiose intestinal nestes pacientes e um 

aumento de bactérias gram-negativas, o que possui implicações no 

desenvolvimento das comorbidades supracitadas pelo disparo de mecanismos 

inflamatórios. A obesidade nestes pacientes não é bem compreendida, mas uma 

das possíveis causas é o desenvolvimento de um ambiente ácido gerado pelo 

consumo frequente e periódico de AMC (Lawrence et al. 2015), como o verificado 

em nosso estudo. O pH fecal mais ácido, além de atuar como um modulador 

ambiental da proliferação bacteriana, uma vez que foi fortemente correlacionado a 

riqueza de OTUs, pode estar associado a uma queda nos níveis de ácidos graxos 

de cadeia curta, importantes moduladores da inflamação. Os gêneros e filos 

bacterianos encontrados alterados estão associados à obesidade, à IBD e a 

doenças hepáticas como esteato-hepatite não alcoólica e cirrose. O filo 

Proteobacteria foi encontrado aumentado nos pacientes. Este filo é composto por 

bactérias gram-negativas, as quais contêm LPS na membrana e são indutores de 

inflamação sistêmica de baixo grau.  

O LPS é reconhecido pelo sistema imune humano principalmente pelo 

TLR4, o qual é capaz de modular os níveis dos transcritos da IL-6 (Nyati et al. 

2017). Essa interleucina estava aumentada nos pacientes com GSD-Ib em 

comparação aos outros tipos, e embora não tenham sido encontradas diferenças 

estatísticas entre pacientes e controles neste estudo, o valor de p foi limítrofe 

(p=0.078). Apesar da calprotectina não ter demonstrado relação com o pH fecal 

ou número de OTUs, ela é uma medida de inflamação local, e 75% dos pacientes 
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com GSD-Ia apresentaram níveis acima do ponto de corte do kit utilizado 

(˃50µg/g) para a detecção da inflamação intestinal. Adicionalmente, a 

calprotectina é um ativador endógeno de TLR4, estando ligado ao 

desenvolvimento de processos infecciosos, autoimunes e oncogênicos (Ehrchen 

et al. 2009).  

A quantificação das citocinas nos pacientes com GSD demonstrou que o 

panorama imunológico é tipo-dependente, ou seja, diferentes tipos de GSD 

apresentam diferentes níveis de citocinas. Algumas proteínas de importância no 

processo de reconhecimento de patógenos estavam diminuídas em pacientes, 

como MCP-1/CCL2 e MDC/CCL22. Além disso, os níveis de triglicerídeos para os 

pacientes com GSD-Ia sem adenomas foram inversamente correlacionados com 

IL-10, IL-13, IL-17A e MIP-1β/CCL4. Essas citocinas também estão envolvidas 

nos processos de inflamação intestinal associados à microbiota (Burrello et al. 

2019). Uma vez que triglicerídeos são marcadores de controle metabólico, um 

metabolismo descompensado parece interferir diretamente no status imunológico 

desses pacientes.  

A fim de integrar os estudos anteriores e embasar futuros projetos de 

pesquisa, nós encontramos na biologia de sistemas uma alternativa viável para 

localizar pontos de interação entre microbioma e sistema imune dentro do 

contexto único dos pacientes com GSD-Ia. As redes de interações primárias 

foram construídas com proteínas do complexo G6Pase, as duas subunidades da 

calprotectina e outras duas integrinas previamente descritas como deficitárias na 

GSD-Ib. Nas redes resultantes da subtração das interações similares encontradas 

nas redes primárias, a rede que representa as interações proteicas únicas nos 

pacientes GSD-Ia continha IL-10, TLR4 e IL-6 ligados à única proteína central 

exclusivamente hepática, indicando que um quadro de disbiose pode ter efeitos 

mais severos sobre uma rede metabólica já alterada pelo defeito genético. 

Entretanto, a construção destas redes foi limitada pela disponibilidade de dados 

“ômicos” no contexto da glicogenose. Isso pode ser verificado pois o nó SLC37A4 

e o módulo metabólico associado ficaram ligados por apenas um conector, e 



 

 

 

130 

 

somente se o modo mineração de texto estivesse habilitado. Essa limitação 

também nos impediu de realizar análise similar para pacientes com GSD-Ib.  

Corrigir a disbiose pode melhorar a saúde de alguns pacientes e reduzir os 

fatores de risco ambientais para as doenças a que estes pacientes já são 

predispostos por fatores genéticos. Futuros estudos são necessários para 

compreendermos a extensão da influência do microbioma sobre esses pacientes. 
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8 CONCLUSÃO  

 

As conclusões desta tese serão apresentadas de acordo com os objetivos 

específicos enumerados na seção 4.3. 

 

1) Revisar a literatura existe sobre erros inatos do metabolismo e 

microbiota intestinal. 

A literatura existente sobre microbioma intestinal e erros inatos do 

metabolismo conta com poucos estudos experimentais, os quais são 

concentrados em fenilcetonúria. Entretanto, os estudos sobre microbioma 

intestinal e dois dos órgãos mais afetados em um EIM, o fígado e o cérebro, são 

abundantes. A dieta é um dos principais moduladores da microbiota intestinal, e 

muitas vezes utilizada como tratamento principal ou adjuvante nos EIM. As dietas 

para EIM são restritas em alguns nutrientes e/ou sobrecarregadas em outros, 

havendo um potencial intrínseco do tratamento para o desenvolvimento de 

disbiose intestinal. A disbiose está relacionada com o desenvolvimento de 

doenças hepáticas e neurológicas e pode atuar como fator modificador de 

fenótipo nos EIM.    

 

2) Caracterizar a microbiota intestinal de pacientes com GSD hepáticas em 

comparação a indivíduos controles, associando-a com dieta, fenótipos e 

medicamentos utilizados no tratamento.  

O microbioma intestinal dos pacientes apresenta uma diversidade e 

estrutura distinta daquela encontrada nos indivíduos controle, com aumento de 

Proteobacteria e Firmicutes, diminuição de Bateroidetes, alterações em vários 

gêneros bacterianos, e enriquecimento de bactérias gram-negativas, como 

Escherichia/Shigella, caracterizando disbiose intestinal. Pacientes e controles 

diferiram quanto ao consumo de nutrientes, AMC, medicamentos e obesidade. 

Houve associação significativa entre microbiota, medicamentos, dieta e fenótipos 

apresentados pelos pacientes. Não foi possível identificar o principal fator que 
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contribui para a disbiose; entretanto, o pH fecal dos pacientes é mais ácido e 

fortemente correlacionado com o número de OTUs, provavelmente devido ao uso 

de AMC. Também houve correlação do consumo de carboidratos totais e açúcar 

com o número de OTUs. Adicionalmente, os gêneros bacterianos alterados nos 

pacientes possuem associação descrita na literatura com obesidade e IBD. 

 

3) Caracterizar o perfil de citocinas em pacientes com GSD hepáticas em 

comparação a indivíduos controle, associando-as a controle metabólico e 

manifestações clínicas secundárias à doença de base.  

Pacientes apresentaram níveis diminuídos de IL-4, MIP-1α, MDC, TNF-β e 

VEGF em comparação aos controles. Entre os tipos de glicogenoses, pacientes 

com GSD-Ib apresentaram uma maior variação nas citocinas em ralação aos 

outros tipos, com maiores níveis de G-CSF do que os outros pacientes, aumento 

de IL-10 em relação aos pacientes com GSD-Ia, e níveis mais baixos de IP-

10/CXCL10 em comparação ao grupo GSD-III/IX. Os níveis de citocinas também 

apresentaram diferenças quanto a presença de anemia, controle metabólico e 

adenoma. Verificou-se que os níveis de triglicerídeos possuem correlação com 

citocinas pró e anti-inflamatórias em pacientes com GSD-Ia.  

  

4) Avaliar possíveis modos de interação entre o microbioma intestinal, 

citocinas plasmáticas e calprotectina fecal no contexto da GSD-Ia utilizando como 

ferramenta redes de interação proteína-proteína (IPP). 

Detectamos que os pacientes possuem uma abundância maior de 

Proteobactérias que os indivíduos do grupo controle. Esse filo é composto por 

bactérias gram-negativas, as quais possuem LPS em sua membrana. O LPS 

bacteriano é majoritariamente reconhecido pelo TLR4, o qual também é ativado 

de forma endógena pela calprotectina, e exerce influência sobre os níveis de IL-6 

no organismo. O modelo in silico utilizado ressalta a importância do TLR4, IL-10 e 

IL-6 como interatores na rede de proteínas alteradas na GSD-Ia.   
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9 PERSPECTIVAS 

 

A linha de pesquisa desenvolvida nesta tese continuará sendo explorada 

numa abordagem integrativa, utilizando dados experimentais e ferramentas in 

silico, tanto na geração de hipóteses como na análise de dados. Para as 

glicogenoses, estão previstos a quantificação dos principais ácidos graxos de 

cadeia curta produzidos pela microbiota intestinal e posterior associação com o 

microbioma e perfil de citocinas. Adicionalmente, pretende-se averiguar se a 

presença de bactérias gram-negativas nestes pacientes está relacionada com os 

níveis de citocinas, em especial IL-6 e IL-10, e presença de comorbidades 

associadas as glicogenoses. A caracterização do microbioma intestinal em outros 

EIM é de interesse do grupo, de forma que o estudo em pacientes com 

homocistinúria já está em andamento e planeja-se realiza-lo também nos 

pacientes com Doença de Gaucher. 
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11 APÊNDICES 

 

11.1. Apêndice 1- Carta de aprovação do projeto no Comitê de Ética em 
Pesquisa) 
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11.2. Apêndice 2- Formulário de coleta de dados e de registro alimentar.  
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Identificação                      

Nº Protocolo:............................................      Glicogenose tipo: ............................... 

Sexo: (   ) Masculino (   ) Feminino                 Enzima: ............................................. 

Idade: ........................................................     Genótipo: ........................................... 

Data de nascimento: ........./......... /............                                

Dados do nascimento: 

Parto:    (   ) Normal (   ) Cesárea 

(   ) A termo  (   ) Prematuro, .......... semanas 

Peso ao nascer: ............................... g 

Comprimento:.................................... cm 

Apgar 5’: ............................................. 

Dados Atuais: 

Peso atual:............................................ g 

Altura atual: ......................................... cm 

Intercorrências Gestacionais: 

Sangramentos: (   ) Não    (   ) Sim    Quantos? ............................. 

Ameaça de aborto: (   ) Não    (   ) Sim    Quantos? .......................  

Internação: (   ) Não    (   ) Sim    Quantas vezes? ......................... 

Uso de medicamentos: (   ) Não    (   ) Sim    

Data da coleta de fezes: 

/             / 

Data de preenchimento do formulário: 

/             / 
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Quais? 

...................................................................................................................................  

...................................................................................................................................  

...................................................................................................................................   

Fumou durante a gestação: (   ) Não    (   ) Sim     

Consumiu bebida alcóolica durante a gestação: (   ) Não    (   ) Sim     

Se sim, qual(is) o(s) tipo(s) de bebida(s) alcoólica(s) consumida(s)?       

...................................................................................................................................                     

 

Aleitamento materno (preferencialmente respondido pela mãe) 

Amamentou seu filho? (   ) Não    (   ) Sim     

Se sim, por quanto tempo?.......................................... 

Por que deixou de amamentar?................................................................................. 

................................................................................................................................... 

  

• Aleitamento até 6 meses 

Qual o tipo de aleitamento foi oferecido até os 6 meses? 

(   ) Exclusivo (só leite materno) 

(   ) Predominante (leite materno complementado com chás e água) 

(   ) Misto (leite materno, leite artificial, leite de vaca, fórmula,  papas, sopas) 

Iniciou o leite materno no hospital? (   ) Sim   (   ) Não    

Quando amamentou pela primeira vez? 

(   ) Durante a primeira hora de vida do bebê  
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(   ) Entre a primeira e a sexta hora de vida do bebê 

(   ) Após a sexta hora de vida do bebê 

Foi dado outro leite a seu filho no hospital? (   ) Sim   (   ) Não   (   ) Não sei 

Qual leite/fórmula foi dado? 

Se sim, como foi dado? (   ) No copo     (   ) Na seringa    (   ) Não sei   (   ) 

Mamadeira 

• Aleitamento pós 6 meses 

(   ) Só complementou com papas   (   ) Leite de vaca       (   ) Fórmula  de 

segmento 

(   ) Outro tipo de leite/fórmula. Qual?     

...................................................................................................................................   

(   ) Papa + FS          (   ) Papa + outro leite    (   ) Papa + Leite de vaca   

(   ) FS + outro leite/fórmula                            (   ) FS + Leite de vaca          

(   ) Leite de vaca +outro leite/fórmula             (   ) Papa+ FS+ leite de vaca           

(   ) FS+ leite de vaca + outro leite/fórmula    (   ) Papa + leite de vaca + outro leite  

(   ) Papa+ FS+ fórmula de segmento              (   ) Papa+ FS+ leite de vaca+ outro 

leite         

Recebeu leite de vaca ou fórmula com lactose até que idade? 

...................................................................................................................................   

Que tipo de leite/fórmula/nan utiliza atualmente?...................................................... 

Medicamentos  

Medicamentos atuais: 

...................................................................................................................................  

...................................................................................................................................  
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...................................................................................................................................  

  

Utiliza alguma complementação vitamínica? (   ) Não   (   ) Sim 

Se sim, quais? ........................................................................................................... 

...................................................................................................................................   

Por quanto tempo? .................................................................................................... 

 

Algum antibiótico nos últimos 6 meses? (   ) Não   (   ) Sim  

Se sim, quais? ........................................................................................................... 

Usa/usou algum laxante nos últimos 6 meses? (   ) Não   (   ) Sim  

Se sim, quais? ........................................................................................................... 

 

Informações sobre alimentação atual associada com possíveis alterações na microbiota 

Quais destes tipos de alimentos você consome: 

(   ) Frutas     (   )Verduras   (   ) Legumes 

Com que frequência? 

(   ) 1x na semana    (   ) 2 ou 3 x na semana   (   ) Todos os dias   (   ) 

Quinzenalmente   (   ) Mensalmente    (   ) A cada 3 meses         (   ) Anualmente 

 

Qual o seu  tipo de restrição alimentar? 

(   ) Sacarose          (   ) Galactose/Lactose   (    ) Frutose  (   ) Outra ....................... 

 

Quantidade de amido por dia (g): ..............................  Frequência: ......................... 

Há quanto tempo segue a dieta: ............................................................................... 
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Faz uso de suplementos proteicos? (   ) Não   (   ) Sim  

Se sim, qual? ............................................................................................................. 

Qual a quantidade diária (g)? .................................................................................... 

 

Ingere alimentos fritos (batata frita, aipim frito, pastéis...) e carnes gordurosas 

(salsichões e carnes fritas)? (   ) Não   (   ) Sim 

Se sim, com que frequência? 

(   ) 1x na semana    (   ) 2 ou 3 x na semana   (   ) Todos os dias   (   ) 

Quinzenalmente   (   ) Mensalmente   (   ) A cada 3 meses          (   ) Anualmente 

 

Utiliza iogurtes ou leites fermentados atualmente? (   ) Não   (   ) Sim 

Se sim, com que frequência? 

(   ) 1x na semana    (   ) 2 ou 3 x na semana   (   ) Todos os dias   (   ) 

Quinzenalmente   (   ) Mensalmente 

(   ) A cada 3 meses   (   ) Anualmente 

Há quanto tempo usa o iogurte ou leite fermentado? ............................................... 

Qual a marca do iogurte ou leite fermentado utilizado? ............................................ 

...................................................................................................................................   

 

Utiliza suplementos à base de fibras atualmente? (   ) Não   (   ) Sim 

Se sim, trata-se de:  

(   ) Fibras solúveis   (   ) Mix de fibras/granola   (   ) Não sabe informar    

Marca: .......................................................... 
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Qual a quantidade (g) consumida e há quanto tempo faz uso? 

................................................................................................................................... 

Com que frequência faz uso deste suplemento? 

(   ) 1x na semana    (   ) 2 ou 3 x na semana   (   ) Todos os dias   (   ) 

Quinzenalmente   (   ) Mensalmente    (   ) A cada 3 meses         (   ) Anualmente 

 

Usa suplemento probiótico atualmente? (   ) Não   (   ) Sim 

Se sim, qual o suplemento utiliza? ............................................................................ 

Qual a frequência de uso? 

(   ) 1x na semana    (   ) 2 ou 3 x na semana   (   ) Todos os dias   (   ) 

Quinzenalmente   (   ) Mensalmente    (   ) A cada 3 meses         (   ) Anualmente 

Há quanto tempo está usando o suplemento? ......................................................... 

 

Pratica atividades físicas? (   ) Não   (   ) Sim 

Se sim, qual(is)? ........................................................................................................ 

Com que frequência? 

(   ) 1x na semana    (   ) 2x na semana   (   ) 3x na semana (   ) 4x na semana                   

(   ) Diariamente 

(   ) Outro ................................................................................................................... 

Quanto tempo dedica a essa(s) atividade(s)? ........................................................... 

 

Ingere alimentos nos intervalos das refeições? (   ) Não   (   ) Sim 

Se sim, qual(is)? ........................................................................................................ 
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Hábitos intestinais (responder com o auxílio da imagem) 

Frequência: ................................ 

Consistência: .............................. 

Escala de Bristol tipo: .................. 

Possui sangue nas fezes? (    ) Não   (   ) Sim  

Possui dor ou desconforto abdominal? (    ) Não   (   ) Sim 

Outras informações relevantes 

Moradia em zona:    (   ) Rural            (   ) Urbana 

Fonte de água:         (   ) Tratada         (   ) Poço        (   ) Outra ............................... 

 

Possui animal de estimação? Qual? ......................................................................... 

 

Frequenta a creche? (   ) Sim   (   ) Não 

Quanto tempo permanece lá? ..................................................................................

  

 

Marca do Amido: ....................................................................................................... 

Observações:  

...................................................................................................................................  

...................................................................................................................................  

...................................................................................................................................  

...................................................................................................................................  

................................................................................................................................... 

 



 

 

 

163 

 

  

 

 

 

  

Instruções para o preenchimento do registro alimentar de 3 dias 

• Anotar o que foi ingerido em 3 dias: 2 dias da semana e 1 dia do 

final de semana. Preferencialmente não preencher nos feriados 

ou férias. 

• As informações devem ser claras, constando também os 

métodos e ingredientes utilizados para a preparação dos 

alimentos, por exemplo: frito, assado ou cozido. 

• A quantidade ingerida dos alimentos deve ser registrada, por 

exemplo: colher de sopa, sobremesa ou chá, xícara ou copo. Se 

possível, medir em mililitros (ml) os líquidos. 

• Lembrar de escrever todos os condimentos, por exemplo: 

açúcar, maionese ou margarina, tempero para saladas, bem 

como os alimentos ingeridos fora dos horários das refeições. 

Anotar sempre a quantidade ingerida, não a quantidade servida. 

 

 

 

 

 

Data da coleta: 

/             / 

Data de preenchimento do formulário: 

/             / 
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OBS: Circular o dia em que fez a coleta 

ID: 

Nº Protocolo:                                                     

DIA 01 

Refeições Local  
Alimentos ingeridos e quantidade (colher, 

copo, xícara, mamadeira) 

Café da manhã 

Horário: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lanche 

Horário: 

 

 

 

 

Almoço 

Horário: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lanche 

Horário: 

 

 

 

 

Jantar 

Horário: 
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Intervalo das 

refeições 

 

 

 

 

Quantidade de amido 

(g) 

Horário/Local Misturado com 
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DIA 02 

 

Refeições Local  
Alimentos ingeridos e quantidade (colher, 

copo, xícara, mamadeira) 

Café da manhã 

Horário: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lanche 

Horário: 

 

 

 

 

Almoço 

Horário: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lanche 

Horário: 

 

 

 

 

Jantar 

Horário: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ceia 

Horário: 
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Intervalo das 

refeições 

 

 

 

Quantidade de amido 

(g) 

Horário/Local Misturado com 
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DIA 03          

Refeições Local  
Alimentos ingeridos e quantidade (colher, 

copo, xícara, mamadeira) 

Café da manhã 

Horário: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lanche 

Horário: 

 

 

 

 

Almoço 

Horário: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lanche 

Horário: 

 

 

 

 

Jantar 

Horário: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ceia 

Horário: 
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Intervalo das 

refeições 

 

 

 

Quantidade de amido Horário/Local Misturado com 

 

 

  

 

 

  

 

 

  

 

 

  

 

 

  

 

 

  


