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RESUMO

O microbioma humano engloba o complemento total dos genes microbianos, produtos génicos e
genomas da microbiota que habitam o corpo. Algumas das relacdes da microbiota com o
hospedeiro ja ficaram bem definidas pela literatura cientifica. Cada individuo parece carregar seu
proprio conjunto, amplamente individual, de cepas microbianas, que sao adquiridas no inicio da
vida, diferem entre ambientes e populacdes e podem persistir por anos ou passar por transi¢oes
relativamente rapidas. A composi¢do do microbioma intestinal varia entre os individuos devido a
fatores intrinsecos e extrinsecos do microbioma, relacionados tanto com o ambiente, como com
fatores de estilo de vida e a genética do hospedeiro. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de caracterizar o Microbioma Intestinal Humano (MIH) em uma amostra da populagdo brasileira
com caracteristicas de estilo de vida urbano e industrializado, e, correlacionar com os fatores sexo,
idade e IMC. Em cooperagdo técnica entre o LAPOGE-UFSC e o laboratorio Biogenetika,
realizamos as analises do MIH. Amostras de fezes foram coletadas de Abril/2018 a Abril/2020,
imediatamente enviadas ao laboratorio para extracdo de DNA e armazenamento. O DNA foi
preparado seguindo protocolo padrdo Illumina (NexSeq500), utilizando-se a tecnologia de
sequenciamento Whole Genome Shotgun (WGS). Os dados de sequenciamento foram
disponibilizados para andlises de bioinformatica. Participaram da pesquisa 85 individuos
brasileiros adultos e idosos, sendo 26 homens ¢ 59 mulheres, com IMC variando de desnutrigdo a
obesidade. Todas as regides brasileiras obtiveram representante. Os participantes possuem estilo
de vida urbano, industrializado, sendo expostos a fatores como estresse, alimentagdo de
diversificada, 4gua tratada, boas condi¢des de saneamento bdasico, uso de medicamentos e
antibioticos, dentre outros fatores caracteristicos. Encontramos 11 filos bacterianos, sendo os mais
abundantes  Bacteroidetes, seguido por Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Verrucomicrobia. Relacionamos positivamente a elevacdo das Proteobactérias com a idade.
Obtivemos a dominancia dos géneros Bacteroides seguido por Prevotella e Alistipes. Encontramos
8 géneros bacterianos como nticleo do microbioma amostrado. Encontramos 357 espécies, sendo
que 13 destas foram as mais abundantes e 11 atingiram alta prevaléncia. Encontramos espécies
relacionadas aos tdxons VANISH (Volateis e/ou Associados Negativamente as Sociedades
Industrializadas de Humanos), como as pertencentes ao género Prevotella. Avaliamos a Raridade
havendo diferenca significativa pelo teste de Mann-Whitney. Na andlise de diversidade beta, por
Bray-Curtis, foi possivel identificar os enterdtipos Prevotella copri e Bacteroidetes. Propomos,
para caracterizar a populacdo brasileira caracterizada por esta amostra, o género Bacteroides como
representante. Estas amostras fazem parte de um banco de dados, que estd sendo montado com
dados de metagenomica por Shotgun, portanto inédito na populacao brasileira.

Palavras-chave: Microbioma intestinal humano. Metagenonica. Shotgun.



ABSTRACT

The human microbiome encompasses the full complement of microbial genes, gene products, and
microbiota genomes that inhabit the body. Some of the relationships between the microbiota and
the host have already been well defined by the scientific literature. Everyone appears to carry its
own, largely individual, set of microbial strains, which are acquired early in life, differ across
environments and populations, and may persist for years or undergo relatively rapid transitions.
The composition of the gut microbiome varies between individuals due to intrinsic and extrinsic
factors of the microbiome, related to both the environment, lifestyle factors and the genetics of the
host. This work was developed with the objective of characterizing the Human Intestinal
Microbiome (HIM) in a sample of the Brazilian population with characteristics of urban and
industrialized lifestyle, and to correlate with the factors sex, age and BMI. In technical cooperation
between LAPOGE-UFSC and the Biogenetika laboratory, we performed the HIM analyses. Stool
samples were collected from April/2018 to April/2020, immediately sent to the laboratory for DNA
extraction and storage. DNA was prepared following standard Illumina protocol (NexSeq500),
using Whole Genome Shotgun (WGS) sequencing technology. Sequencing data were made
available for bioinformatics analyses. A total of 85 brazilian, adults and elderly individuals,
participated in the research, 26 men and 59 women, with BMI ranging from malnutrition to obesity.
All brazilian regions obtained a representative. Participants have an urban, industrialized lifestyle,
being exposed to factors such as stress, diversified food, treated water, good sanitation conditions,
use of medicines and antibiotics, among other characteristic factors. We found 11 bacterial phyla,
the most abundant being Bacteroidetes, followed by Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Verrucomicrobia. We positively related the increase in Proteobacteria with age. We obtained the
dominance of the Bacteroides genera followed by Prevotella and Alistipes. We found 8 bacterial
genera as the core of the sampled microbiome. We found 357 species, 13 of which were the most
abundant and 11 reached high prevalence. We found species related to VANISH taxa (Volatile
and/or Negatively Associated with Human Industrialized Societies), such as those belonging to the
genus Prevotella. We evaluated Rarity with a significant difference using the Mann-Whitney test.
In the beta diversity analysis, by Bray-Curtis, it was possible to identify the enterotypes Prevotella
copri and Bacteroidetes. We propose, to characterize the brazilian population characterized by this
sample, the genus Bacteroides as a representative. These samples are part of a database, which is
being assembled with metagenomics data by Shotgun, therefore unprecedented in the Brazilian
population.

Keywords: Human gut microbiome. Metagenomic. Shotgun.
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1 INTRODUCAO

A ‘ERA’ das ciéncias dmicas acelerou todos os aspectos da pesquisa bioldgica, e seus
efeitos foram muito relevantes para os estudos de comunidades microbianas e do microbioma
humano. Desde a publicagdo do primeiro genoma humano, os estudos de microbioma cresceram a
partir de pesquisas baseadas na cultura da cavidade oral e intestino para perfis moleculares de
bioquimica microbiana em todos os nichos ecologicos do corpo humano (PROCTOR et al., 2019)
e de diversos ambientes marinhos (MALLA et al., 2019), rurais e urbanos (DANKO et al., 2021).

Os primeiros estudos do microbioma humano com a tecnologia de sequenciamento de
16S RNA ribossomal (rRNA) foram desenvolvidos por Ruth Ley, Peter Turnbaugh, Samuel Klein
e Jeffrey Gordon para acompanhar a mudan¢a no perfil dos microrganismos intestinais de
individuos obesos em restricdo alimentar pelo periodo de um ano. Nestes estudos ja puderam
identificar que as espécies microbianas permaneciam mais constantes dentro de um mesmo
individuo, e que entre os individuos apresentava alta diversidade, mas com um dominio dos filos
Firmicutes e Bacteroidetes (LEY et al., 2006).

O Projeto Microbioma Humano, langado em 2007 pelo Instituto Nacional de Satde
Norte Americano (NIH), foi uma das primeiras iniciativas em grande escala. Em sua primeira fase
procurou determinar se havia elementos comuns aos microbiomas ‘saudaveis’, na auséncia de
doenga evidente. Envolveu estudos de populacdo adulta sem doengas e populagdes de
"demonstra¢ao" com estados de doenga especificos. Foi possivel identificar perfis ecologicos de
nichos corporais como vagina, pele, intestino, entre outros. A etnia e pH vaginal possuem
associagdes particularmente fortes, j4 a idade e o IMC representaram associacdes fenotipicas
modestas (HUTTENHOWER et al., 2012).

Logo em seguida, no ano de 2008, a Comissdo Européia deu inicio ao MetaHit
(Metagenomics of the Human Intestinal Tract), projeto que reuniu 15 Institutos de 8 paises
membros para desenvolver estudos do microbioma humano. Associacdes entre o microbioma
intestinal humano e duas doencas crescentes na Europa foram estudadas: a Doenca Inflamatoria
Intestinal e a Obesidade (QIN ez al., 2010).

O HMP Integrativo (iIHMP ou HMP2), que foi projetado para explorar a interacdo
hospedeiro-microbioma, incluindo imunidade, metabolismo e atividade molecular dindmica, para

obter uma visdo mais holistica das interacdes hospedeiro-microrganismo ao longo do tempo.
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Alcangaram o primeiro estdgio de conclusdo em 2019, forneceram uma riqueza de informagdes e
percepgdes sobre a dindmica microbiana, assim como as respostas do hospedeiro humano
associadas e as inter-relagdes microbianas (PROCTOR et al., 2019). Esfor¢os continuam sendo
realizados para identificar marcadores de saude ou de condi¢des de doenca no microbioma
intestinal humano, a partir de espécies microbianas, como o Indice de Satude do Microbioma
Intestinal (GUPTA et al., 2020).

Alguns pesquisadores, como Chatterjee e Thakur (2012) e Moossavi (2014)
observaram que as pesquisas de microbioma intestinal dos grandes Consorcios eram realizadas
apenas em individuos ocidentais, e que estes estudos deveriam ser ampliados com a inclusdo de
fatores como geografia, habitos alimentares, ambiente, idade, tradicdes e mudangas no estilo de
vida.

Impulsionados por este movimento estudos foram desenvolvidos com populagdes mais
diversas International Human Microbiome Consortium (Internacional), MetaGenoPolis e
MicroObes (Franga), The Australian Jumpstart Human Microbiome Project (Australia), Canadian
Human Microbiome Initiative (Canadd), Human Gut Microbiome and Infections (China),
DAFF/HRB elderly gut metagenomics Project ELDERMET (Irlanda), Human Metagenome
Consortium (Japao), além de estudos com gémeos: Korean Microbiome Diversity Using Korean
Twin Cohort Project (Coréia) (MOOSSAVI, 2014; XIE et al., 2016), dentre outros.

Os dados gerados foram processados por diversos pesquisadores criando catdlogos de
genes de referéncia para uso em estudos de microbioma intestinal humano (QIN et al., 2010; LI et
al., 2014; NIELSEN et al., 2014; DHAKAN et al., 2019; FORSTER et al., 2019; ALMEIDA et
al., 2020).

Alguns estudos foram desenvolvidos na América Latina e no Brasil (ALENCAR, 2017;
CONTEVILLE; OLIVEIRA-FERREIRA; VICENTE, 2019) com povos tradicionais, mas ainda
estdo longe dos esforgos realizados pelos demais paises. Um fato importante a ser considerado ¢
que a populacdo brasileira se encontra em transi¢ao para o urbano (MOURA; OLIVIERA; FILHO,

2018) e que o microbioma da populacdo urbana ainda ndo foi caracterizado.
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1.1 OBJETIVOS

Nas se¢Oes abaixo estdo descritos o objetivo geral e os objetivos especificos desta

dissertagao.

1.1.1 Objetivo geral

Verificar e caracterizar a riqueza e abundancia do microbioma intestinal humano em
uma amostra da populacdo brasileira urbana e industrializada, e estabelecer relagdes entre o
microbioma e parametros individuais e ambientais. A partir dos dados gerados por sequenciamento
genético realizado através da tecnologia de Whole Genome Sequencing Shotgun (WGS-shotgun)
e dos dados individuais coletados em questiondrios estruturados, que foram disponibilizados para

o trabalho.

1.1.2 Objetivos especificos

- Quantificar as diversidades alfa, beta ¢ abundancia da microbiota intestinal humana
amostrada a partir da analise do microbioma através de técnicas de metagenoma;

- Analisar a relacdo entre a diversidade do microbioma intestinal humano amostrado e
os fatores extrinsecos relacionados ao ambiente e hospedeiro, como sexo, idade e IMC;

- Caracterizar o microbioma da populacdo brasileira, tendo como inicio a constru¢ao de
um banco de microbiomas desta populagao;

- Comparar os dados obtidos com a literatura cientifica atual discutindo os resultados

obtidos.
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2 DESENVOLVIMENTO

Nas secdes que seguem sera realizada revisdo da literatura cientifica a respeito do
microbioma humano de forma geral, mas também direcionado ao microbioma intestinal humano

com alguns dos fatores relacionados a sua complexa ligacdo com o hospedeiro.

2.1 MICROBIOMA HUMANO

Em um artigo interessante onde discute a origem e define o termo microbioma, Susan
L. Prescott (2017), cita a defini¢do elaborada em 1988 por Whipps, Lewis e Cooke que esta

diretamente alinhada com seu uso atual em microbiologia:

“Uma estrutura ecologica conveniente para examinar oS
sistemas de biocontrole ¢ a do microbioma. Isso pode ser
definido como uma comunidade microbiana caracteristica
que ocupa um habitat razoavelmente bem definido que possui
propriedades fisico-quimicas distintas. O termo, portanto, ndo
se refere apenas aos microrganismos envolvidos, mas
também abrange seu teatro de atividade.”

Apesar de bem definido na literatura desde a sua primeira utilizagdo, o termo
microbioma ¢ constantemente utilizado para falar de microbiota. Enquanto a microbiota se
restringe a cole¢do de microrganismos em um local ou amostra especifica, 0 microbioma ¢ usado
para se referir a sua capacidade de codificagdo génica coletiva (CLAESSON et al., 2017). Portanto,
o microbioma humano engloba o complemento total de genes microbianos, produtos génicos e
genomas da microbiota (incluindo os microrganismos bactérias, archaea, virus bacteriofagos e
microrganismos eucariotos) que habitam o corpo humano (PROCTOR, 2011; HUTTENHOWER
etal., 2012).

O termo metagenoma ¢ utilizado para se referir ao conjunto de dados determinados
experimentalmente a partir do sequenciamento dos genomas de microrganismos em uma amostra
particular (CLAESSON et al., 2017). O campo da metagendmica envolve a caracterizagdo dos
genomas dessas comunidades, bem como seus correspondentes produtos de RNA mensageiro,

proteinas e produtos metabolicos (TURNBAUGH et al., 2007).
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Inicialmente os estudos de microbioma humano estimavam que 0s microrganismos
superavam em numero as células somaticas e germinativas humanas em um fator de dez
(WHITMAN et al., 1998; LEY et al., 2006; TURNBAUNG et al., 2007). Mas este conceito foi
revisto e atualmente ¢ possivel dizer que as células microbianas que colonizam o corpo humano
(ambientes mucosos e cutaneos), sdo quase tdo abundantes quanto as células somaticas e
certamente contém muito mais genes do que o genoma humano. Com base na observacao
experimental e extrapolagdo chega-se a uma proporg¢ao de 1,3 células bacterianas para cada 1 célula
humana (SENDER et al., 2016). Embora estes calculos reduzam a extensdo em que as células
microbianas superam as cé¢lulas humanas, elas ndo reduzem as estimativas associadas a diversidade
da vida microbiana associada ao corpo humano (REYES et al., 2010; GILBERT, 2018). O
microbioma relacionado com a genética do hospedeiro, resulta no que foi denominado de “super-
organismo” (TURNBAUGH et al., 2006).

Em uma estimativa conservadora sugere-se que 0s animais possuem microrganismos
residentes realizando fung¢des metabdlicas ha no minimo 500 milhdes de anos. Extensas filogenias
congruentes de hospedeiros animais e sua microbiota, envolvendo tanto organismos individuais
quanto popula¢des microbianas inteiras sugerem a existéncia de selecdo especifica baseada na co-
adaptacdo (CHO; BLASER, 2012). Coevolugdo, co-adaptacao e co-dependéncia sdo caracteristicas
de relacionamento do hospedeiro com a microbiota (BLASER; FALKOW, 2009).

Interacdes cooperativas entre microrganismos ¢ seus hospedeiros tipicamente
envolvem a participagdo microbiana em func¢des do hospedeiro, como defesa, metabolismo e
reproducdo (BLASER; FALKOW, 2009). No entanto, estudos de animais denominados
gnotobioticos, que sdo animais que possuem flora microbioldgica conhecida nao detectavel ou ndo
existente (COUTO, 2002), mostraram que estes microorganismos nao sdo necessarios para vida ou
para a conclusdo de um ciclo de vida animal. Embora a comparacdo entre camundongos que
possuem a microbiota normal e os gnobidticos indicou que a microbiota ¢ responsavel pela maioria
dos metabolitos detectados no plasma. Paradoxalmente, portanto, parece ndo haver um requisito
absoluto para uma microbiota residente funcional, mas também nao ocorre gnotobiose na natureza
(BLASER; FALKOW, 2009).

Alguns dos microrganismos comensais podem ser benéficos por algum tempo, mas
causarem a morte em outra fase da vida, como € o caso dos Streptococcus alfa-hemoliticos nao

patogénicos (BLASER; FALKOW, 2009) ou da H. pylori (CHO; BLASER, 2012). Esta relag¢ao de
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microrganismos que podem ser simbiontes ou parasitas ¢ chamada de “anfibiose” (BLASER,;
FALKOW, 2009).

Em todos estes anos de pesquisas desde os grandes esfor¢os internacionais para estudar
o microbioma algumas relagdes ja ficaram bem definidas: a) cada ser humano parece carregar seu
proprio conjunto, amplamente individual, de cepas microbianas, que b) sdo adquiridas no inicio da
vida, ¢) diferem entre ambientes e populagdes e d) podem persistir por anos ou €) passar por
transigdes relativamente rapidas. A diversidade microbiana se manifesta de maneira diferente em
diferentes nichos ecoldgicos do corpo; por exemplo, geralmente se espera maior diversidade no
intestino, mas pode estar associada a estados disbioticos e risco de eventos adversos no trato
reprodutivo feminino. O microbioma pode ser perturbado por condigdes como doencga inflamatoria
intestinal e diabetes, mas uma variedade de estados de saude ligados ao microbioma e os
fundamentos dessas ligacdes permanecem inexplorados (PROCTOR et al., 2019).

Um dos conceitos interessantes sugeridos para a variabilidade do microbioma humano
estd apresentada na Figura 1 e traz a ideia de que existam pelo menos duas grandes varidveis para

0 microbioma: um “ntcleo” de certa forma constante entre os individuos e as influéncias variaveis.

Figura 1 - O nticleo do microbioma humano e suas possiveis influéncias variaveis. O centro do
esquema, representado pela gradagdo da cor vermelha, sugere que exista um nucleo do
microbioma humano que pode ser mais constante entre os individuos humanos. A gradagao de
cor azul sugere as influéncias variaveis do microbioma humano, representando o conjunto de
genes presentes em um determinado habitat em um subconjunto menor de seres humanos
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O nucleo (do inglés “core”) do microbioma humano ¢ apresentado como sendo o
conjunto de genes da microbiota presentes em um dado habitat ou na grande maioria dos seres
humanos. Habitat pode ser definido em vérias escalas, desde o corpo inteiro até uma area de
superficie especifica, como o intestino ou uma regido dentro do intestino. Essa variacdo pode
resultar de uma combinacao de fatores do hospedeiro como gendtipo, estado fisioldgico (incluindo
as propriedades dos sistemas imune inato e adaptativo), patobiologia (estado da doenga), estilo de
vida (incluindo dieta), ambiente (em casa e ou trabalho) e a presenca de populagdes transitérias de
microrganismos que ndo podem colonizar persistentemente um habitat. A gradacdo na cor do
nuicleo indica a possibilidade de que, durante a microevolugdo humana, os genes da microbiota
podem ser incluidos no microbioma central, enquanto outros genes podem ser excluidos

(TURNBAUGH et al., 2007).
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No trabalho realizado por Danko et al. (2021), um estudo multicéntrico que
caracterizou o microbioma urbano através da analise de 4.728 amostras do sistema de transito de
massas, em 60 cidades ao redor do mundo, utilizando tecnologia NGS, observaram uma
distribui¢do bimodal de tdxons nos dados analisados. A partir desta observagdo, definiram como
pontos de corte para estabelecer dois conjuntos separados de tdxons: o conjunto putativo “sub-
nicleo” de espécies microbianas urbanas constantemente observadas (> 70% das amostras), e as
espécies menos comuns, ou “periféricas” (<25% das amostras). Ainda definiram um conjunto de
taxons “essenciais” que ocorrem em mais de 97% das amostras. Aliando, portanto, a defini¢ao de
nicleo ndo apenas a questdo dos genes presentes no microbioma, como o sugerido por Turnbaugh
et al. (2007), mas também as espécies. Neste sentido, utilizamos em nossas analises o conceito de
nucleo relacionado as espécies identificadas.

Portanto, vemos a partir destes autores que se seguiram, que o nticleo do microbioma
pode ser analisado, tanto em observacdes de genes, quanto de taxa.

E notavel a diversidade dos microrganismos que ocupam os diferentes habitats
corporais como o intestino, a pele e a vagina (Figura 2). Grande parte dessa diferenga permanece
inexplicada, embora a dieta, o ambiente, a genética do hospedeiro e a exposi¢do microbiana

precoce tenham sido implicados (HUTTENHOWER et al., 2012).

Figura 2 - Diferencas na composi¢ao do microbioma nos diferentes locais anatomicos. Propor¢ao
relativa de sequéncias determinadas ao nivel do filo taxondmico em oito locais anatdomicos
humanos. Certas caracteristicas, como a presenca (+) ou auséncia (-) de Helicobacter pylori,
podem levar a perturbagdes permanentes e marcantes na composi¢ao da comunidade do
estdmago
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Diversos estudos que realizaram sequenciamento de alto rendimento revelaram
substancial variagdo do microbioma intra-individual em diferentes sitios anatomicos e variagao
interindividual nos mesmos locais anatomicos. No entanto, caracteristicas taxonomicas de nivel
superior (por exemplo, no nivel de filos) apresentam estabilidade temporal (longitudinal) em
individuos e em locais anatdmicos especificos. Tais diferengas especificas do local anatémico e a
observada conservagdo entre os hospedeiros humanos proporcionam um quadro importante para
determinar o significado bioldgico e patologico de uma composi¢do particular do microbioma
(CHO; BLASER, 2012).

O Projeto Microbioma Humano encontrou uma estimativa de 81-99% dos géneros
bacterianos, familias de enzimas e configuragdes da comunidade ocupadas pelo microbioma
ocidental sauddvel. Quando comparados os individuos viu-se que as vias metabodlicas foram
estaveis entre os individuos, apesar da variacdo na estrutura da comunidade (taxa), e a origem
étnica provou ser uma das mais fortes associagdes (tanto para as vias, COmo para microrganismos)

(HUTTENHOWER et al., 2012). Observou-se que a fun¢do metabolica variou menos do que a
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composi¢ao taxondmica (HUTTENHOWER et al., 2012; LLOYD-PRICE et al., 2017) em

amostras de um determinado local do corpo.

2.2 MICROBIOMA INTESTINAL HUMANO (MIH)

A maioria dos 10 a 100 trilhdes de microrganismos no trato gastrointestinal humano
(TGI) vive no coélon. Nas observagdes de populacdes urbanas e industriais, mais de 90% de todos
os tipos filogenéticos de bactérias coldnicas pertencem apenas a 4 das 70 divisdes filotipicas
conhecidas no dominio Bactérias: as Firmicutes e os Bacteroidetes, sendo seguidos pelos filos
Proteobacteria ¢ Actinobacteria (SAVAGE, 1977, TURNBAUGH et al., 2007; QIN et al., 2010,
HUTTENHOWER et al., 2012). O filo dos Firmicutes inclui bactérias gram-positivas com parede
celular rigida ou semi-rigida (STOJANOV; BERLEC; STRUKELJ, 2020).

Através dos diferentes estudos, Turnbaugh et al. (2007) afirmaram que hé, em torno
de, 1.000 espécies bacterianas no TGI. Como cada bactéria possui em média 2.000 genes por
espécie, pode-se estimar um total de 2.000.000 genes bacterianos, o que representa mais de 100
vezes o numero comumente estimado de, aproximadamente, 20.000 genes humanos. Esta
afirmacao ¢ concordante com o tamanho real dos catdlogos de genes microbianos encontrados por
MetaHIT e o Human Microbiome Project, dentre outros (QIN et al., 2010; HUTTENHOWER et
al.,2012; GILBERT, 2018; PROCTOR et al., 2019). Portanto, o microbioma contém muito mais
genes do que o genoma do hospedeiro humano e sua composi¢cdo muda com o tempo dentro de um
mesmo individuo (GILBERT et al., 2016; PROCTOR et al., 2019).

Desde 1965, quando Dubos et al. estudaram as bactérias intestinais de ratos albinos,
foi hipotetizado que a “microflora intestinal” de qualquer espécie de animal ¢ composta de trés
categorias de microrganismos: os presentes durante a evolucdo do animal de forma mais individual
(microbiota autoctone indigena), aqueles que se estabelecem de forma geral em todos os individuos
na comunidade do animal (microbiota normal) e os patégenos verdadeiros que foram adquiridos
acidentalmente, mas que sdo capazes de persistir no sistema (DUBOS et al., 1965; SAVAGE,
1977).

Estes conceitos foram validados e aprimorados pela ciéncia. Cada pessoa pode ser vista
como uma “ilha” de habitat ocupada por associacdes microbianas formadas pelos processos

fundamentais da ecologia da comunidade: dispersdo, diversificagcdo local, sele¢do ambiental e
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deriva ecologica. A teoria da montagem da comunidade, e a teoria da metacomunidade, fornecem
uma estrutura para a compreensdo da dinamica ecoldgica do microbioma humano, como a
variabilidade da composi¢do dentro e entre os hospedeiros. Pode-se pensar em trés cendrios
principais de montagem do microbioma humano: a) a montagem em habitats anteriormente
desocupados, representado pelo desenvolvimento em bebés; b) montagem apds perturbagdo,
representado pela recuperacao de antibidticos; e ¢) montagem no contexto de espécies invasoras,
representado pela invasao por patogenos (COSTELLO et al., 2012).

Uma proposta interessante, sobre os fatores que moldam as inter-relagdes entre a
microbiota, o hospedeiro e o ambiente, foi apresentada por Schmidt, Raes e Bork (2018) e
demonstrada na Figura 3. A composi¢ao taxondmica do microbioma intestinal varia muito entre os
individuos, devido a fatores intrinsecos e extrinsecos do microbioma. Os fatores intrinsecos (1) do
microbioma dependem do estado do microbioma, apds a maturagdo no individuo, ele se
retroalimenta através da interagdo entre os taxons. Ja os fatores extrinsecos (2) do microbioma
referem-se aos diversos fatores ambientais que interagem com o microbioma intestinal,
relacionados tanto com o ambiente de forma geral (influéncias regionais de cepas ou transmissao
vertical), como fatores extrinsecos ao hospedeiro (estilo de vida) e fatores intrinsecos do hospedeiro

(genética do hospedeiro).

Figura 3 - Representagdo da composi¢ao do microbioma intestinal humano.
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Na prética, ¢ desafiador separar o tamanho do efeito de fatores individuais, e muitas
vezes € necessario estratificar para outras covariaveis, em particular também para o estado do
microbioma. O efeito geral das covariaveis conhecidas para o microbioma intestinal humano ¢
surpreendentemente pequeno, pois mesmo os fatores mais fortes explicam apenas uma fracao
surpreendentemente pequena da variagdo do microbioma intestinal interindividual, em um tamanho
de efeito combinado estimado na faixa de 10% a 15% (FALONY et al., 2016; SHMIDT; RAES;
BORK, 2018).

A seguir abordaremos de forma mais ampla os fatores que estdo ligados mais

diretamente aos objetivos deste estudo.

2.2.1 Fatores relacionados ao ambiente
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Embora, grande parte da histéria da humanidade tenha sido gasta forrageando nas
florestas, o advento da agricultura ha aproximadamente 10.000 anos e a industrializagdo ha
aproximadamente 250 anos marcam grandes mudangas no estilo de vida humano (JHA et al.,
2018).

O ambiente urbano de alta densidade, historicamente, abrigou apenas uma fragao de
todas as pessoas, com a maioria vivendo em dareas rurais ou pequenas aldeias. Nas ultimas duas
décadas, a situacdo se inverteu; 55% da populagdo mundial agora vive em areas urbanas (DANKO
etal., 2021).

A partir do século XIX, e acelerando, no século XX houve mudangas importantes na
ecologia humana, como acesso a agua mais limpa, familias menores, aumento no nimero de
cesarianas, no uso de antibidticos pré-termo, reducdo da amamentagcdo e uso generalizado de
antibidticos, principalmente em criangas pequenas (BLASER; FALKOW, 2009). Mas o processo
de industrializa¢do ndo atingiu todo o mundo da mesma forma, coexistindo os estilos de vida e as
formas de subsisténcia.

Neste sentido, a localizagdo geografica ¢ um dos fatores relacionados ao ambiente que
se mostra importante nas analises do microbioma, uma vez que dieta, saneamento € acesso a
cuidados médicos estdo frequentemente associados a caracteristicas geograficas e culturais que
diferenciam as populagdes em comparagdo e confundem as variaveis do estilo de vida (JHA et al.,
2018). Além disso, a geografia torna-se importante a partir da compreensao de que representa
também um conjunto de fatores genéticos, além dos ambientais e culturais, ja citados, dos
individuos que habitam determinado local (GUPTA et al., 2017).

Entretanto, o grau em que o microbioma ¢ moldado por cada um desses fatores
permanece em discussdo, ndo esta claro qual fator desempenha um papel dominante na formagao
do microbioma (natureza ou nutri¢ao, genética do hospedeiro ou seu ambiente, tradi¢des ou estilo
de vida). Jha et al. (2018) referem que tem sido dificil separar as contribui¢des dos fatores genéticos
e geograficos humanos do estilo de vida. Se as mudancas no estilo de vida de caga e coleta, que
caracterizam grande parte do passado da humanidade, influenciam o microbioma intestinal, e em
que grau, ainda ndo esta claro.

Os estudos iniciais, e a grande maioria dos trabalhos sobre o microbioma humano, que
jé& foram citados anteriormente nesta dissertacdo, foram realizados pelos Estados Unidos, Europa e

outros paises chamados ocidentalizados (paises ocidentais, educados, industrializados, ricos e
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democraticos) que geralmente representam a populacdo urbana (Figura 4). Por este motivo, os
resultados obtidos nestas populagdes foram utilizados como referéncia para os estudos que se

seguiram.

Figura 4 - Taxa enriquecido em varios nichos do corpo humano em diversas
populagdes ao redor do mundo. Cor da caixa: habitat corporal (GIT — trato gastrointestinal, Skin -
pele, UGT — trato uro-genital, Oral cavity — cavidade oral); Cor no mapa: porcentagem de
urbanizacao de paises (http://www.unicef.org/), sendo que cores verdes indicam baixo percentual
e cores avermelhadas alto percentual de urbanizacdo. Seta para cima: abundancia dominante de
filo/género em comparagdo com a respectiva populacdo. Seta para baixo: Baixas abundancias de
Filo/Género/familia em comparacdo com a respectiva populacdo; * e # comparagdes entre paises

especificos
Prevotelia Georgia | |cubacteria ™
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Fonte: Gupta et al. (2017).

Entretanto, cada vez mais iniciativas tém sido tomadas para a caracterizagdo do
microbioma humano em diversas populacdes étnicas, com o crescimento da coleta de dados e
descricao das estruturas do microbioma em diversas popula¢des ndo-americanas ou nao-ocidentais.

Esses estudos mostraram varia¢des significativas na composicdo do microbioma em individuos
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saudaveis de diferentes etnias. Ficou evidente que o nivel de ocidentalizacdo de cada populacao
estudada e modo de vida caracteristicos impactam na diversidade e taxonomia do microbioma
intestinal. Ha diferengas entre povos caracterizados como cagadores-coletores e a populacao
ocidentalizada na composi¢cdo do microbioma intestinal que foram atribuidas principalmente a
questdo alimentar e ao ambiente, mas também ao uso de medicamentos (GUPTA et al., 2017; JHA
et al., 2018; VANGAY et al., 2019; FRAGIADAKIS et al., 2019; SONNENBURG;
SONNENBURG, 2019), como pode-se observar na Figura 5.

Figura 5 - Transi¢ao gradual na composi¢cao do microbioma intestinal a partir de
mudangas na estratégia de subsisténcia do hospedeiro. A. Partindo de uma populagdo remota
caracterizada principalmente pela coleta de alimentos, caga, contato com a natureza em sua forma
selvagem. B. Populagdo de fazendeiros tradicionais ou pescadores tradicionais que utilizam
também a agricultura de subsisténcia. C. Populacdo urbana industrializada ocidental.

Transicao gradual da
composicao de MIH de acordo

P Populagao de agricultores
com o modo de subsisténcia

Diversidade microbiana: alta

Taxa enriquecidos: Prevotella, Succinovibrio,
Treponema, Ruminococcus, Bacteroides
[Clostridiaceae, Rickenellaceae, Bacteroidetes,
Firmicutes, Porteobacteria e Spirochaetes]

Taxa depletados: Baixa abundancia de Prevotella
comparado com as populagées anteriores

Riversidacle Populacao urbana
8 Microbi
Populacéo de cagadores e icrobiana industrializada
coletores remotos

Diversidade microbiana: baixa

Diversidade microblana: muito alta ! Taxa enrtquet_ldos: Bacreroidgs,
Taxa enriquecidos: Prevotella, Succinovibrio, Treponema, Cyanobacteria, Bifidobacter 1 RumJUUC?CCLfS: B‘JG utia,
Tenericutes, Clostridium, Catenibacterium, Eubacterium, Lachnospira, Dorea [Actmsbacte(la, Firmicutes,
Salmonelia [Enterococcaceae, Firmicutes, Protecbacteria, Spirochaetes, Rickenellaceae]
Clostridiaceae e Euryarcheotal Taxa depletados: Prevotella, Xylanibacter
Taxa depletados: Lachnospiraceae, Bacteroidales e Treponema

Fonte: Figura adaptada de Gupta ef al. (2017).
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O microbioma intestinal das populagdes de cacadores-coletores possui maior
prevaléncia de algumas familias de bactérias, como Prevotella, Succinivibrionaceae,
Paraprevotellaceae, Proteobacteria, Spirochaetes, Clostridiales, Ruminobacter, entre outros e
possuem reduzidas abundancias de Bacteroidales e Lachnospiraceae. Enquanto, o microbioma das
comunidades urbanas ¢ frequentemente enriquecido em Bacteroides, Bifidobacterium,
Verrucomicrobia e Firmicutes (GUPTA et al., 2017; FRAGIADAKIS et al., 2019).

Nos estudos realizados, por Fragiadakis et al. (2019), com uma populacio de
cagadores-coletores da Tanzéania, onde compararam a abundancia relativa de Prevotellaceae dos
Hadza com outras populagdes de cagadores-coletores da Venezuela e Malawi, e com uma
populacao urbana dos EUA, foi possivel verificar que esta familia de bactérias se mantém elevada
nas populagdes tradicionais. Embora diferencas entre as microbiotas de populagdes industrializadas
e tradicionais possam ser esperadas, a conservagdo de niveis mais elevados de Prevotellaceae e
outros taxons em populagdes tradicionais geograficamente separadas sugere que esses organismos
evoluiram como particularmente bem adaptados ao seu hospedeiro humano. A associagdo desses
microrganismos com um estilo de vida que definiu os humanos durante grande parte de sua
existéncia como espécie sugere que as fungdes associadas a esses taxons podem ter moldado a
biologia humana e parece ter se perdido com a industrializacao.

Uma observacdo interessante, foi que, na populagdo de Hadzas houve variagdo da
familia de Prevotellaceae durante os periodos de chuva e seca, reduzindo significativamente sua
presenca durante a estacdo molhada, portanto se mostrando volateis em sua abundancia na mudanca
sazonal. Incluem nesta sazonalidade a coleta de frutas silvestres e o consumo de mel que sdo mais
frequentes durante a estagdo chuvosa, enquanto a caga tem mais sucesso durante a seca. O consumo
de tubérculos ricos em fibras e baoba ocorre o ano todo (SMITS et al., 2017). Essa descoberta
indica que a volatilidade em abundéncia pode servir como um marcador de microrganismos que
sdo vulneraveis a erradicacdo por meio de varias perturbagdes, incluindo aquelas associadas a
modernizagdo. A partir desta observagdo foi sugerida uma referéncia aos tdxons que se perderam
ou se tornaram raros dentro do ecossistema intestinal industrializado como tdxons VANISH
(Volateis e/ou Associados Negativamente as Sociedades Industrializadas de Humanos) que se
referem especificamente as familias Prevotellaceae, Succinivibrionaceae, Paraprevotellaceae e

Spirochaetaceae (SMITS et al., 2017; FRAGIADAKIS et al., 2019).
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Na Tanzania, uma investigacdo entre os Hadza realizada por Fragiadakis et al. (2019)
verificaram as possiveis influéncias do ambiente da caca e coleta na presenga das familias de
bactérias volateis, definidas anteriormente como VANISH. E encontraram correspondéncia destas
familias nas fontes alimentares animais. Os Hadza consomem uma dieta composta principalmente
de tubérculos, baoba, frutas vermelhas, mel e carne de caga. Estas analises foram realizadas na
época das secas, com coletas intestinais e das maos dos cagadores-coletores e também das amostras
de mel, fezes, pelo e esfregacos estomacais dos animais cagados. Os animais coletados foram dik-
dik (Madoqua sp.), kudu menor (Tragelaphus imberbis), impala (4epyceros sp.), hyrax
(Heterohyrax brucei), zebra (Equus sp.), vaca (Bos tauras) e macaco-vervet (Chlorocebus
pygerythrus). As bactérias VANISH foram identificadas com mais frequéncia nas fezes dos
animais, podendo representar um reservatorio ambiental para as bactérias das familias
Prevotellaceae, Paraprevotellaceae, Succinivibrionaceae e Spirochaetaceae.

Na analise ambiental, a 4gua também ¢ uma importante questdo a ser considerada, ja
que uma das principais caracteristicas de uma sociedade industrializada ¢ a 4gua sanitizada, e sdo
utilizados diversos compostos quimicos para eliminar fontes de microrganismos. A agua disponivel
na época da seca na Tanzania na regido dos Hadza também foi analisada. Coletadas de poco, riacho
e leito de rio seco as amostras variavam de composi¢do, mas possuiam altos niveis de
Prevotellaceae, em torno de 10% de Spirochaetaceae e baixos niveis de Paraprevotellaceae
(FRAGIADAKIS et al., 2019). Durante a maior parte da existéncia humana foram consumidos
alimentos e agua carregados de microrganismos, muitos causadores de doengas, mas que faziam
parte da exposi¢do ambiental humana. A mudanca recente para o consumo de alimentos e agua
amplamente esterilizados provavelmente também influenciou a microbiota (SONNENBURG;
SONNENBURG, 2019).

Foi realizado um estudo controlado na populagdo de cacadores-coletores da Tanzania,
no acampamento Ukamako, onde os individuos consumiam principalmente baoba, raizes, frutos
silvestres e mel. O estudo se baseou na mudanca alimentar tradicional com a oferta de milho
debulhado nao moido no dia zero (“Dia 0”). Nos dias seguintes, o milho foi consumido no café da
manha, almoco e jantar. Foram analisadas amostras fecais nos dias anteriores (4 ¢ 2 dias antes) e
posteriores (2 e 4 dias depois) a chegada do milho para doze individuos; oito desses individuos
foram amostrados em todos os cinco dias sequenciais (-4, -2, 0, 2, 4) antes e durante o consumo do

milho. A andlise das distdncias Unifrac ndo ponderadas revelou uma mudanga no primeiro
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componente principal nas 24 horas e 48 horas apds o consumo do milho, em relagdo aos dias antes
do consumo do milho na maioria dos individuos. Estes dados sugerem que uma mudanga na dieta
produz mudangas rapidas na microbiota no Hadza (FRAGIADAKIS et al., 2019).

Estudo recente e inovador, realizado por Wibowo et al. (2021) para reconstruir
genomas microbianos humanos a partir de fezes de individuos paleoliticos (paleofezes) comparou
8 amostras de paleofezes com amostras de populagdes atuais ndo industriais (22 do Mexico, 174
de Fiji, 36 do Peru, 112 de Madagascar e 27 da Tanzéania), com amostras de populacdes atuais
industriais (147 dos EUA do HMP, 22 dos EUA, 109 da Dinamarca e 140 da Espanha). A
composicao taxondmica das paleofezes ¢ mais semelhante com as amostras nao industriais do que
com as industriais. Nenhum dos filos ¢ significativamente diferente entre as paleofezes e as
amostras ndo industriais. Em contraste, Bacteroidetes e Verrucomicrobia s3o enriquecidos nas
amostras industriais em comparagdo com as paleofezes e as amostras ndo industriais. Firmicutes,
Proteobacteria e Spirochaetes sdo significativamente menos abundantes nas amostras industriais
em relacdo as paleofezes e nas amostras nao industriais. No nivel familiar, os membros dos tdxons
VANISH sao significativamente enriquecidos nas amostras de paleofezes em relacdo as amostras
industriais. Em contraste, os membros das familias da taxa de BloSSUM, que foram definidos
como taxas de “florescimento ou selecionados em sociedades de urbanizagdo e moderniza¢ao” sao
mais abundantes nas amostras industriais em compara¢do com as amostras ndo industriais e as
amostras de paleofezes (Bacteroidaceae e Verrucomicrobiaceae). Em comparagdo com as amostras
ndo industriais, apenas Spirochaetaceae ¢ enriquecido nas paleofezes.

A andlise de componentes principais em nivel de espécie mostra que as amostras de
paleofezes se agrupam com as amostras ndo industriais e sdo distintas das amostras industriais. As
espécies enriquecidas nas amostras industriais em relagao as paleofezes e as nao industriais incluem
Akkermansia muciniphila e membros dos géneros Alistipes e Bacteroides. Por outro lado,
Ruminococcus champanellensis ¢ membros do género Enterococcus sdo enriquecidos nas
paleofezes em comparacdo com as amostras nao industriais e industriais. A espécie Treponema
succinifaciens é enriquecida tanto nas paleofezes quanto nas amostras ndo industriais em relagao
as amostras industriais. Treponema succinifaciens e, de forma geral, o filo Spirochaetes foram
propostos como perdidos em populagdes industriais. Esses resultados suportam que o microbioma
intestinal humano industrial divergiu de seu estado ancestral. Foi construida uma arvore

filogenética para os genomas bacterianos do intestino filtrado de alto dano e 4.930 genomas de
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referéncia que sdo representativos do microbioma humano. Os resultados indicam que os genomas
antigos abrangem muitos filos associados ao microbioma intestinal humano, incluindo Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria. Arvores filogenéticas para Prevotella ¢
Ruminococcus mostram que os genomas antigos ndo descritos anteriormente ndo se agrupam
intimamente com os genomas de referéncia (WIBOWO et al., 2021).

Uma marca da dieta industrializada no microbioma intestinal ¢ o muco do hospedeiro,
que serve como fonte alimentar de reserva para os microrganismos intestinais quando a fibra
dietética ¢ limitada. A sele¢do de bactérias que utilizam muco em populagdes industrializadas ¢
evidente no enriquecimento de Akkermansia muciniphila (filo Verrucomicrobia), que foi
encontrada em uma comparagdo mundial de microbiomas industrializados e nao industrializados
(SONNENBURG; SONNENBURG, 2019).

Quando had comparacdo entre populagdes remotas e populacdes urbanas verifica-se
reducdo de géneros de bactérias nas populagdes urbanas, como constatado por Gupta et al. (2017)
em sua revisdo de literatura, que pode verificar redugdo de 17 para 14 géneros do microbioma
intestinal entre as populagdes de cagadores-coletores de Papua Nova Guiné, Peru e Tanzania com
a populagdo urbana do Reino Unido e EUA.

Os estudos de migragdo sdo muito interessantes para registrar esta transicdo no
microbioma intestinal. A imigracdo tem sido fundamental para a humanidade, uma vez que a
espécie humana se espalhou pelo mundo. A imigracdo moderna pode resultar na assimilacao
cultural, incluindo a adog@o de novas dietas, estilo de vida e praticas médicas, como pode ser visto
na figura 7 (SONNENBURG; SONNENBURG, 2018). Estudo realizado por Vangay et al. (2018)
para verificar as mudangas ocorridas em decorréncia da imigracdo de regides mais remotas € com
caracteristicas primitivas para regides ocidentais realizaram estudo relacionando a imigracao
humana da Tailandia para os Estados Unidos da América (EUA) com a mudanca no perfil do
microbioma intestinal. Recrutaram individuos saudéveis do sexo feminino nativos residentes da
Tailandia, nativos da Tailandia imigrantes para os EUA e descendentes de imigrantes nascidos nos
EUA que foram comparados com nativos norte americanos sauddveis com ascendéncia européia

também do sexo feminino, cujos pais e avos nasceram nos EUA.

Figura 6 - Efeitos da imigracdo para os EUA na microbiota intestinal de individuos do sudeste da
Asia.
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Entre os registros alimentares dos nativos tailandeses e as gera¢des nascidas nos EUA
houve um aumento na variedade dos alimentos consumidos. Na composi¢do do microbioma
intestinal através de sequenciamento do gene 16S rRNA, foi identificado que ha diferencgas entre
os microbiomas intestinais das populagdes nativas para os norte-americanos. A maior diferenca no
microbioma intestinal ocorreu na primeira geracao de imigrantes nascidos nos EUA com os nativos
tailandeses. A diversidade e riqueza microbiana foram maiores nos nativos tailandeses e reduziram
a cada geracdo nos EUA. Nos grupos dos individuos obesos também foi verificada uma menor
diversidade filogenética, independente do grupo ao qual pertenciam. Houve redugdo de algumas
espécies de bactérias na primeira geracdo, como € o caso de Faecalibacterium prausnitzii e de
algumas no género Prevotella. O género Bacteroides associado aos individuos ocidentais,
substituiu a redugdo do género Prevotella ao longo das geragdes dos imigrantes nos EUA. Esta
mudanga foi observada em todos os imigrantes, e também nos que haviam recém-chegado aos EUA
e que formaram uma coorte longitudinal de estudo. A quantidade de cepas diferentes pertencentes
a cada género também foi mais variada quanto mais abundante o género (VANGAY et al., 2018).

Quanto ao perfil funcional do microbioma, nos nativos tailandeses havia

enriquecimento de vias de degradacdo de carboidratos mais complexos, ja nos imigrantes
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enriquecimento para a degradagao de glicose/xilose/glicerol/sacarose, potencialmente relacionados
ao aumento de consumo de alimentos agucarados. A perda desses glicosideos hidrolases pode estar
associada a perda de fontes de fibra alimentar que promovem a persisténcia dos organismos que
abrigam essas enzimas, reduzindo a capacidade da microbiota de degradar essas fibras alimentares.
E estava relacionada a reducdo nas espécies de Prevotella copri que possuiam as hidrolases
relacionadas. Entretanto, a dieta explicou apenas 16,8% da variagdo total na andlise de
componentes principais (VANGAY et al., 2018). Esses resultados provavelmente refletem o
impacto de outros fatores associados ao estilo de vida industrializado sobre a microbiota e podem
revelar que dietas diferentes podem ocidentalizar da mesma forma a microbiota (SONNENBURG;
SONNENBURG, 2018).

Portanto a migragdo populacional de individuos de regides com caracteristicas ndo-
ocidentalizadas para regides com caracteristicas ocidentalizadas pode modificar o perfil do
microbioma intestinal dos imigrantes para um perfil mais ocidentalizado desde curtos periodos de
tempo apos a chegada e amplia esta modificacdo para os niveis mais profundos da estrutura do
microbioma com o passar do tempo e das geragdes. Estas mudancas alteram nao somente o perfil
taxonomico, mas também o perfil funcional do microbioma com a reducdo do perfil relacionado
ao processamento de fibras, por exemplo (VANGAY et al., 2018; SONNENBURG;
SONNENBURG, 2018). Os autores relacionam estas mudangas observadas com o modelo
proposto por Blaser e Falkow (2009) de desaparecimento de microbiota humana pelas grandes
mudangas trazidas pelo progresso social e da medicina.

Outro estudo interessante que verificou este modelo de transicdo do microbioma
intestinal foi o realizado por Jha et al. (2018) onde caracterizaram a composicao bacteriana das
fezes de quatro populacdes do Himalaia, no Nepal, comparados com uma populagdo de americanos
com ascendéncia européia. Esses grupos levaram estilos de vida de caga-coleta semi-nomades até
a transicdo para varios niveis de dependéncia agricola (da agricultura). Os Tharu comecaram a
cultivar alimentos ha 250-300 anos, os Raute e Raji que possuem estilo de vida misto (comegaram
a cultivar alimentos entre 30 e 40 anos, mas ainda coletam) e os Chepang mantém muitos aspectos
de um estilo de vida de cacadores-coletores, mas ja sdo produtores de cultivos de subsisténcia. Os
resultados do estudo indicaram que os individuos Chepang possuem um microbioma intestinal
relacionado a elevadas abundancias de taxons de populagdes de cagadores-coletores, os Tharu se

assemelham mais ao microbioma da populacdo industrializada, devido a mudanga para o estilo de
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vida com dependéncia agricola. Os Raute e Raji que fizeram a transi¢cdo ha menos tempo possuem
um padrdo de microbiota intermedidrio entre os agricultores e os tradicionais. Este estudo ¢
interessante devido a semelhanca genética compartilhada entre as populagdes estudadas e o
compartilhamento da mesma regido geografica. A comparacao dessas populacdes tradicionais do
Himalaia com americanos industrializados mostrou que todas as quatro populacdes do Himalaia
exibiram distancias muito maiores dos americanos do que quando comparadas umas as outras. Os
Chepang eram os mais distantes dos americanos, seguidos pelos Raute, enquanto os Raji e Tharu
eram igualmente proximos dos americanos.

As populagdes do Himalaia foram caracterizadas por maior abundéancia de
Proteobacteria, enquanto as abundancias de Actinobacteria, Firmicutes e Verrucomicrobia foram
maiores nos americanos ocidentais, intermediarias nos fazendeiros (Tharu, Raji e Raute) e menores
nas forrageadoras Chepang. Niveis mais altos de Proteobacteria e niveis mais baixos de
Actinobacteria e Verrucomicrobia sdo caracteristicas comuns de muitos microbiomas intestinais
humanos tradicionais em todo o mundo. Chepang foram enriquecidas com Ruminobacter,
Campylobacter e Treponema em relagdo aos agricultores Tharu (JHA et al., 2018).

No filo dos Bacteroidetes as comunidades rurais do Himalaia foram enriquecidas em
Prevotella, Alloprevotella e Anaerophaga e significativamente esgotadas em Bacteroides,
Alistipes, Butyricimonas, Odoribacter e Barnesiella. Os americanos mostraram maiores
abundancias de Bifidobacterium (Actinobacteria) e Akkermansia (Verrucomicrobia), ambas
extremamente baixas nas forrageadoras Chepang e intermediarias nos fazendeiros Tharu.
Abundancias elevadas de Treponema e Prevotella com redugdo de Bacteroides e Bifidobacterium
¢ uma caracteristica dos microbiomas intestinais de comunidades forrageiras (JHA et al., 2018).

Com as populacdes do Himalaia os autores queriam determinar se as redes microbianas
também estavam associadas aos diferentes estilos de vida. Foram calculadas as correlagdes entre
todos os pares de gé€neros intestinais usando SparCC, que revelou sete grupos de coabundancia
bacteriana (CAG). Os géneros dominantes que definiram estes CAGs foram Ruminococcus,
Bacteroides, Roseburia, Escheria/Shigella, Suturella, Prevotella e Dialister. O CAG dominado por
Prevotella foi mais proeminente nas populagdes mais tradicionais (Chepang e Raute), enquanto os
membros do CAG dominados por Bacteroides sdo elevados no Raji e Tharu. Por outro lado, o
intestino americano ¢ altamente empobrecido do Prevotella CAG e ¢ dominado pelo CAG

Bacteroides (JHA et al., 2018).
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Na populacao brasileira alguns estudos foram realizados para caracterizar as diferencas
entre uma populacdo com caracteristicas mais tradicionais e em transi¢do para um ambiente mais
industrializado.

Os Yanomami s3o o maior grupo indigena semi-isolado da Amazonia a manter praticas
tradicionais de subsisténcia baseadas na caga, pesca, coleta e roga. As principais diferengas entre o
microbioma intestinal desses grupos sao que os individuos cagadores-coletores/agricultores rurais
abrigam um microbioma intestinal mais diverso, com niveis mais elevados de bactérias
degradadoras de fibras e taxons que estdo esgotados nas populagdes urbanas industrializadas.
Possuem dieta pobre em gordura e sal e rica em frutas, fibras e animais silvestres (CONTEVILLE;
OLIVEIRA-FERREIRA; VICENTE, 2019).

A alimentacdo deste povo ¢ caracterizada pelo consumo de sementes, raizes e seus
derivados, frutos da floresta (mel, raizes, frutos de palmeiras), caca (cobras, porcos selvagens,
macacos, veados, ongas, insetos, larvas) e pesca (peixe, caranguejos). A agua potavel ¢ captada
diretamente de pogos e riachos desprotegidos. Consomem bebidas alcodlicas elaboradas por eles
mesmos e, desde a infincia, possuem o hébito de manter na boca tabaco enrolado em cinzas. Mas
j4 ha a introducdo de alimentos industrializados, como arroz e feijdo, ¢ o uso de alguns
medicamentos da medicina moderna que podem influenciar na composi¢do do microbioma
intestinal desta populacdo (ALENCAR, 2017; CONTEVILLE; OLIVEIRA-FERREIRA;
VICENTE, 2019).

Alencar (2017) realizou estudo de caracterizagdo taxondomica do microbioma
bacteriano intestinal de indigenas Yanomami na Amazdnia brasileira, ¢ de individuos nao-
Yanomami moradores da cidade de Manaus no Amazonas, nos estados de Roraima e Amazonas.
Utilizando sequenciamento para a regido 16S do rRNA. Verificou-se em nivel de filo maior
abundancia relativa de Bacteroidetes e Firmicutes nos indigenas Yanomami em todas as idades.
Nos individuos ndo-Yanomami urbanos houve maior abundancia destes mesmos filos em bebés,
criangas e adultos, mas em idosos esta distribuicdo se inverteu. Na analise dos géneros presentes
no microbioma houve identificagdo de 71 géneros, sendo 6 destes exclusivos para Yanomami
(Pluralibacter, Exiguobacterium, Rhodococcus, Peptostreptococcus, Succinivibrio e Treponema)
e 5 para individuos urbanos de Manaus (Turicibacter, Mitsuokella, Pseudoflavonifractor,
Parasutterella e Megamonas). Houve maior abundancia relativa do género Prevotella,

Lactobacillus e Blautia na populagdo indigena Yanomami quando comparada com individuos ndo-
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Yanomami urbanos, cuja maior abundéncia foi do género Bacteroides em todas as idades. Por outro
lado, a populagdo de Manaus ainda apresentou uma maior abundancia do género Prevotella.
Verificou-se maior diversidade alfa para a populacdo indigena analisada em todas as faixas etérias.
Esta relacdo indica que, apesar do contato com os individuos urbanos e talvez de terem perdido
alguns tipos de bactérias, a popula¢do indigena Yanomami ainda apresenta um microbioma
intestinal caracteristico dos povos coletores.

Em estudo realizado por Conteville, Oliveira-Ferreira e Vicente (2019), o microbioma
intestinal dos povos indigenas Yanomami que vivem na Floresta Amazonica brasileira foi
comparado com os que vivem na Venezuela, com os povos Matses da Amazonia Peruana, com os
Tunapuco do planalto andino e com um grupo urbano-industrializado dos Estados Unidos (HMP).
J& entre os povos tradicionais Yanomami brasileiros e venezuelanos houve diferengas na
funcionalidade do microbioma. Os pesquisadores sugeriram que, apesar de compartilhar o estilo
de vida e a heranca genética, as diferengas poderiam ser reflexo da diversidade ambiental e sazonal
dos nichos explorados por cada populacdo entre os Yanomami brasileiros e venezuelanos. Foi
possivel identificar que o valor da diversidade alfa para os povos tradicionais relacionados acima
¢ maior do que a da populacdo urbana industrializada. Em relacdo a diversidade beta, os individuos
Yanomami e os demais povos tradicionais possuem maior variacdo interpessoal quando
comparados aos da populacdo urbana. Mas de forma geral o perfil do microbioma ¢ compartilhado
com os povos tradicionais sul-americanos e africanos ja estudados na literatura cientifica e
descritos neste trabalho.

Quando analisado o perfil taxonémico dos grupos tradicionais e urbano, observou-se
uma diferenga nitida em nivel de filo, sendo que os tradicionais Yanomamis, Matses e Tunapuco
obtiveram maior abundancia relativa de Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes e Spirochaetes,
sendo que o grupo urbano se caracterizou principalmente por Bacteroidetes. Nos Yanomamis
brasileiros e venezuelanos o Filo Proteobacteria foi o mais prevalente. A distribuicdo de géneros
nos grupos tradicionais se deu de formas distintas, ndo havendo homogeneidade entre os povos. Os
géneros Treponema e Brachyspira (Filo Spirochaetes) foram identificados em Yanomamis
brasileiros e venezuelanos, assim como nos demais grupos tradicionais, mas nao no grupo urbano.
Os padrdes taxondmicos gerais observados no microbioma intestinal dos grupos tradicionais da
América do Sul se assemelham aos perfis do microbioma intestinal de grupos tradicionais da Africa

Ocidental, Central e Oriental, embora cada um deles tenha caracteristicas Unicas. Apesar de
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pertencerem a grupos étnicos distintos, vivem e exploram ecossistemas diferentes, mantém um
modo de subsisténcia tradicional e ndo tém acesso a alimentos processados e refinados diariamente.
Por este motivo as autoras afirmam que o estilo de vida populacional ¢ um dos principais
determinantes da composicdo e diversidade do microbioma intestinal, sobrepondo-se aos
antecedentes genéticos e a origem geografica (CONTEVILLE; OLIVEIRA-FERREIRA;
VICENTE, 2019).

A microbiota abrigada por humanos habitantes no mundo industrializado tem uma
configura¢do ndo experimentada antes da revolugdo industrial. Esta “nova” microbiota foi moldada
por recentes avancos na medicina, alimentagdo e saneamento. No meio urbano, a tecnologia e a
medicina limitaram a exposi¢ao a microrganismos patogénicos e possibilitaram alimentar grandes
populacdes de forma barata. Os avangos com o objetivo de melhorar a qualidade de vida e a
longevidade foram implementados na auséncia da compreensao dos danos colaterais infligidos aos
microrganismos simbiontes residentes no corpo humano ou da importancia destes para a saude.
Perturbagdes de dieta, antibidticos e praticas médicas propagadas por geragdes e sinérgicas com
higiene e saneamento intensificados para resultar nas reconfiguragdes do ecossistema em toda a
populagdo observadas hoje (SONNENBURG; SONNENBURG, 2019).

A microbiota intestinal emergiu como um modulador critico e indicador da saude
humana e de doencas (SCHMIDT; RAES; BORK, 2018). A nova relagdo simbidtica ou anfibiotica
estabelecida pela sociedade moderna pode conectar a microbiota aos desfechos de doengas cronicas
causadas pela inflamagdo. Notavelmente as doengas cronicas modernas se propagam junto com 0s
fatores de estilo de vida que sdo conhecidos por alterar a microbiota. Embora os pesquisadores
tenham descoberto os principios bésicos de como a microbiota influencia a saude humana, tem
havido uma percepcao crescente de que, a medida que o estilo de vida industrial se espalha
globalmente, as mudangas na microbiota humana podem ser centrais para a disseminagdo do fator
ndo-transmissivel relacionado as doengas cronicas e que ndo podem ser facilmente revertidas
(SONNENBURG; SONNENBURG, 2019).

Embora muitas ligacdes associativas e causais tenham sido estabelecidas entre a
microbiota e os resultados de saude, os taxons microbianos, a funcionalidade e os estados
metabolicos que sdo protetores ou impulsionam o desenvolvimento de doencas sdo mal

compreendidos (FRAGIADAKIS et al., 2019). Nao esta claro se as mudancas do microbioma
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causam a doenga ou vice-versa, ou se o estado da doenga e os efeitos do microbioma observados
sdo causados por um terceiro fator (SCHMIDT; RAES; BORK, 2018).

Ainda ¢ preciso aprender a distinguir melhor entre simbiontes, patdgenos e anfibiontes
e avaliar se e quais microrganismos ou vias metabolicas eliminar, deixar de lado ou restaurar. E
necessario refletir se € sensato contemplar qualquer acdo até que seja possivel entender mais sobre
os mesmos. Uma maior compreensdo das caracteristicas do genoma e da microbiota de um
hospedeiro, e suas interagdes, levard a abordagens individualizadas para a prevengao e tratamento
de doencas especificas. E uma fronteira cientifica. Olhar para as populagdes, em todo o mundo,
que foram minimamente afetadas pela industrializagdo, pode servir como um modelo para
identificar organismos criticos e funcionalidade que foram perdidos nas populagdes
industrializadas (BLASER; FALKOW, 2009; FRAGIADAKIS et al., 2019).

Entretanto, ainda ndo se sabe se a microbiota encontrada em populagdes tradicionais,
que compartilha mais semelhangas com a dos antepassados, melhoraria a saude dos individuos que
vivem em uma sociedade industrializada. Se a perda ou redu¢do de taxa de VANISH causa ou
contribui para a carga crescente de doencas cronicas nao-transmissiveis em humanos ainda nao foi
determinada. Determinar a importancia potencial da taxa VANISH para a biologia humana exigira
esforcos para manter sua diversidade antes que ela seja perdida. Agir para minimizar a perda ndo
intencional de biodiversidade ¢ provavelmente uma estratégia sabia até que saibamos mais
(SONNENBURG; SONNENBURG, 2019; WIBOWO et al., 2021).

Sugere-se que uma dieta rica em alimentos integrais e pobre em alimentos processados,
juntamente com o aumento da exposi¢do a microrganismos nao patogénicos, possa ser benéfica
para as populacgdes industriais. Mas arriscar o aumento de doengas infecciosas ao reduzir os padroes
de saneamento seria mal orientado, por isso ¢ necessaria uma melhor compreensdo de como as
praticas higiénicas moldam nossa microbiota, e o impacto resultante na saide humana. Restaurar
o consumo de microrganismos ndo causadores de doengas pode amenizar doengas que sdo comuns
entre as populagdes que consomem alimentos e dgua esterilizados (SONNENBURG;
SONNENBURG, 2019). A aplicagdo criteriosa da teoria ecologica pode levar a melhores
estratégias para restaurar € manter a microbiota e os servigos ecossistémicos associados a satude

que ela fornece (COSTELLO et al., 2012).

2.2.2 Fatores relacionados ao hospedeiro
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A variacdo genética entre as populacdes humanas ¢ vista como diferencas nas
frequéncias de alelos de genes do Homo sapiens compartilhados. Mas outra fonte de diversidade
genética e metabolica reside nas diferengas da representacdo dos milhdes de genes e uma miriade
de fungdes génicas dentro das comunidades microbianas intestinais (YATSUNENKO et al., 2012).
Tims et al. (2011) afirma que todas as interagdes no microbioma dependem do gendtipo do
hospedeiro, que pode ser visto como uma matriz na qual o fendtipo do hospedeiro e a microbiota
residente sdo projetados.

Em geral, parece que a microbiota humana e seus hospedeiros desenvolveram o
equilibrio juntos, de forma ordenada, a medida que a dieta, a geografia e ocasionais disturbios
ecoldgicos tiveram seus efeitos nos distintos, e diversos, antecedentes genéticos humanos. A
complexa microbiota comensal protetora facilita a aquisicao de nutrientes e vitaminas, promove o
desenvolvimento e a integridade dos tecidos e estimula multiplos aspectos da imunidade
(BLASER; FALKOW, 2009). Algumas destas fungdes ja bem estabelecidas estdo representadas

na Figura 3 que foi sugerida por Sonnenburg e Sonnenburg (2019).

Figura 7 - Servigos sistémicos desempenhados pela microbiota intestinal.

Metabolismo

Servicos da
microbiota

Outros Sistema nervoso

Fonte: Adaptado de Sonnenburg e Sonnenbur (2019).
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E fundamental dizer que existe uma camada de muco intestinal localizada na interface
entre o epitélio intestinal e a microbiota; o muco €, portanto, um fator chave na comunicagao entre
o epitélio intestinal e a microbiota e atua na manuten¢ao da homeostase intestinal. A ruptura desta
camada protetora pode levar a inflamagdo (WRZOSEK et al., 2013).

O muco ¢ um gel viscoso, composto principalmente por glicoproteinas de alta massa
molecular, denominadas mucinas. As mucinas sdo compostas por um nucleo de peptideo rico em
residuos de serina e treonina que ¢ decorado por oligossacarideos unidos por ligagdes O- ou N-
glicosidicas. Os oligossacarideos sdo compostos por um ou mais de quatro agucares primarios (N-
acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, galactose e fucose) e sdo terminados por acidos sidlicos
ou grupos sulfato. Essa camada de muco ¢ considerada um nicho ecoldgico para a microbiota
intestinal. Pode servir como uma barreira para proteger o epitélio subjacente da fixacdo de
patdégenos e como uma fonte de nutrientes para bactérias comensais. A degradacdo da mucina ¢
considerada um fator de patogenicidade, uma vez que a perda da camada protetora do muco pode
expor as células do TGI a patogenos (DERRIEN et al., 2004).

Este muco ¢ secretado continuamente no lumen do trato gastrointestinal por células
epiteliais especializadas: as células caliciformes. O numero e a funcao das células caliciformes sdo
modulados pela microbiota intestinal. A microbiota expressa uma ampla gama de enzimas, que
degradam carboidratos que processam compostos dietéticos indigestiveis e polissacarideos de
muco. O genoma do hospedeiro ndo codifica homdlogos de muitas dessas enzimas, evidéncia da
complementaridade entre hospedeiro e microbiota, e ilustrando a adaptagcdo da microbiota intestinal
ao ambiente digestivo do hospedeiro (WRZOSEK et al., 2013).

Quando se observa o corpo humano como um ecossistema, a saide humana pode ser
interpretada como um produto dos servigos ecossist€émicos prestados, parcialmente, pela
microbiota. Servigos estes relacionados, em grande parte, a produgdo de metabdlitos essenciais,
produzidos pela microbiota a partir de fontes alimentares de fibra ndo digerida. Dentre eles
encontram-se extracdo de energia/nutrientes dos alimentos, como acidos graxos de cadeia curta
(AGCC: acido acético, acido propionico e acido butirico), vitamina B12, acido folico, vitamina K,
acidos biliares, neurotransmissores (serotonina, dopamina, acetilcolina). Ainda pode desempenhar
a funcdo de modulagdo do fenodtipo metabodlico, fornecer fatores de crescimento acessorios,
promover a diferenciacdo terminal pds-natal da estrutura e regulagcdo do desenvolvimento epitelial,

estimular os sistemas imunologico inato e adaptativo, e fornecer 'resisténcia a colonizagdo' contra



46

a invasao de patdgenos (SAVAGE, 1977; BLASER; FALKOW, 2009; COSTELLO et al., 2012;
VIEIRA-SILVA et al.,2016; PRECUP; VODNAR, 2019). Dentro do microbioma, acredita-se que
a reparticdo funcional seja impulsionada tanto pela competicdo microbiana e especializacao de
nicho quanto pela pressdo seletiva do hospedeiro em dire¢do ao comensalismo e redundancia
funcional (VIEIRA-SILVA et al., 2016).

Ambientes ricos em nutrientes, como o intestino, geralmente favorecem bactérias de
crescimento rapido, que sdo consumidoras de recursos rapidos, mas nao tao eficientes. No entanto,
o habitat intestinal possui uma caracteristica peculiar, que ¢ a remocao continua de nutrientes ao
longo do trato digestivo por meio da digestao, absor¢do e da fermentag¢do. No intestino grosso, a
deplecao progressiva de substratos prontamente fermentaveis (principalmente sacarideos) mostrou
afetar a ecologia bacteriana, causando uma mudanca da fermentagao sacarolitica para a proteolitica
do colon proximal para o distal. Esta reducdo se mostrou associada a queda gradual na atividade
bacteriana de renovagdo, que pode estar relacionada a reduzida capacidade dos especialistas
proteoliticos em realizar crescimento quando comparados aos generalistas. Esses resultados
indicam que tanto a deplegdo progressiva de carboidratos, prontamente fermentaveis ao longo do
trato intestinal, quanto a diminuicdo relacionada na pressdo ecologica para crescimento rapido
criam um nicho para bactérias proteoliticas. Como os produtos finais da fermentagdo proteolitica
tém efeitos potencialmente prejudiciais a satide humana, a moderacdo da protedlise por meio do
aumento do consumo de fibras fermentaveis nao digeriveis tem sido alvo de pesquisas prebidticas.
Estes estudos fornecem uma base ecoldgica para tais estratégias de modulagdo da microbiota
intestinal (VIEIRA-SILVA et al., 2016).

Vieira-Silva et al. (2016) instituiram a idéia de Mddulos Metabolicos Intestinais (MMI)
baseados nas trés principais fontes de macronutrientes - os polissacarideos, proteinas e lipideos -
metabolizados no intestino e sua associagdo com a estrutura gendmica, os fatores de transcri¢do e
os transportadores codificados pelo microbioma intestinal humano. Muito poucos MMIs eram
onipresentes nas espécies de referéncia do intestino. Menos de 12% dos MMIs estavam presentes
em mais de 70% das espécies do intestino, com um determinado mddulo estando presente em 30%
dos genomas em média. Assim, embora se acredite que os habitats associados ao hospedeiro
exibam maior convergéncia metabdlica do que os habitats de vida livre, esses resultados indicaram
uma diversificacdo gendmica significativa das capacidades metabolicas das espécies intestinais.

As observagoes indicaram que as redes metabolicas intestinais se diferenciam principalmente por
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meio da diversificagdo de unidades periféricas, sugerindo que a especializagdo de captagdo de
substrato ¢ o método favorecido para diversificagdo funcional em espécies intestinais intimamente
relacionadas. Sendo assim, os autores chamam a aten¢do de que as espécies pertencentes a0 mesmo
género podem apresentar diferengas metabolicas importantes, ndo sendo garantida a consisténcia
metabolica em nivel de género.

O Filo dos Firmicutes representou as espécies mais generalistas quando relacionado ao
metabolismo destes nutrientes, incluindo bactérias com capacidade lipolitica (4%), que sdo mais
raras, como algumas do género Eubacterium. Entretanto quanto a degradacdo de sacarideos,
relacionou-se de forma mais forte aos substratos mais prontamente fermentaveis, como mono e
dissacarideos. Os Bacteroidetes associaram-se fortemente a degradacao de polissacrideos (pectina
e amido) e também de mucina. As Actinobactérias apresentaram uma predominancia sacarolitica.
As Proteobactérias demonstraram capacidade lipolitica (beta-oxidacdo anaerdbica de &cidos-
graxos e desvio de glioxilato) em 6% dos seus integrantes e capacidade de degradacdo de
aminoacidos (VIEIRA-SILVA et al., 2016).

Uma proposta interessante ¢ a defini¢do de enterdtipos realizada por Arumugam et al.
(2011), onde os enterdtipos sdo principalmente conduzidos pela composi¢ao de espécies, entretanto
as fungdes moleculares abundantes ndo sdo necessariamente fornecidas por espécies abundantes,
destacando a importancia de uma andlise funcional para entender as comunidades microbianas.

Nesta proposta (ARUMUGAN et al., 2011) cada um dos trés enterotipos € identificavel
pela predominante variagdo nos niveis de um dos trés géneros: Bacteroides (enterotipo 1),
Prevotella (enter6tipo 2) e Ruminococcus (enterdtipo 3). O enterotipo 3 pode ser impulsionado por
outros grupos, como Clostridiales, Blautia e espécies da familia Lachnospiraceae nao identificados.
Esses clusters tém caracteristicas ndo aleatorias que podem ser modeladas e posteriormente usadas
para classificar novas amostras. A robustez e previsibilidade dos enterdtipos, em diferentes coortes
e em varios niveis filogenéticos e funcionais, indicam que eles sdo o resultado de composi¢des de
comunidades microbianas bem equilibradas e definidas, das quais apenas um niimero limitado
existe entre os individuos. Esses enterotipos ndo sdo tdo nitidamente delimitados como, por
exemplo, grupos sanguineos humanos; sdo, em contraste, areas densamente povoadas em um
espaco multidimensional de composicdo comunitaria. No entanto, eles sdo susceptiveis de
caracterizar os individuos, de acordo com relatorios anteriores, de que a microbiota intestinal ¢é

bastante estavel em individuos e pode até ser restaurada apos perturbacdo. Em trabalho semelhante
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a este faz os mesmos agrupamentos nos dois primeiros grupos, mas no terceiro grupo ¢
impulsionado pela ordem Clostridiales, Blautia e Lachnospiraceae (QIN et al., 2010).

O Enterotipo 1 foi achado significativamente enriquecido por Bacteroides, que co-
ocorreu com Parabacteroides, Acidamicoccus, Roseburia, Faecalibacterium, Anaerostipes e
Clostridiales. Os condutores desse enterotipo parecem derivar energia principalmente de
carboidratos e proteinas, por meio da fermentacdo, visto que esses géneros intimamente
relacionados tém um potencial sacarolitico muito amplo, e porque genes que codificam enzimas
envolvidas na degradacdo desses substratos (galactosidases, hexosaminidases, proteases),
juntamente com as vias da glicolise e da pentose fosfato, sdo enriquecidas neste enterdtipo. A
producdo de biotina, riboflavina e ascorbato foi significativamente enriquecida neste enterotipo,
apesar de todas as vias estarem funcionantes em todos os enterotipos (ARUMUGAM et al., 2011).

No estudo de Vieira-Silva et al. (2016), 40% dos Bacteroidetes, principalmente
relacionados com Bacteroides € Parabacteroides, foram identificados como metabolizadores
generalistas de nutrientes (sacarideos, proteinas e lipideos), enquanto 25% dos Bacteroidetes foram
encontrados proteoliticos, relacionados principalmente a Alistipes putredinis. O enterdtipo
Bacteroides se apresentou mais sacarolitico e proteolitico do que os outros enterotipos (Prevotella
e Ruminococcus), mas ndo mostrou diferencas na capacidade lipolitica quando comparado ao
enterotipo 3.

O Enterdtipo 2 foi achado enriquecido de Prevotella, que co-ocorreu com
Streptococcus, Enterococcus, Desulfovibrio e os géneros ndo identificados da familia
Lachanospiaraceae. Podem atuar em sinergia para degradar glicoproteinas mucinas presentes na
camada mucosa do intestino, j4 que Prevotella ¢ um conhecido degradador da mucina e o
Desulfovibrio pode aumentar a etapa de dessulfatacdo da mesma, que limita a velocidade,
removendo o sulfato. Neste grupo encontramos vias enriquecidas para biossintese de tiamina,
tetrahidrofolato, ascorbato (ARUMUGAM et al., 2011). Quando comparado com o enterdtipo 3, o
enterotipo Prevotella se mostrou significativamente mais sacarolitico. Esta relacdo confirma a
caracteristica da prevaléncia de Prevotella com a dieta dos povos cacadores e coletores (VIEIRA-
SILVA et al., 2016). No estudo de Vandeputte et al. (2016), o enterotipo Prevotella associou-se a
fezes moles e transito intestinal mais rapido, o que pode estar relacionado ao maior consumo de

fibras alimentares na dieta, associado positivamente a este género.
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O Enterdtipo 3 apresentou-se enriquecido com Ruminococcus, que co-ocorreu com
Akkermansia,  Alistipes,  Klebsiella, = Escherichia/Shigella, — Dialister, = Mitsuokella,
Methanobrevibacter, Eggerthella, familia Ruminococcaceae, Subdoligranulum, Coprococcus,
Collinsella, Blautia, Eubacterium e Dorea. Tanto Ruminococcus como Akkermansia sio
conhecidos por compreenderem espécies capazes de degradar mucinas. Também ¢ enriquecido em
transportadores de membrana, principalmente de agtcares, indicando a ligacao eficiente da mucina
e sua subseqiiente hidrélise, bem como a absor¢do dos agucares simples (ARUMUGAM et al.,
2011). No estudo feito por Vieira-Silva et al. (2016), o enterotipo 3 foi significativamente
associado a maior capacidade lipolitica quando comparado com o enterétipo Prevotella.

Em seu estudo Vandeputte et al. (2016) verificaram que os dados eram “melhor”
separados em apenas 2 enterotipos: Ruminococcaceae-Bacteroides (RB) e Prevotella (P). RB, por
sua caracteristica proteolitica e lipolitica, se relacionou com a lentidao do transito intestinal e a
eliminagcdo de fezes firmes. Dentro do enterotipo RB, as populacdes de Methanobrevibacter,
Akkermansia, Oxalobacter e Butyricimonas aumentam com a firmeza das fezes (e, portanto, sdo
mais prevalentes em individuos de transito lento) (VANDEPUTTE et al., 2016). Tempos de
transito intestinal aumentados, ndo s6 permitem a proliferagdo de espécies de crescimento mais
lento, mas o esgotamento progressivo da disponibilidade de agua, que também induz a
diversificacdo de nicho e, portanto, diversificacdo filogenética e redundancia funcional
potencialmente aumentada (VIEIRA-SILVA et al., 2016).

Os géneros enriquecidos indicam que os enterdtipos usam diferentes rotas para gerar
energia a partir de substratos fermentaveis disponiveis no célon, uma reminiscéncia de potencial
especializacao em nichos ecoldgicos. Além da conversdo de carboidratos complexos em substratos
absorviveis, a microbiota intestinal também ¢ benéfica para o hospedeiro humano ao produzir
vitaminas. Este enterotipo encontra-se enriquecido pelas vias de biossintese de heme, diversos
metais (cobalto, niquel), aglicares, além de oxida¢do de metano. Portanto, diferentes combinacdes
de cadeias troficas microbianas com um provavel impacto nas inter-relagdes sinérgicas com os
hospedeiros humanos (ARUMUGAM et al., 2011).

Em uma reandlise, as amostras utilizadas por Arumugan (2011) e outras amostras de
cinco continentes, Gorvitovskaia, Holmes e Muse (2016) revisaram a proposta dos enterdtipos,
referindo que, na realidade, as proje¢des sdo um ‘continuum’ de valores criados a partir de uma

mistura das comunidades dominantes de Prevotella, Bacteroides, Clostridiales e Bifidobacterium.
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Os métodos de ordenacao supervisionados podem levar a falsos agrupamentos, quando o niimero
de caracteristicas nos dados (aqui géneros microbianos) ¢ muito maior do que o numero de
amostras, como ¢ o caso na maioria dos estudos de microbioma intestinal humano. No geral, esses
estudos descobriram que o peso da evidéncia ndo apoiava a classificagdo de microbiomas
intestinais humanos em enterdtipos discretos e estdveis, e, em seguida propdem o termo
“biomarcador” para estes géneros bacterianos.

E fundamental compreender que as associagdes do microbioma sio complexas e
raramente unidirecionais, sendo que uma influéncia externa pode desencadear uma mudanca
(desequilibrio) que perturba um estado equilibrado do microbioma adaptado, e, devido a esta
mudanga, o microbioma retroalimenta o hospedeiro de diversas maneiras (ex. producdo de
metabolitos que sdo absorviveis pelo hospedeiro), o que muitas vezes induz estados de doenga e
uso de medicagdes (SCHMIDT, RAES; BORK, 2018).

Por desenvolver papéis criticos, os abundantes e diversos membros microbianos
medeiam a relagdo entre saide e doenca. Varios distirbios clinicos estdo associados a alteracdes
nas comunidades microbianas do hospedeiro, como: obesidade, desnutri¢do, diabetes, doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica (NAFLD), doengas inflamatdrias agudas e cronicas (pele, boca,
trato intestinal, cardiovasculares), artrite, diferentes tipos de cancer, parto prematuro (COSTELLO
et al., 2012; SCHMIDT, RAES; BORK, 2018; LLOYD-PRICE et al., 2019; SERRANO et al.,
2019; FETTWEIS et al., 2019; TILG et al., 2019).

2.2.2.1 Indice de Massa Corporal (IMC)

O mundo esta vivendo a transi¢ao nutricional, e a obesidade ¢ um dos lados do fardo
duplo da desnutricdo. Hoje mais pessoas sdo obesas do que abaixo do peso, em todas as regides,
exceto Africa Subsaariana e Asia. A obesidade ¢ o sobrepeso ja foram considerados problemas
apenas de paises de alta renda, mas agora estdo aumentando, dramaticamente, em paises de baixa
e média renda, particularmente em ambientes urbanos. A grande maioria das criangas com excesso
de peso ou obesas vivem em paises em desenvolvimento, onde a taxa de aumento foi acima de 30%
maior do que a dos paises desenvolvidos (WHO, 2021).

O excesso de peso e a obesidade sdo definidos como actimulo de gordura anormal ou

excessiva, o que representa um risco para a saude. Os pontos de corte para o indice de massa
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corporal (IMC) elevado sdo: acima de 25kg/m? é considerado sobrepeso, e mais de 30kg/m?,
obesidade. A questdo cresce em propor¢des epidémicas. Em 2017 mais de 4 milhdes de pessoas
morreram como resultado de estarem com sobrepeso ou obesidade. As taxas continuam a crescer
tanto em adultos quanto em criangas. De 1975 a 2016, a prevaléncia de criangas e adolescentes (5
a 19 anos) com sobrepeso ou obesidade aumentou mais de quatro vezes, passando de 4% para 18%
em todo o mundo (WHO, 2021).

A obesidade ¢ um estado sem precedentes para a espécie humana, resultante de uma
incompatibilidade entre a biologia evolutiva e o ambiente moderno. Uma das interacdes, onde o
microbioma intestinal humano tem sido estudado extensivamente ¢ em sua relagdo ao
desenvolvimento da obesidade, pois podem desempenhar um papel no metabolismo humano e na
adiposidade. Por serem adquiridos ambientalmente, constituem parte do ambiente humano que
pode contribuir para o estado obeso (LEY, 2010).

No inicio da década de 1950 os cientistas descobriram, em estudos animais, que utilizar
doses baixas de antibioticos aumentava a taxa de crescimento e a capacidade de converter os
alimentos em massa corporal. Quanto mais jovens os animais, mais fortes eram os efeitos. Como
estes efeitos eram reproduziveis em aves, bovinos e suinos, este uso foi generalizado através das
racdes animais. O uso foi proibido na Unido Européia devido a disseminacdo de bactérias
resistentes a antibidticos. Especula-se que, nos humanos, o uso de antibidticos, desde cedo na
infancia, possa ter alterado a composi¢ao da microbiota intestinal e contribuido diretamente para a
epidemia de obesidade em paises desenvolvidos (BLASER; FALKOW, 2009).

Desde os primeiros estudos publicados esta relacdo tem sido investigada. Estudos
iniciais, em modelos animais, identificaram que o microbioma dos individuos obesos apresenta um
enriquecimento em genes envolvidos na extragdo energética, quando comparado com os individuos
magros. Um microbioma com maior eficiéncia de extracdo de energia resulta em menos energia
sobrando nas fezes e maiores niveis de dcidos graxos de cadeia curta (SCFAs) no ceco. Em modelos
animais, quando os conteudos luminais do ceco, de camundongos obesos € camundongos magros,
foram fornecidos a receptores animais sem germes magros, 0s que receberam os microrganismos
dos doadores obesos ganharam mais peso, apesar da equivalente ingestao de alimentos (LEY et al.,
2005; TURNBAUGH et al., 2006; LEY, 2010). Outra contribuigdo interessante, vinda de estudos
de intervencdo em modelos animais obesos, ¢ que 0os animais com a mesma propor¢ao de gordura

corporal, mantidos em jejum por mais tempo, possuem uma maior propor¢ao de Bacteroidetes no
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ceco do que os que fazem menores periodos de jejum. Sendo assim, a frequéncia com a qual a
comida entra no intestino € o tempo de transito intestinal podem ser fatores importantes a serem
considerados (LEY, 2010).

Em humanos, os estudos de Ley et al. (2006) acompanharam individuos obesos em
dieta de restri¢ao de carboidrato ou restri¢do de gordura durante 1 ano. Antes da restri¢ao alimentar
as pessoas possuiam menor abundancia relativa de Bacteroidetes e maior abundancia de
Firmicutes. Com o tempo de restri¢do alimentar e perda de peso, a abundancia de Bacteroidetes
aumentou, reduzindo a de Firmicutes, independentemente do tipo de dieta restritiva adotada,
revelando que a propor¢do entre o Filo dos Firmicutes e Bacteroidetes ¢ importante para na perda
de peso. Mas a ligacdo entre obesidade e a microbiota ¢ mais sofisticada do que a simples razao
Bacteroidetes/Firmicutes em nivel de filo identificada inicialmente (CLAESSON et al., 2010).

Estudos em humanos com pares de gémeos adultos monozigéticos do sexo feminino e
dizigoticos concordantes com o estado de obesidade ou eutrofia foram comparados, e, quando
possivel, também com suas maes. Verificou-se que os gémeos monozigéticos foram mais
concordantes para o IMC corporal e para o ganho de peso, quando superalimentados, do que os
gémeos dizigoticos. Nas analises também foi possivel identificar que, independente do gene
bacteriano analisado, os individuos da mesma familia (gémeo e seu co-gémeo, ou gémeos e sua
mae) tinham uma estrutura comunitdria bacteriana mais similar do que individuos ndo
relacionados. E compartilhavam mais espécies bacterianas. No geral, as amostras fecais do mesmo
individuo, coletadas no tempo inicial e apds 57 dias, apresentaram-se mais parecidas do que com
as amostras de familiares ou individuos ndo relacionados, demonstrando que mudangas temporais
de curto prazo, na estrutura comunitaria dentro de um individuo, sdo menores comparadas as
diferengas interpessoais. As comparagdes entre todos os participantes mostraram que a obesidade
pode ser associada a redug¢do da diversidade bacteriana e a reducdo da representacdo dos
Bacteroidetes. Além disso, o microbioma diferiu entre os hospedeiros obesos e magros da mesma
forma que no modelo animal para obesidade, nos quais os microbiomas dos individuos obesos
apresentavam-se enriquecidos em categorias de genes envolvidos no metabolismo de carboidratos
e lipidios (TURNBAUGH et al., 2008; LEY, 2010).

Apods estes estudos muitos outros foram realizados com resultados diversos e
conflitantes. Entretanto, as metodologias aplicadas ndo foram padronizadas e receberam criticas de

sua eficiéncia para coletar a real representatividade dos taxons microbianos em amostras de fezes
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humanas. Uma das dificuldades ¢ a transposi¢ao de estudos animais para humanos, pois ja ¢ bem
estabelecido que os estudos em animais sdo menos variaveis e mais faceis de controlar, do que os
realizados em humanos. Uma das formas encontradas, para verificar se a microbiota intestinal pode
predispor o hospedeiro ao ganho ou a reducdo de peso, foram os estudos que realizaram
transplantes de microbiota intestinal conhecida de individuos obesos para modelos animais magros
livres de germes (germ-free) e, como resposta, os animais recebedores da microbiota dos
individuos obesos obtiveram maior ganho de peso (LEY, 2010).

Um estudo de acompanhamento prospectivo, realizado com criangas, indicou que,
aqueles que alcangaram o sobrepeso com a idade de 7 anos, possuiam em seu microbioma menores
niveis de Bifidobacteria e maiores niveis de Staphylococcus aureus na infancia, comparados aos
que permaneceram magros (KALLIOMAKI et al., 2008).

Santacruz et al. (2009) realizaram estudo de intervengao em adolescentes com excesso
de peso, com o objetivo de verificar as diferengas na microbiota intestinal, e observaram que apesar
da mesma conduta de restricdo alimentar e exercicios fisicos a perda de peso variou. Em todos os
adolescentes houve aumento no grupo Bacteroides fragilis e nos Lactobacillus e uma redugdao em
Clostridium coccoides, Bifidobacterium longum e Bifidobacterium adolescentis. Nos que
obtiveram uma maior perda de peso, o aumento de B. Fragilis e Lactobacillus foi maior, quando
comparada com os que perderam menos peso, assim como a reducao foi mais expressiva nas outras
cepas bacterianas. De acordo com Ley (2010), os estudos com criangas ¢ com adolescentes
demonstram que a microbiota ¢ diferenciada entre as pessoas antes da perda de peso, o que sugere
que as intervengdes terapéuticas voltadas para a reformulagao da microbiota intestinal podem ser
benéficas para perda de peso, bem como preventivas para o ganho de peso.

Estudo de coorte realizado por Jumpertz et al. (2011), em humanos obesos e magros
verificou como a estrutura do microbioma ¢ afetada pela mudanca no aporte de nutrientes, € como
ela respondeu ao aproveitamento energético dos mesmos. A alteracdo da carga de nutrientes
induziu répidas mudangas na estrutura da microbiota intestinal. Foi possivel constatar que um
aumento de 20% na abundancia relativa de Firmicutes e uma diminui¢do correspondente em
Bacteroidetes representou um aumento no aproveitamento energético em 150 kcal. Quanto maior
o nivel de alimentagdo excessiva em individuos magros, maior a redu¢do na perda de energia das
fezes, resultando em uma maior absor¢do energética. Sendo assim a carga de nutrientes ¢ uma

chave variavel que pode influenciar a estrutura do microbioma intestinal em curto prazo. Portanto,
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as associacdes observadas entre os microrganismos € a absor¢ao de nutrientes indicam um papel
possivel da microbiota do intestino humano na regulagcdo da absorc¢ao de nutrientes.

A superalimentagdo per se ja ¢ um fator de processamento e absor¢cdo de maior
quantidade de nutrientes e calorias. Mas esta pratica ainda possibilita a mudanga na estrutura do
micriobioma intestinal, levando a um maior processamento de nutrientes e aumento na quantidade
de calorias disponiveis e absorviveis pelo hospedeiro. Contribuindo, assim, para o quadro de ganho
de peso e, possivelmente, obesidade.

Por outro lado, a reducdo caldrica significativa também tem seu papel na alteragao do
microbioma intestinal. Esta ¢ uma pratica recorrente na atualidade: a prescri¢ao de dietas de muito
baixo aporte energético, do inglés Verry Low Calorie Diet (VLCD). Um estudo realizado por
Schwartzenberg et al. (2017), com mulheres pds-menopausicas com excesso de peso ou obesidade,
fez uma intervengdo para perda de peso durante 16 semanas, divididas em 3 fases (Fase 1: 8
semanas de VLCD de 800kcal por dia; Fase 2: 4 semanas de dieta convencional de baixa caloria,
denominada CONVD e Fase 3: 4 semanas de manutencdo de peso) e outro grupo semelhante com
dieta de manuten¢@o. Na microbiota intestinal a restri¢ao caldrica na fase VLCD foi semelhante
aos efeitos de jejuns de longo prazo ou nutri¢do parenteral, com a reducdo significativa do nivel de
coloniza¢do microbiana, medidos por conteudo de DNA fecal e leitura de genes 16S rRNA. Esta
reducdo também foi observada em relagdo a producao de SCFAs, com diminui¢do significativa de
acetato, butirato e valerato na amostra de fezes na fase VLCD, com um leve aumento na fase
seguinte de baixa caloria. Uma inspec¢ao detalhada dos géneros preditivos mostrou que a VLCD
aumentou o crescimento de bactérias capazes de forragear em glicanos do hospedeiro
(Akkermansia), em detrimento de bactérias especializadas para o metabolismo de polissacarideos
vegetais (Roseburia, Ruminococcus, Eubacterium). A andlise metagendmica mostrou que a
estrutura da comunidade microbiana do intestino foi temporariamente perturbada apds a fase
VLCD. As reconstrugdes metabolicas identificaram 88 vias, 100 modulos e 1.502 (Enciclopédia
de Quioto de Genes e Genomas - KEGG) ortologias (KOs), cujas abundancias diferiam entre o
VLCD e as amostras de linha de base. A comparacao das amostras de linha de base e CONVD
mostrou diferencas mais modestas, com apenas oito KOs diferencialmente abundantes. As
mudancas observadas no potencial metabolico da comunidade microbiana eram reversiveis, sendo

que os KOs que mudaram em abundancia durante o VLCD foram revertidos durante o CONVD.
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Embora a abundancia relativa de genes envolvidos na biossintese de SCFA tenha aumentado no
VLCD, isso foi insuficiente para compensar a diminui¢do geral na colonizagao microbiana.

Como continuacao do estudo (SCHWARTZENBERG et al., 2017), a microbiota de 5
dos individuos que mais perderam peso durante a intervengao foi transplantada para camundongos
livres de germes, tanto o microbioma basal (pré-dieta) quanto pds-VLCD, revelando diferencas
estaveis entre os grupos. A capacidade funcional nas vias centrais do carbono, acido graxo, e o
metabolismo dos aminoacidos foi alterada pela restricao caldrica. Os que receberam a amostra de
microbioma pds-VLCD perderam mais peso do que os pré-dieta ou controles livres de germes, o
que foi significativo estatisticamente, e a perda foi mantida por 21 dias ap0ds a colonizagdo mesmo
sem diferengas alimentares entre os grupos. A gordura corporal também foi significativamente
afetada nos camundongos pos-VLCD, visto que ndo houve aumento de adiposidade apos a
colonizagdo, como ¢ tipicamente encontrado nos estudos. A densidade caldrica das fezes dos que
receberam o microbioma pds-VLCD foi significativamente maior dos que receberam o pré-dieta.
Assim, o microbioma intestinal humano pos-dieta contribuiu para a perda de peso, em parte ao
diminuir a eficiéncia da absorcdo de energia da dieta. No entanto, as mudangas induzidas pelo
microbioma no gasto energético do hospedeiro e /ou na taxa metabolica de repouso ainda precisam
ser exploradas. A microbiota dos camundongos que receberam o microbioma p6s-VLCD mostrou-
se enriquecido com Clostridium difficile, com o seguimento do estudo, revelando que neste grupo
houve capacidade reduzida de restringir o crescimento desta bactéria quando comparada ao que
recebeu o pré-dieta, sendo que a exposicdo ao C. difficile foi semelhante no ponto inicial.

Para testar se C. difficile era suficiente para replicar os resultados de perda de peso e o
fendtipo metabdlico, foi isolada a cepa nao virulenta de C. difficile JBZPol. Foram divididos em 2
grupos, um onde a colonizag¢do foi apenas com amostra de microbioma p6s-VLCD e a mesma
amostra adicionada de cepas de JBZPol. Viu-se que a perda de peso aconteceu em ambos o0s
grupos, mas que os que receberam as cepas nao virulentas adicionais perderam mais peso que se
manteve durante todo o experimento. Também houve melhora na tolerancia a glicose. Entretanto,
a adiposidade final dos que receberam as cepas foi maior do que os controles. Nao houve mudanga
comportamental, postural, nem na consisténcia das fezes entre os grupos. Amostras histologicas
ndo demonstraram sinais de colite associada a C. difficile, mas sim uma menor infiltracdo de
neutrofilos. Entretanto as alteragdes na dieta podem levar a diferencas de expressdo de tracos de

viruléncia de C. difficile (SCHWARTZENBERG et al., 2017).
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Estudos de migracdo levantam a questdo de que a mudanca de ambiente e alimentacao,
com o aumento do aporte de nutrientes e calorias, pode contribuir muito com o desenvolvimento
da obesidade e de outras doengas cronicas em uma populagao, que normalmente, ndo seria atingida
por estes desfechos. Esta mudancga parece acometer muito mais individuos refugiados, que sdo mais
suscetiveis ao ganho de peso rapido, provavelmente pela inseguranca alimentar a que foram
expostos anteriormente, com escassez de nutrientes, € a exposi¢ao ao novo estilo de vida apos a
migracdo (OLSON et al., 2017; SONNENBURG; SONNENBURG, 2018; VANGAY et al.,2019).
Como abordado anteriormente, o microbioma intestinal ¢ fortemente influenciado pela dieta de
longo prazo, mas também pode responder rapidamente a mudangas drasticas na dieta
(TURNBAUGH et al, 2008; JUMPERTZ et al., 2011; VANGAY et al., 2019)

Sonnenburg e Sonnenburg (2019) sugerem uma representagdo grafica adaptada das
funcdes desempenhadas pelo microbioma exposto na figura 3. Os dados atuais sugerem que, junto
com a mudanca na composi¢ao da microbiota industrializada, certos servigos sist€émicos podem ser
perdidos ou desequilibrados, resultando em estados subotimos da fisiologia ou doenca do
hospedeiro. Uma compreensdo mais sutil de quais servigos sdo benéficos, e em que contexto, sera
possibilitada pelo perfil longitudinal de alta dimensdo do microbioma e da biologia do hospedeiro,
combinado com o monitoramento de longo prazo da saude em humanos, como mostrado na Figura
8.

Figura 8 — Esquema dos servicos sistémicos que se mostram alterados pela estrutura do
microbioma da populagdo industrializada.
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Servicos da
microbiota

Fonte: Adaptado de Sonnenburg e Sonnenburg (2019).

Leong et al. (2017) propde um esquema que relaciona o microbioma intestinal com os
diversos desfechos relacionados a obesidade e a sindrome metabodlica, como pode ser visto na

figura 9. Alguns pontos expostos na figura serdo abordados a seguir nesta revisao.

Figura 9 — Organograma da proposta dos papéis do microbioma intestinal na
obesidade. ANGPTL4 (angiopoietina-likeprotein4); FXR (receptor nuclear de farnesoide do
receptor X); GLP-1 (peptideo semelhante a glucagon); LPS (lipopolissacarideo); SCFA (acidos
graxos de cadeia curta); e TGRS (Receptor de acido biliar acoplado a proteina G-1).



58

Alteragdes no Micobioma

Intestinal
Digestdo de Alteragdo no Aumento de bactérias e Redugdo de produgio Alterago de
. , metabolismo de 4cidos
Polissacarideos biliares endotoxemia metabolica ANGPTLA comportamento
Redugdo no nimero de Alteragdo de FXR e Aumento na Aumento na Modulagdo do
Aumento de SCFA bactérias protetoras ativacdo de TGR5 Inflamacgo lipoproteina lipase
energético
Aumento da resisténcia a Aumento da deposigdo de TG no
Aumento do aporte Modulacdo da secregdo de Alteragdo na regulagdo de tecido adiposo, figado, coragdo e
energético horménios intestinais GLP-1 tolerancia a glicose pancreas
e Peptideo YY . o g
metabolismo lipidico
Influéncia na

saciedade

Fonte: Adaptado de Leong et al. (2017).

Uma das atividades simbidticas importantes do microbioma intestinal € produzir dcidos
graxos de cadeia curta (SCFAs — sigla em inglés), a partir dos componentes da dieta que escapam
da digestao no intestino delgado, como a fibra dietética, e estes fornecem energia adicional para o
hospedeiro (SCHWIERTZ et al., 2010). Acidos graxos de cadeia curta (SCFAs) compreendem de
1-6 anions baseados em carbono produzidos durante a fermentacao bacteriana, das quais, o acetato
(C2), o propionato (C3) e o butirato (C4) sdo mais abundantemente produzidos. O SCFA ¢
produzido naturalmente dentro do coélon, por fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis, tanto
dietética quanto enddgena, e proteina acessivel a microbiota (GILL ef al., 2018).

Cerca de 60 a 70% do fornecimento de energia para o epitélio do célon intestinal deriva
dos SCFA, particularmente do butirato. O propionato ¢ largamente reaproveitado pelo figado e ¢
um bom precursor da gliconeogénese, liponeogénese e sintese de proteinas. O acetato entra na
circulacdo periférica a ser metabolizada por tecidos periféricos, e ¢ um substrato para a sintese de
colesterol (SCHWIERTZ et al., 2010).

A fibra dietética definida pelo Codex-Alimentarius e pela Organizagdo Mundial da
Satde inclui todos os carboidratos ndo digeriveis, como os polissacarideos ndo-amido (celulose,
hemiceluloses e pectinas, amido resistente) e oligossacarideos ndo digestiveis (inulina e
oligofrutose, bem como ligninas). Assim, os alimentos ricos em fibra dietética incluem os graos

integrais, leguminosas, legumes, frutas, nozes e sementes (GILL et al., 2020).
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Evidéncias epidemioldgicas sugerem que ha uma associagdo entre consumo dietético
de fibra e redugdo do risco de desenvolver doenga cardiovascular, diabetes e cancer de colon. O
SCFA pode desempenhar um papel em conferir tais efeitos, afetando diretamente a atividade
celular e a fun¢do. Um forte corpo de pesquisa, principalmente em modelos animais, demonstra
que o SCFA afeta os resultados da satide e da doenga (GILL et al., 2018).

Os SCFAs, principalmente o butirato, podem regular a microbiota intestinal,
modulando os valores de pH do lumen que sdo benéficos as bactérias produtoras de SCFAs. Ainda
podem preservar a hipdxia epitelial e limitar o crescimento excessivo de bactérias dependentes da
respiracdo de nitrato para manter a homeostase intestinal. Estudos in vitro de células intestinais
humanas mostraram que o butirato pode promover o reparo da mucosa intestinal e inibir a formagao
de citocinas inflamatorias, exercendo assim um efeito anti-inflamatorio e antitumoral, incluindo a
reducdo de secrecao de fator de necrose tumoral (TNF) em células epiteliais intestinais e a indugao
da diferenciacdo e apoptose de células tumorais (ZHOU et al., 2021).

Embora esteja claro que os SCFAs induzem células T reguladoras (Tregs) do célon, os
detalhes especificos ainda ndo foram completamente esclarecidos. Mas ja se sabe que os SCFAs
atuam pela inibicao da histona desacetilase, o que leva ao aumento da acetilagdo e da expressao de
Foxp3, inibem a sinalizagdo de NF-kB em colondcitos, reduzindo a inflamagdo intestinal e
contribuindo com a integridade de barreira acetato, butirato e propionato, ativam receptores de
proteina G que modulam hormoénios metabolicos importantes como peptideo YY e GLP-1
(ARPAIA et al., 2013; SURANA; KASPER, 2014; HOLMES et al., 2020).

No estudo realizado por Schwiertz et al. (2010) com 98 humanos magros, com
sobrepeso ou obesos indicou que a quantidade total de SCFA foi 20% maior no grupo de obesos
do que no grupo dos individuos magros. Os principais SCFA encontrados nas amostras de fezes
foram acetato, propionato, butirato e valerato, bem como isovalerato e isobutirato. O maior
aumento foi visto para propionato com 41% (p = 0,002), seguido por butirato (28%, p = 0,095).
Um aumento numérico de concentragdes de valerato (21%), e acetato (18%) foi observado, mas
ndo em iso-SCFAs. Tanto em obesos quanto em magros a abundancia relativa foi maior nos filos
de Firmicutes e Bacteroidetes. A propor¢ao de Firmicutes para Bacteroidetes mudou em favor dos
Bacteroidetes para os individuos com excesso de peso e obesos. Este estudo demonstra uma relagao

controversa em relacdo aos anteriores na distribuicao dos filos bacterianos, na questdo do excesso
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de peso e obesidade, demonstrando a complexa relacdo do microbioma intestinal. J4 na questao da
producgdo de SCFAs concorda com a literatura anterior.

Em sua revisdo Cao et al.(2019) demonstram os conflitos na literatura cientifica ao que
se refere as relagdes entre os filos Firmicutes e Bacteroidetes, e concluem que a microbiota
intestinal obesogénica, (como a que possui Firmicutes, certos Bacteroidetes, Rhizobium,
Lactococcus e Clostridium) poderia promover o desenvolvimento da obesidade, principalmente
por meio da produc¢do de SCFAs como butirato, fornecendo energia extra para o hospedeiro e a
indugdo de inflamagao de baixo grau causada pelos metabolitos da microbiota intestinal. Deve ser
apontado, que os efeitos dos SCFAs na obesidade foram extensivamente estudados em animais,
mas, poucas conclusdes foram tiradas de estudos em humanos. Portanto, mais ensaios clinicos sdo
necessarios para testar e verificar seus efeitos em humanos (CAO, 2019).

As pesquisas em modelos animais encontraram beneficios com o uso de suplementos
como acetato, butirato e propionato para melhorar a resisténcia a insulina, e reduzir a inflamacao
ligada a obesidade. Entretanto, os estudos em criangas que estdo em sobrepeso e obesidade, quanto
a eficacia do uso de SCFAs em forma de suplementos para a redu¢do de peso corporal sdo
conflitantes. Os efeitos de fibras prebidticas em adultos mostra uma variagdo interindividual na
concentracdo de SCFA nas fezes que pode refletir as diferencas na producdo de SCFAs pela
microbiota do hospedeiro ou na metabolizagdo intestinal do hospedeiro, como o potencial de
absor¢ao dos SCFAs, além da ocorréncia concomitante de outras condigdes de doencgas cronicas
em individuos obesos adultos e o uso de medicagdo para tratamento das mesmas (HOLMES ez al.,
2020).

Estudo in vitro, utilizando amostras de fezes de 17 individuos de 10 a 18 anos com
IMC médio de 34.9kg/m? (obesidade) e fibras prebioticas (dextrina, inulina, FOS, GOS, XOS),
revelou que a producdo de SCFAs estava relacionada com a abundancia relativa de 18 géneros
bacterianos ¢ 1 género Archea: Methanobrevibacter (Archea), Akkermansia, Ruminococcus,
Coprostanoligenes, Parabacteroides, Butyricimonas, Tyzzerella, Lachnospiraceae, Lactobacillus,
Coprococcus e Collinsella e Lachnospiraceae. Entretanto o tipo do prebidtico estimulou de forma
diferente cada um dos géneros identificados, sendo que a dextrina foi o prebidtico menos seletivo,
resultando em producdo de SCFAs em maior quantidade nos primeiros 9 géneros. Os
Lactobacillus, Coprococcus e Collinsella produziram SCFAs com eficiéncia apenas a partir de

XOS. O uso de GOS reduziu a producdo de SCFAs em Lactobacillus e foi o unico a produzir em
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maior quantidade no género Lachnospiraceae. Sendo assim, nem todos os prebidticos sdo
igualmente acidogénicos. Também deve ser levado em consideragdo que, em estudos in vitro,
muitos fatores que podem afetar a producdo de SCFAs in vivo ndo sdo replicados, além de fatores
relacionados ao acondicionamento das amostras (HOLMES et al., 2020).

Fatores, como a inflamag¢do metabolica de baixo grau relacionada a obesidade, a
sindrome metabdlica e a resisténcia a insulina, estdo diretamente conectados as respostas do
sistema imune, como, por exemplo, através de aumento de citocinas pro-inflamatdrias. As bactérias
intestinais podem induzir este processo através dos lipopolissacarideos (LPS), componentes
essenciais das paredes celulares de bactérias gram-negativas, como a dos Bacteroidetes (LEY,
2010; LEONG et al., 2017).

Revisando o uso de cepas probioticas, utilizadas de forma terapéutica, Cao et al. (2019)
citam que algumas espécies de bactérias tém mostrado efeito anti-obesidade, como
Bifidobacterium (B. lactis 420, B. pseudocatenulatum CECT 7765, B. bifidum, B. adolescentis
IM38, B. MKK4, B. breve B-3) e subespécies de Lactobacillus (L. plantarum, L. gasseri, L.
acidophilus 031CE, L. sakei OK67, L. reuteri GMNL-263, L. plantarum Ln4, L. JBD301, L. casei
Shirota, L. gasseri BNRI17). Coletivamente, bactérias intestinais anti-obesidade, como
Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroidetes e Akkermansia muciniphila, podem induzir perda de
peso de vérias maneiras, incluindo reducdo da permeabilidade intestinal, aumento da integridade
da mucosa intestinal com niveis elevados de proteinas de juncao rigida, modulando a expressao
dos principais reguladores envolvidos na lipogénese, atenuando a inflamagao intestinal com niveis
reduzidos de NF-«kB, TNF e IL-1B, reduzindo a resisténcia a insulina, e promovendo o
escurecimento da gordura adiposa branca. Entretanto, algumas espécies de Lactobacillus tém
mostrado efeito de ganho de peso em animais e humanos, como Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus fermentum e Lactobacillus ingluviei (CAO et al., 2019).

As estratégias de longo prazo, para gerenciar a microbiota benéfica, incluem
abordagens de precisdo para adicionar coquetéis definidos de microrganismos, espécies bacterianas
modificadas e melhorar a qualidade do habitat do ecossistema. Por exemplo, aumentar os
carboidratos acessiveis para a microbiota (MACs dietéticos - que sdo os alimentos que possuem
naturalmente carboidratos complexos e fibras) estimula o crescimento comensal e fornece produtos

finais de fermentagdo, como SCFAs, ao epitélio, o que pode ajudar a manter as tensoes de oxigénio
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mais baixas no intestino e prevenir o crescimento de anaerobios facultativos com potencial

patogénico (SONNENBURG; SONNENBURG, 2019).

Figura 10 — Esquema dos efeitos benéficos do uso de microrganismos e carboidratos ndo
digeriveis na modula¢do da microbiota intestinal para um desfecho saudavel.
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Fonte: Adaptado de Sonnenburg e Sonnenburg (2019).

Outro papel metabolico, desempenhado pelo microbioma intestinal relacionado ao
desfecho de obesidade e na sindrome metabdlica, ¢ a regulacio do metabolismo lipidico do
hospedeiro, como na regulacdo da proteina 4, semelhante a angiopoietina (ANGPTI4), conhecida
como FIAF, ou fator induzido por jejum. A FIAF regula a oxidac¢do de &cidos graxos no tecido
muscular e no tecido adiposo. Quando uma microbiota normal de camundongos ¢ administrada em
animais livres de germes, a producdo de FIAF ¢ suprimida no intestino e uma maior propor¢ao de
triglicerideos ¢ armazenada no tecido adiposo (BACKHED et al., 2007; LEY, 2010; LEONG et
al., 2017).

2.2.2.2 Idade

Quando pensamos na questdo de idade e microbioma intestinal, vemos que, desde o
inicio do desenvolvimento intrauterino, existe uma influéncia importante onde a ecologia
microbiana materna pode afetar a gravidez, o desenvolvimento fetal e a saude futura da prole.

Medidas em relacdo ao prognostico e diagnostico pré-natal, assim como intervengdes terapéuticas
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podem ser tomadas, visando a microbiota materna para orientar o desenvolvimento fetal saudavel,
evitar o nascimento prematuro e outros resultados negativos (CHARBONNEAU et al., 2016;
SERRANO et al., 2019; PROCTOR et al., 2019).

Ha uma grande discussdo na literatura cientifica sobre a coloniza¢do do feto ainda
dentro do ttero, com questdes relacionadas inclusive as defini¢des dos termos. Os pesquisadores
referem que ¢ possivel encontrar algum DNA ainda na placenta ou liquido amnidtico, mas a
existéncia de uma colonizagdo ¢ improvavel, e que alguns desfechos relacionados a presenca destes
estd relacionado a resultados gestacionais adversos ou que ainda possam influenciar o feto em
desenvolvimento, através da exposi¢do a produtos microbianos. Também, para provar que existe
um microbioma viavel, este precisa atender a alguns quesitos, como estabilidade ao longo do
tempo, capacidade reprodutiva no local e ser metabolicamente ativo, o que nao foi demonstrado
at¢ o momento. Um dos pontos que suporta a esterilidade intrauterina sdo os mamiferos
gnotobidticos usados em estudos de microbioma, pois ndo seria possivel obté-los se ndo existisse
a esterilidade. Mas provar a esterilidade ¢ uma tarefa de dificuldade extrema (BLASER et al.,
2021).

Quanto a influéncia no modo de parto, em uma revisdo Gritz e Bhandari (2015)
relataram que os bebés nascidos de parto vaginal apresentam colonizagdo intestinal que reflete a
flora vaginal materna (Lactobacillus e Prevotella). Bebés nascidos de parto cesareo sdo
colonizados por espécies epidérmicas (Clostridium, Staphylococcus, Propionobacterium e
Corynebacterium) e tém deficiéncia de anaerdbios com menor nimero de Bacteroides e
Bifidobacterium quando comparados a bebés nascidos de parto normal. Assim, o0 modo de parto
parece ter influéncia na diversidade e fungdo da microbiota que pode durar meses, e talvez mais,
apOs 0 nascimento.

Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Vénni ef al. (2021) com duas
coortes prospectivas de criancas finlandesas, uma denominada “modo de parto” com 212 recém-
nascidos recrutados na sala de parto, que foram divididos em dois grupos com base na via de parto
(normal ou cesariana). A outra coorte utilizada por este estudo foi denominada de “antibidticos
perinatais”, em que os bebés finlandeses foram recrutados no primeiro dia ap6s o nascimento e
divididos em dois grupos (controles ou expostos a antibidticos). A exposicao intraparto e perinatal
a antibiodticos, enriqueceu as vias associadas a glicolise e ao metabolismo da pirimidina, enquanto

as vias associadas ao folato e ao metabolismo da biotina diminuiram, além de alterar as vias de
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producdo de 4cidos graxos. A abundancia relativa média de Bacteroides diminuiu em criancas
nascidas de cesariana e expostas a antibidticos perinatais. De acordo este estudo, Bacteroides se
mostrou o principal contribuinte para varias vias previstas, relacionadas ao metabolismo da biotina,
biossintese de biotina, degradacdo de glicosaminoglicanos e biossintese de acidos graxos em
criangas nascidas de parto normal ou ndo, expostas a antibidticos perinatais. Portanto, o modo de
parto e o uso de antibidticos perinatais influenciam de forma marcante os perfis funcionais do
microbioma intestinal em criancas de 1 ano de idade.

Apds 0 nascimento ocorrem as primeiras etapas na montagem da microbiota humana,
com microrganismos competindo para colonizar superficies expostas ao ambiente dentro e fora do
corpo. Este periodo a partir da concepgao até os 2 anos de idade, que foi denominado de 1000 dias,
representa uma janela critica de crescimento e desenvolvimento na primeira infancia. O processo
¢ influenciado por muitos fatores, incluindo modo de nascimento, nutricdo, ambiente, infec¢ao e
exposicdo a antibidticos. E marcado pela rapida maturagdo das vias metabolicas, enddcrinas,
neurais e imunoldgicas, que se desenvolvem em conjunto e sdo altamente interdependentes.
Quando estas vias sdo desafiadas por insultos ambientais adversos, como infec¢dao ou subnutri¢do,
a trajetoria do desenvolvimento infantil pode ser perturbada (ROBERTSON et al., 2019;
SONNENBURG; SONNENBURG, 2019).

A microbiota intestinal do neonato reflete a estrutura fragil das comunidades
bacterianas, que se mostram instaveis devido a sua rapida variagdo temporal. Especificamente,
devido a abundancia de oxigénio no intestino neonatal, a microbiota na primeira semana de vida ¢
frequentemente dominada por anaerdbios facultativos, como Bifidobacterium, alguns Bacteroides
e Clostridium spp, além de Proteobacteria (por exemplo, espécies de Escherichia, Klebsiella e
Enterobacter, Ruminococcus) (ADLEBERTH; WOLD, 2009; GUARALDI; SALVATORI, 2012;
SHIN; WHON; BAE, 2015; GRITZ; BHANDARI, 2015).

Diversos estudos demonstraram esta mudanca ativa na microbiota dos neonatos, como
por exemplo, no estudo de Yatsunenko et al. (2012), que utilizou 126 microrganismos intestinais
como um banco de dados de referéncia, e pode verificar algumas mudangas importantes no
microbioma com o avangar da idade, como a reducdo drastica de B. longum em todas as trés
populagdes estudadas com o aumento da idade. Durante o primeiro ano de vida os bebés mapeados
apresentaram a dominancia do género Bifidobacterium, embora sua propor¢ao tenha reduzido neste

periodo.
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Outros estudos conseguiram mostrar a transferéncia vertical de tdxons, como no que
foi realizado por Pannaraj et al. (2017) com 107 pares de maes e bebés saudaveis, onde compararam
as diferentes microbiotas do leite materno, aréolas maternas e fezes dos bebés, para estimar a
contribui¢do do leite materno e dos microbiomas areolares da pele para o microbioma intestinal do
bebé. As comunidades bacterianas foram distintas no leite, pele areolar e fezes, diferindo tanto na
composicdo quanto na diversidade. As comunidades microbianas do intestino do bebé estavam
mais intimamente relacionadas ao leite e a pele da mae de um bebé em comparagdo com uma mae
aleatoéria. Tanto a diversidade bacteriana como as mudangas na composi¢do foram associadas a
proporg¢ao da ingestdo didria de leite materno, de forma dose-dependente, mesmo apos a introdugao
de alimentos solidos.

Téxons especificos tém co-diversificado com os humanos, consistente com a
transmissdo vertical ao longo de centenas de milhares de geragdes. Os microrganismos especificos,
que primeiro colonizam o intestino do bebé e a sucessdo subsequente da comunidade, podem
influenciar irreversivelmente o desenvolvimento imunologico da mucosa e sistémico (CHO;
BLASER, 2006; SONNENBURG; SONNENBURG, 2019).

Diferencas foram observadas entre os bebés amamentados e nos que utilizam formula
lactea, em relacdo a composicdo do microbioma intestinal (SHIN; WHON; BAE, 2015). Na
composi¢ao do leite materno ha os oligossacarideos do leite humano, dentre estes a lactose faz
parte de um nucleo que possui, associado, diversas combinacdes de glicose, galactose, N-acetil
galactosamina, fucose e acido sidlico. Estes sdo frequentemente terminados pela fucose ou acido
sidlico. Os oligossacarideos do leite materno possuem quantidades variaveis de antigenos do grupo
sanguineo de Lewis (Le-a, Le-b, Le-x, Le-y). A tendéncia geral durante a lactagdo ¢ uma
diminui¢do nos niveis de oligossacarideos totais, a medida que a mae progride da produgdo de
colostro para o leite maduro, com a maior queda ocorrendo no primeiro més pds-parto. Os
oligossacarideos sialilados estdo relacionados com crescimento, aumento de massa corporal magra,
flexibilidade metabdlica e crescimento o6sseo. As formulas lacteas ndo possuem estes
oligossacarideos (CHARBONNEAU et al., 2016).

Quando as populagdes bacterianas facultativamente anaerdbias se expandem, elas
consomem o oxigénio, alterando o pH, diminuindo o potencial redox, e produzindo didxido de
carbono e nutrientes, o que cria um ambiente anaerdbio, favorecendo o crescimento de bactérias

obrigatoriamente anaerébias e um sucessivo aumento no nimero destas espécies (ADLEBERTH;
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WOLD, 2009; GUARALDI; SALVATORI, 2012; SHIN; WHON; BAE, 2015). Com o tempo um
namero sucessivamente maior de espécies anaerdbias se estabelece no intestino infantil. A medida
que se expandem, as bactérias facultativas ndo conseguem resistir & competi¢do ¢ as mudancgas
ambientais provocadas pelos anaerobios. As facultativas diminuem até serem superadas em
namero pelos anaerdbios no adulto (100-1000: 1). O C. difficile também se desenvolve bem menos
na microbiota cada vez mais complexa e se torna menos frequente no final do primeiro ano. A
maturacdo da microbiota intestinal € um processo continuo que dura alguns anos. Uma microbiota
complexa dominada por anaerobios obrigatorios fornece uma forte barreira contra o
estabelecimento e proliferacdo de novas cepas bacterianas, um fenomeno denominado resisténcia
a colonizacdo. A resisténcia a colonizacdo ¢ pobre em neonatos, mas aumenta com a idade
(ADLEBERTH; WOLD, 2009).

No estudo realizado por Yatsunenko ef al. (2012), com 528 individuos de populagdes
diferentes (amerindios venezuelanos, malawianos e norte-americanos), em idades de 0 a 70 anos,
pode identificar que a composi¢do filogenética das comunidades bacterianas evoluiu para uma
configura¢do semelhante a de um adulto, dentro do periodo de trés anos ap6s o nascimento, em
todas as trés populagdes. A diversidade bacteriana aumentou com a idade em todas as trés
populacdes. A variagdo interpessoal dos taxons foi significativamente maior entre as criangas do
que entre os adultos; esta descoberta foi robusta para a geografia. E as diferengas eram
significativas na composicao filogenética do microbioma entre os individuos dos diferentes paises
nas diferentes faixas etdrias. A microbiota dos individuos norte-americanos acima de 3 anos
mostrou-se menos diversa do que a das outras populacdes, mas isso ndo se aplicou aos mais novos.
O género Prevotella mostrou-se presente em maior abundancia na microbiota fecal de criangas BF
do que nas EU.

O padrdo alimentar na infancia gera mudancas no padrdo da microbiota intestinal,
como observado por Filippo et al. (2010), que analisaram o microbioma intestinal de criancas
européias (EU) e de uma vila africana de Bukina Faso (BF). O padrio dietético das criancas EU
era ocidental, rica em proteina animal, agticar, amido e gordura, e pobre em fibras (média de 5,6g
fibra/dia para 1 a 2 anos e 8,4g fibra/dia para 2 a 6 anos), e foram amamentadas até 1 ano. Ja o
padrdo dietético das criangas BF era o tradicional rural africano, com dieta pobre em gordura e
proteina animal, rica em amido, fibras (10g fibra/dia para 1 a 2 anos e 14,2¢g fibra/dia para 2 a 6

anos) e polissacarideos vegetais, sendo predominantemente vegetariana e foram amamentadas até
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2 anos, com complemento de dieta mista. O aporte caldrico variou muito entre as idades e
populacdes, sendo maior nas criangas EU. As criangas BF possuiam maiores propor¢des dos filos
dos Bacteroidetes e Actinobactérias e os EU maiores propor¢des de Firmucutes e Proteobactérias.
Sendo que a diferenca entre Bacteroidetes e Firmicutes delineia profundas e significativas
diferengas entre os grupos.

Verificaram que, assim que o aleitamento materno ¢ substituido por alimentos sélidos,
as diferengas de microbiota entre as duas popula¢des aumentam, refletindo na separag@o alimentar
e ambiental que resulta na diferenciacdo da relacdo F/B. Como consequéncia da diferenga na
relagdo F/B nas duas populagdes, encontraram bactérias Gram-negativas (principalmente
Bacteroidetes) mais abundantes (58,5%) do que bactérias Gram-positivas (principalmente
Firmicutes) (37,4%) na populagdo BF, enquanto Gram-positivas foram mais abundantes do que
bactérias Gram-negativas (70,4% versus 29,1%, respectivamente) na populagdao da EU (FILIPPO
etal., 2010).

No trabalho de Fragiadakis et al. (2019) com populagdo de cacadores-coletores da
Tanzania foi avaliado o microbioma intestinal tanto dos adultos quanto dos filhos e comparados
com o microbioma das populagdes urbanas industrializadas, em diferentes idades. Na populacao
dos Hadza foi observado um aumento da diversidade microbiana nos primeiros anos de vida, como
relatado em coortes industrializadas. Houve alto grau de similaridade no inicio da vida, entre as
populacdes com alta prevaléncia da familia Bifidobacteriaceae. No entanto, coortes com estilos de
vida diferentes divergem com o aumento da idade, logo antes do primeiro ano de vida. As familias
de bactérias VANISH (Volateis e/ou Associados Negativamente as Sociedades Industrializadas de
Humanos), em populacdes tradicionais, se mostram de baixa prevaléncia no inicio da vida e vao
elevando com a idade.

No estudo realizado por Odamaki et al. (2016) verificou-se que a abundancia relativa
de Actinobactérias diminuiu substancialmente apds o desmame e continuou a diminuir com a idade.
Firmicutes foi o filo mais predominante apds o desmame, mas foi menos abundante em criangas
com menos de 4 anos em comparacdo com individuos com mais de 4 anos. Aumentos na
abundancia relativa de Bacteroidetes e Proteobacteria foram observados em individuos com mais
de 70 anos de idade. A abundancia relativa de Bacteroidetes ndo mudou sequencialmente, mas um
aumento gradual foi observado apos os 70 anos de idade. A mudanga na abundancia relativa de

Proteobacteria foi oposta a de Firmicutes (ODAMAKI et al., 2016).
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No estudo populacional que avaliou a variagdo do microbioma utilizando dados do
Belgian Flemish Gut Flora Project (n = 1.106) e o holandés LifeLines-DEEP study (n = 1.135) foi
possivel identificar uma reducgdo na riqueza do microbioma com o envelhecimento (FALONY et
al., 2016).

Nao esta claro quando e como a composicao da microbiota muda do estagio adulto para
o estagio idoso (ODAMAKI et al., 2016), mas o envelhecimento do intestino estd sujeito a uma
série de mudangas fisiologicas que afetam a digestdo e absor¢do dos alimentos e a funcdo
imunolégica. E acompanhado por uma perda nas proporgdes de células T CD4+ virgens, o processo
de inflamagdo ¢ caracterizado pela ativacdo persistente da imunidade inata, mediada pelo fator de
transcrigdo NF-kB. Dado o potencial de elementos da microbiota impactarem nesses processos
dinamicos ¢ fundamental o estudo destas relagdes (CLAESSON et al., 2010).

Nao foi observada a redu¢dao da diversidade nos idosos Hadza, como acontece nas
coortes industrializadas. Uma possivel associacdo feita pelos autores ¢ que, na sociedade urbana,
os idosos vivem mais isolados dos individuos jovens, sendo que o declinio da diversidade associado
a idade foi mais pronunciado para os idosos que vivem em institui¢des de longa permanéncia, que
sd0 mais segregados dos individuos mais jovens de vida livre. J4 os Hadza idosos continuam
morando proximos ao restante do acampamento, o que pode ajudar a manter o acesso a alimentos,
atividades e microbios caracteristicos de individuos mais jovens (FRAGIADAKIS et al., 2019).

Revisando a questdo do envelhecimento Schmidt, Raes e Bork (2018) relataram que
idosos mostram sinais de perda de diversidade, diminui¢do da estabilidade da composi¢do temporal
e mudancas de composicdo, todos associados a saude geral, mas também a fatores de confusdo
como dieta ¢ ambiente de moradia, um estilo de vida mais restrito, ou uso de medicagao.

No estudo de Rampelli ef al. (2020) foram analisados o microbioma intestinal de 4
grupos de individuos de faixas etarias diferentes, sendo a primeira de adultos (22 a 48 anos), a
segunda de idosos jovens (65 a 75 anos), a terceira de idosos centendrios (99 a 104 anos) e a quarta
de idosos semi supercentendrios (105 a 109 anos), com o objetivo de verificar as diferengas no
microbioma intestinal de individuos com idade acima de 100 anos. Observaram que, de forma
geral, a estrutura de composicao em nivel de espécie da microbiota intestinal do grupo de idosos
jovens em geral coincide com a dos adultos. Por outro lado, a microbiota intestinal de centendrios
e semi supercentendrios apresenta um rearranjo distinto em suas configura¢des taxonOmicas,

quando comparado com os mais jovens, apresentando reducdo de B. umiformis, Eubacterium
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rectale, C. comes, F. prausnitzii, com um aumento progressivo de E. coli, Methanobrevibacter
smithii, Akermansia miciniphila e Eggerthella lenta.

Quando analisaram as caracteristicas funcionais observaram que os centenarios € os
semi supercentenarios apresentavam microbioma reduzido em vias de degradacdo de carboidratos
de forma geral e aumento das vias de degradacao de xenobidticos, o que foi relacionado a mudanga
nos habitos alimentares e na exposicdo ambiental, além de um possivel acumulo de compostos
xenobidticos justamente pela vida longa. Outra diferenga interessante foi no metabolismo dos
acidos graxos, sendo que nos individuos centenarios e semi supercentenarios possuiam mais leitura
para o metabolismo de gorduras vegetais, ja os adultos e idosos jovens para gorduras animais,
revelando uma ligacdo entre o habito alimentar dos mais longevos e o desfecho de longevidade.
Na via dos aminoécidos encontraram maior enriquecimento nas vias de degradacdo de triptofano,
tirosina, glicina, serina e treonina nos centendrios e semi supercentenarios, o que se relacionou com
areducdo da biodisponibilidade de triptofano no soro e aumento de metabolitos da tirosina na urina.
Os genes para biossintese de LPS também se mostraram aumentados com o envelhecimento, o que
pode estar relacionado a presenga de patobiontes (Enterobacteriaceae) e baixos niveis de

inflamacdo (RAMPELLI et al., 2020).

2.2.2.3 Sexo

Ha algumas evidéncias de que o sexo pode influenciar na diversidade, composicdo e
funcdo da microbiota bacteriana intestinal. No estudo de Falony et al. (2016), foi identificado que
0 sexo esta entre os 69 fatores correlacionados significativamente com a comunidade geral do
microbioma.

Na populacdo Hadza de cagadores-coletores da Tanzania foi observado que hé
diferengas na abundancia do género Treponema entre os sexos, mas nao do género Blautia. Quando
aplicada abordagem imparcial, usando os dados de abundancia relativa com corre¢do para
hipoteses multiplas, encontraram apenas diferenga significativa no género Dialister. Quando
observaram apenas as amostras da estagdo da chuva, o género estatisticamente diferente foi
Faecalibacterium (FRAGIADAKIS et al., 2019).

No estudo de Takagi ef al. (2018), com 270 individuos japoneses, ndo encontraram

diferenga na diversidade alfa entre homens e mulheres, e nem entre as idades. Houve aumentos
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significativos nos géneros Prevotella, Megamonas, Fusobacterium e Megasphaera entre 0s
homens e aumento de Bifidobacterium, Ruminococcus e Akkermansia entre as mulheres.

Em sua revisdo, Mayneris-Perxachs et al. (2020) relatam que os resultados de diversos
estudos em humanos se mostraram contraditérios e, ¢ possivel que fatores de confusdo, como
questdes de peso, idade, menopausa, ovariectomia ou o uso de contraceptivos orais ndo tenham
sido adequadamente considerados. Os estudos apontam que os hormonios sexuais desempenham
papéis importantes na defini¢do do sexo bioldgico e propdem a investigacdo da microbiota
intestinal deste ponto de vista (SHIN et al., 2019).

No estudo realizado por Shin et al. (2019) foi investigada a relacdo entre microbioma
intestinal e niveis séricos de testosterona (em 31 homens) e estradiol (em 26 mulheres) utilizando
tecnologia de sequenciamento de genes 16S rRNA. Nao foram encontradas diferengas em nivel de
filo entre o sexo feminino e masculino. Os participantes foram estratificados em trés grupos: baixo,
médio e alto nivel hormonal ¢ o microbioma foi analisado em fung@o do hormonio esterdide dentro
do sexo. Os resultados demonstraram que os homens e mulheres do alto grupo hormonal abrigavam
comunidades microbianas mais diversas do que os dos grupos com menores niveis hormonais. Nos
homens, a abundancia de Acinetobacter, Dorea, Ruminococcus € Megamonas correlacionaram
significativamente com os niveis de testosterona. Entre as mulheres, no grupo de estradiol elevado,
houve maiores abundancias do filo Bacteroidetes e menores de Firmicutes do que naquelas no
grupo baixo. O género Slackia e Butyicimonas foram significativamente correlacionados com os
niveis de estradiol. Estes resultados demonstram que os niveis de hormdnios esterdides sexuais
estdo correlacionados com a composi¢ao microbiana de diversidade e intestino (SHIN et al., 2019).

No estudo realizado por Mayneris-Perxachs et al. (2020) que iniciou com 131
individuos, ndo houveram diferengas significativas entre homens e mulheres pré e pos-
menopausicas quanto a diversidade alfa. Ja Bray-Curtis e medidas de diversidade beta Unifrac
ponderada indicaram diferengas significativas principalmente entre as mulheres pré-menopausicas
e os homens. Houve uma tendéncia de maior riqueza medida por Chaol nas mulheres pré-
menopausicas e do que nas pds-menopausicas e nos homens em individuos ndo obesos.

Em comparagdo com mulheres pré e pos-menopausicas, os homens tinham maior
abundancia de varias espécies de Prevotelaceae (Prevotella sp. CAG:520, Prevotella
multisacarivorax, Prevotella sp. AGR2160, Prevotella nanciensis, Prevotella sp. HMSC073D09,
Prevotella bergensis, Prevotella sp. CAG:924, Prevotella ruminicola) e Clostridium sp. CAG:277,
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mas niveis mais baixos de Roseburia sp. CAG:380, Firmicutes bacterium CAG:884,
Lachnospiraceae bacterium CAG:364, Bacillus sp. CAG:988, Succinivibrio dextrinosolvens,
Clostridium sp. CAG:557, Bacteroides dorei CAG:222, e Lachnospiraceae bacterium CAG:215
(MAYNERIS-PERXACHS et al., 2020).

Quando estudadas as doengas autoimunes dimorficas € possivel afirmar que os fatores
genéticos, os hormdnios sexuais e 0 ambiente modulam o resultado da composi¢do microbiana e
do fenétipo da doenga. Os hormoénios sexuais podem modular o ambiente imunolégico local. O
impacto do estrogénio em varias células imunologicas contribui para um ambiente imunologico
hiperativo, enquanto os androgénios (testosterona) mantém um ambiente imunoldgico anti-
inflamatério da mucosa (GOMEZ; LUCKEY; TANEJA, 2015).

Estas diferencas sdo vistas em outras doengas que possuem uma tendéncia relacionada
ao dimorfismo sexual, como nas questdes cardiovasculares (RAZAVI et al., 2019), e em doencgas
relacionadas ao eixo intestino-cérebro, como SII, sensibilidade visceral (JASAREVIC et al., 2015).

Em sua revisdo, Jasarevic et al. (2015) trazem que em modelos de roedores, as
comunidades microbianas nas fémeas exibem alta variabilidade em relacdo aos machos, sugerindo
uma contribuicdo de natureza pulsatil dos estrogénios para manutencdo de um microbioma
intestinal feminino variavel. Foi associado aos periodos de declinio hormonal, aos episddios de
exacerbagdo de sintomas gastrointestinais, risco de infecgdo, transtornos afetivos, como ansiedade
e depressdo. Por outro lado, em momentos de elevagdo hormonal, como na gestagdo, ha relatos de
alivio de sintomas.

Em nosso trabalho abordaremos apenas do ponto de vista das diferencas encontradas
em nivel de sexo feminino ou masculino, sem considerar valores hormonais, mas consideramos

importante abordar, na revisdo, o que ja foi associado a este tema.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho faz parte de uma cooperagdo técnica entre o Laboratorio de

Polimorfismos Genéticos da Universidade Federal de Santa Catarina (LAPOGE/CCB/UFSC), o
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Laboratorio de Gendmica (LAGEN/CCB/UFSC) e a empresa privada, Biogenetika, detentora dos
dados.

Os participantes voluntarios foram esclarecidos quanto a possibilidade de uso de seus
dados para a pesquisa e assegurados do sigilo das informagdes pessoais € em anonimato, assinando
na sequéncia o Termo de Consentimento Livre Esclarecido, elaborado e mantido pela Biogenetika.
Apenas os dados dos pacientes que consentiram em participar de pesquisas cientificas serdo
disponibilizados pela Biogenetika de forma andnima.

Este trabalho foi registrado na Plataforma Brasil
(https://plataformabrasil.saude.gov.br/login.jsf) e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade

Federal de Santa Catarina (ANEXO A).

3.2 CARACTERIZACAO DOS PARTICIPANTES

Os individuos participantes do estudo nao foram padronizados, sendo que os mesmos
procuraram a empresa parceira de forma voluntaria para realizar seu teste de microbioma
individual. Portanto, este estudo compreende individuos saudaveis ou com alguma condig¢do de
saude especifica autorreferida, coletada através de questiondrio pela empresa parceira.

Ao cadastro para a coleta das amostras foi enviado um questionario, padronizado pela
empresa parceira, onde os participantes informaram os seguintes dados: idade, sexo, profissao,
peso, altura, tipos de dieta (com recordatério de 24h), consumo ou ndo de bebidas alcoodlicas, se
possuem vicios, se fazem uso de medicamentos, se fazem uso de suplementos, se utilizam
probioticos, se realizaram tratamento de quimioterapia, se praticam alguma atividade fisica e o tipo
de nascimento (parto normal ou cesariana).

Analisamos os dados de 85 participantes anonimos, disponibilizados pela empresa
parceira, que realizou previamente a coleta e processamento das amostras de fezes e o

sequenciamento do metagenoma.

3.3 ESTRUTURA DO QUESTIONARIO

Descri¢ao do questionario através de formulario eletronico, enviado aos participantes

desta pesquisa pela empresa parceira:
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- Campo aberto para: nome, contatos pessoais, Estado da Federagdo, profissao, sexo
(masculino/feminino), altura, peso, idade.

- Em seguida, estd escrita a pergunta: “Vocé estd realizando algum tipo de dieta
atualmente ou tem algum cuidado especial na sua alimentagdo?” com um campo para selecdo de
uma das opgdes: vegetariana, vegana, low carb, hipocalorica, sem gluten, sem lactose, entre outros.
Entdo hd uma pergunta: “Qual dieta?” e um campo aberto para a resposta. A seguir ha uma
instrucao: “Informe o recordatorio alimentar de 1 dia (café da manha, lanche, almogo, lanche ¢
jantar)” e um campo aberto para resposta.

- Apos, ha a frase “Se vocé consome bebida alcoolica relate brevemente tipo e
frequéncia” e um campo aberto para a resposta

- Entdo ha a pergunta “Vocé tem algum vicio (café, refrigerante, chocolate, cigarro,
etc)?” e abre uma com as opg¢des: sim ou ndo. A seguir vem a pergunta: “Qual vicio?” com um
campo aberto para a resposta.

- Em seguida, estd descrita a pergunta: “Vocé faz uso de algum medicamento
atualmente?” com apenas duas op¢des abaixo para serem selecionadas: sim ou ndo. Hé a pergunta:
“Qual medicamento?” e um campo aberto para a descri¢ao da resposta.

- Apds, ha a pergunta: “Suplementos em uso atualmente (vitaminas, aminoacidos,
fitoterapicos)” com duas opg¢des abaixo para serem selecionadas: sim ou nao.

- Entdo hé a pergunta: Probidticos em uso atualmente?” com duas opgdes abaixo para
serem selecionadas: sim ou nao.

- Em seguida, ha o questionamento: “Vocé ja fez uso de antibioticos, corticdides ou
remédios para emagrecer nos ultimos 3 meses?” com duas opg¢des abaixo para serem selecionadas:
sim ou ndo. Segue-se uma pergunta: “Qual?” com um campo aberto para a resposta.

- Ap0s, a indagagdo: “Ja passou por algum tipo de tratamento quimioterapico?” com
duas opgdes de resposta abaixo: sim ou ndo. Entdo segue a pergunta: “Se sim, qual? Data?” com
um campo aberto para a resposta.

- Entdo hé a seguinte solicitagcdo: “Assinale caso possua diagndstico para as seguintes
condig¢des clinicas e especifique a data do diagnostico na caixa de texto abaixo:” com diversas
opgdes que possibilitam a sele¢dao simultanea: “Doenca de Crohn, Sindrome do Intestino Irritavel,
Doenga Inflamatéria Intestinal, Colite Ulcerativa, Dispepsia, Doenga Celiaca, Intolerdncia a

Lactose, Diabetes, Cancer, Depressao, Autismo, Transtorno de déficit de aten¢ao e hiperatividade,
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Transtorno de ansiedade, Asma, Alergia, Artrite Reumatoide, Lupus Eritematoso sistémico e
Osteoartrite”.

- Em seguida, esta descrito: “Caso possua algum diagnostico ndo especificado acima,
por favor, descreva" com um campo aberto para a resposta.

- Apos, ha a seguinte solicitacdo: “Assinale abaixo caso possua algum dos sintomas
descritos:” com diversas opgdes que possibilitam a selecdo simultanea: “ndusea, dor abdominal,
distensdo abdominal, diarreia, sensibilidade abdominal, flatuléncia, constipagdo, vomito”. Logo
abaixo ha a seguinte pergunta: “Os sintomas indicados iniciaram ha quanto tempo?” com um
campo aberto para a descricao.

- Ent3o hé a seguinte frase: “Caso possua algum outro sintoma que julgue importante
relatar, especifique:” com um campo aberto para a resposta.

- Em seguida, est4 a pergunta: “Vocé pratica alguma atividade fisica com regularidade?
Se sim, quantas horas semanais?”’ com 4 opg¢des unicas de resposta: “sim, até¢ 3 horas” ou “sim, até
6 horas” ou ““sim, mais que 6 horas” ou “ndo pratico”. Logo ha a pergunta: “Qual a modalidade?”
com um campo aberto para a resposta.

- Para finalizar, hd o questionamento: “Sua forma de nascimento:” com as opgdes: parto

normal ou cesdrea para escolha Unica.

3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A coleta de amostras fecais ¢ o método utilizado por este projeto devido a sua
conveniéncia para amostras de microbioma intestinal. Os estudos tém considerado esta pratica
como substituta aceitdvel para a microbiota intestinal distal, em parte devido a sua natureza de
coleta ndo invasiva, embora alguns estudos tenham mostrado mudangas graduais na microbiota ao
longo do coélon intestinal e nas fezes (CLAESSON et al., 2017). Para amostras retiradas
diretamente do colon, as diferencas entre os individuos sdo maiores que as diferencas entre
diferentes locais de amostragem em um mesmo individuo, como ¢ caracteristico de estudos de
microbioma intestinal. Além disso, as fezes sdo representativas de diferengas interindividuais

(TURNBAUGH et al., 2007).

3.4.1 Coleta das amostras de fezes
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Todos os participantes assinaram concordancia em participar de forma anonima de
pesquisas cientificas. Este termo, assim como o contato direto com os participantes, foi realizado
pela empresa parceira. A coleta das amostras de fezes utilizadas neste estudo foi realizada no
periodo de abril de 2018 até abril de 2020. Os participantes receberam um kit OMNIgene.GUT
(Marca DNA Genotek), para coleta de fezes com as instrugdes de coleta (ANEXO B), e os mesmos
realizaram os procedimentos individualmente. Foram coletadas cerca de 520 mg de fezes, que
foram mantidas em temperaturas de 15 a 25 graus Celsius, por até 60 dias. Logo apo6s a coleta, o

material foi enviado ao laboratério parceiro para extragdo do DNA do microbioma.

3.4.2 Extracao do DNA

Com o kit QIAamp PowerFecal Pro DNA (Marca QIAGEN) foi realizada a extragao
do DNA do microbioma pela empresa parceira, seguindo todo o protocolo do fornecedor.

A solugdo CD2 ¢ armazenada entre 2—8 ° C. Todos os outros reagentes € componentes
do kit sdo armazenados em temperatura ambiente (15-25 © C). Todas as etapas de centrifugacao
sdo realizadas a temperatura ambiente (15-25 ° C).

O tubo PowerBead Pro ¢ agitado brevemente para garantir que os granulos se
acomodam na parte inferior. Foi adicionado até¢ 250mg de fezes e 800ul de solugdo CD1. Apos,
girado brevemente para misturar. O tubo PowerBead Pro foi horizontalmente preso em um
adaptador Vortex para tubos de 1,5-2ml e, entdo, girado na velocidade maxima por 10 minutos.
Em seguida foi centrifugado a 15.000 xg por 1 minuto.

O sobrenadante (cerca de 500—600pl) foi transferido para um tubo de microcentrifuga
de 2 ml limpo. Foi adicionado 200 pl de Solugao CD2 e girado por 5 segundos. Entdo centrifugado
a 15.000 xg por 1 minuto em temperatura ambiente.

Foi transferido até 700 pl de sobrenadante para um tubo de microcentrifuga de 2 ml
limpo, e adicionado 600 pl de Solugdo CD3 e vortex por 5 segundos. Foi carregado 650ul do lisado
em uma coluna MB Spin e centrifugado a 15.000 xg por 1 min. Em seguida descartado o fluxo e
repetida a etapa 8 para garantir que todo o lizado tenha passado pela coluna de rotagio MB.

Foi colocada cuidadosamente a coluna MB Spin em um tubo de coleta de 2 ml limpo.
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Adicionada 500ul de Solu¢dao EA a coluna de rotagdo MB. Centrifugada a 15.000 xg
por 1 min. Descartado o fluxo e colocada a coluna MB Spin de volta no mesmo tubo de coleta de
2 ml. Entdo adicionamos 500 pl de solu¢ao C5 a coluna de rotacdo MB, e centrifugada a 15.000 xg
por 1 min.

Descartado o fluxo, € colocada a coluna de rotacio MB em um novo tubo de coleta de
2 ml. Centrifugada a até 16.000 xg por 2 min. Colocada cuidadosamente a coluna de rotacdo MB
em um novo tubo de eluicdo de 1,5 ml. Adicionada 50-100 pl de Solucdo C6 ao centro da
membrana do filtro branco. Entdo centrifugada a 15.000 x g por 1 min. Descartada a coluna de

rotacdo MB. O DNA agora est4 pronto para aplica¢des seguintes.

3.4.3 Preparo das amostras de DNA para leitura

Ap6s a extragdo do DNA, as bibliotecas emparelhadas foram preparadas, usando 500
ng de DNA gendmico, de acordo com as instru¢des do fabricante para o Nextera XT DNA Library
Prep Reference Guide (Illumina®) e NextSeq System Denature and Dilute Libraries Guide
(Illumina®). Foi realizado o sequenciamento do DNA obtido através da tecnologia Nex Seq 500
(Illumina).

As leituras foram enviadas para o laboratorio parceiro da UFSC. Até a presente etapa

ndo houve participacao da UFSC.

3.5 ANALISES DE BIOINFORMATICA

Os dados das sequéncias obtidas por sequenciamento de Whole Genome Sequencing
Shotgun (WGS-shotgun) do microbioma intestinal de 85 individuos adultos, foram
disponibilizados ao Laboratério de Gendmica (LAGEN/CCB/UFSC) pela empresa parceira
detentora dos dados. As leituras do metagenoma foram disponibilizadas e recebidas no formato
fastq.gz.

Utilizamos o Metaphlan (Metagenomic Phylogenetic Analysis) para tracar traga o
perfil de composicdo das comunidades microbianas (BEGHINI et al., 2020). Para isso a ferramenta

utiliza marcadores especificos de clado, cerca de ~ 1,1 milhdes de genes marcadores especificos,
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armazenados no banco de dados CHOCOPhIAn. Ainda para realizagao das andlises taxonomicas e
funcionais usamos ferramentas do bioBakery3. BioBakery3 ¢ uma colecdo de diferentes
ferramentas computacionais que permitem realizar controle de qualidade, analise taxondmica e
funcional e identificagcdo de cepas (BEGHINI et al., 2020).

Realizamos a andlise de diversidade alfa em nivel de espécie, através do pacote
“phyloseq” disponivel no software R através da func¢do estimate richness. Para diversidade beta
foi utilizada a fun¢do ordinate() do mesmo pacote, com os parametros method="PCoA",
distance=dist_bray e distance=dist bray distance=dist js (McMURDIE; HOLMES, 2013). A
partir de dados gerados pelo phyloseq foi utilizado o “microbiome R package” para calcular

raridade (rare_abundance), uniformidade, dominancia (LAHTI et al., 2017).

3.6 INDICES DE DIVERSIDADE ALFA

Para estimar a riqueza (S) utilizamos a abordagem ndo paramétrica de Chaol (CHAO,
1984), que ¢ definida pela seguinte formula:

Schaol = Sobs T 111%/212

Onde Sobs € 0 nimero de espécies observadas, ni ¢ o nimero de espécies capturadas
apenas uma vez, € n2 ¢ o nimero de espécies capturadas duas vezes (HUGHES, 2001; CHAO,
1984).

Para combinar as medidas de riqueza e abundancia utilizamos a diversidade de
Shannon, a Diversidade de Simpson e a Domindncia de Simpson. Para uma revisdo sobre estes
indices veririficar o Apéndice 1.

Diversidade de Shannon (H) ¢ representado pela férmula:

_S'Pi In(Pi)

Diversidade de Simpson (D1) ¢ representado pela formula:

13 Pi2

Dominancia de Simpson (D2) ¢ representada pela formula:
1/3 Pi?
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Outro importante ponto de observacdo da diversidade alfa ¢ a uniformidade. Esta ndo
¢ calculada de forma independente, mas sim derivada de medidas de diversidade compostas.

Utilizamos a uniformidade de Simpson (E) calculada a partir de D2.

3.7 DIVERSIDADE BETA

As analises de beta-diversidade foram realizadas utilizando o indice de dissimilaridade
de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957). A distancia de Bray-Curtis ¢ definida como a diferenga
da abundancia dividida pela abundancia total contribuida por ambas as amostras (TANG et al.,
2016). A diversidade beta mede quao diferentes dois vetores de composi¢do sdo em geral, em vez
de em relacdo a um unico tdxon. Para “n” casos e “m” ndo casos, calcula-se a matriz simétrica (n
+m) x (n + m) cujos elementos fora da diagonal sdo as dissimilaridades de pares entre as amostras
do microbioma (GAIL; WAN; SHI, 2021).

Para ver se as dissimilaridades entre os grupos sdo significativamente maiores do que
as dissimilaridades dentro dos grupos, uma andlise de variancia multivariada permutacional

(PERMANOVA) pode ser realizada (GAIL; WAN; SHI, 2021).

3.8 INDICE DE SAUDE DO MICROBIOMA INTESTINAL (GMHI)

Desenvolvido por Gupta et al. (2020), especificamente para estudos de microbioma
intestinal humano, o Indice de Saude do Microbioma Intestinal (GMHI, do inglés Gut Microbiome
Health Index) ¢é robusto para avaliar o estado de saude (grau de presenca/auséncia de doenca
diagnosticada) com base no perfil taxondmico em nivel de espécie, a partir de uma amostra de
fezes processada por metagenoma de espingarda (Whole Genome.Shotgun).

O GMHI ¢ uma férmula matematica biologicamente interpretdvel para prever a
probabilidade de doencga, independentemente do diagndstico clinico. Os valores do indice GMHI
podem variar de -6 até¢ 6, sendo que valores mais altos estdo fortemente associados as amostras
saudaveis utilizadas no estudo, e os valores menores associados as amostras de individuos com
condi¢des de auséncia de satde.

Utilizamos o script disponibilizado pelos autores do estudo original disponivel em:

https://github.com/jaeyunsung/GMHI_2020.
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3.9 ANALISES ESTATISTICA
Para realizar os testes estatisticos utilizamos o software SPSS, o programa Microsoft

Excel com o aditivo Real Statistics Resources (https://www.real-statistics.com) e os pacotes do R

Program MaAsLin2 (MALLICK et al., 2021) e vegan (OKSANEN et al., 2020).

Para os Indices de diversidade alfa utilizados realizamos teste de Shapiro-Wilk ou
d’Agostino-Pearson para verificar se os dados se distribuem de forma normal. Quando a resposta
foi positiva, realizamos testes paramétricos de acordo com a quantidade de grupos existentes. Para
2 grupos realizamos Teste t, € quando mais grupos, teste de ANOVA. Quando os dados eram ndo
paramétricos realizamos teste de Mann-Whitney para 2 grupos e teste de Kruskal-Wallis para mais
de 2 grupos. Nao foi necessario realizar o teste post-hoc de Tukey. Para considerarmos como
significativas consideramos um valor de p menor que 0,05.

Utilizamos Indice Chaol para Riqueza (S), e, para correlacionar a riqueza e
uniformidade utilizamos o indice de Shannon (H), a Dominancia de Simpson (D2), a Uniformidade
de Simpson (E) e abundancia rara para Raridade. Para analises estatisticas de sexo utilizamos o
Teste t com Intervalo de Confianga (IC) de 95% e p < 0,05 para S, H, D2 ¢ E, assim como o Teste
de Mann-Whitney com IC de 95% e p < 0,05 para Raridade. Para as andlises estatisticas de idade
foram utilizados o teste de ANOVA de uma via com IC de 95% e p < 0,05 para S, H, D2 e E, assim
como o teste de Kruskal-Wallis com IC de 95% e p < 0,05 para abundancia rara.

Avaliamos a diversidade beta (diversidade entre individuos) utilizando indice de
dissimilaridade de Bray Curtis. Para determinarmos diferencas significativas entre os grupos e
amostras do microbioma utilizamos PERMANOVA no Pacote para R vegan (OKSANEN et al.,
2020) com a fungdo adonis (). Os graficos também foram gerados por este pacote com a funcgao
capture.output ()e vegdist ().

Para analisar a abundancia relativa das espécies do microbioma amostrado utilizamos
o pacote do R Program MaAsLin2 (MALLICK et al, 2021) que realiza as andlises estatisticas
eliminando falsos positivos e falsos negativos, portanto maior rigor nas analises. MaAsLin ¢ uma
estrutura estatistica multivariada que encontra associa¢des entre metadados clinicos e abundancia
ou func¢do da comunidade microbiana. Os metadados clinicos podem ser continuos (idade e peso),
booleano (sexo, fezes, bidpsia) ou discreto/fator (agrupamentos de coorte e fenotipos). MaAsLin

associa muitos metadados a medi¢gdes microbianas. Quando for este o caso, cada metadado pode
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ser de um tipo diferente. Por exemplo, pode ser incluida a idade, peso, sexo, coorte e fenotipo no
mesmo arquivo de entrada a ser analisado na mesma execu¢do do MaAsLin. Espera-se que as
medi¢des microbianas sejam normalizadas antes de usar MaAsLin e, portanto, os dados
proporcionais variam de 0 a 1,0.

Os resultados de uma execu¢do do MaAsLin sdo a associagdo de um membro
especifico da comunidade microbiana com metadados. Essas associagdes ndo sdo influenciadas
pelos outros metadados do estudo. Existem certos fatores conhecidos que podem influenciar o
microbioma (por exemplo, dieta, idade, geografia, origem da amostra fecal ou de biopsia). O
MaAsLin permite detectar o efeito de um metadado, possivelmente, um fenotipo, desconfigurando
os efeitos da dieta, idade, origem da amostra ou quaisquer outros metadados capturados no estudo.
As associagdes sdo consideradas significativas se seu valor q for igual ou inferior a taxa maxima
de descoberta falsa (limite de significancia) que por default é de 0,25. Este valor foi mantido. Foram
mantidos significativas as associa¢des que obtiveram p < 0,05 e q <0,25.

Foram utilizados os comandos input_data = read.csv () e input_metadata = read.csv ()
para inserir os dados provenientes do MetaPhlan e organizados em planilha do excel e convertidos
para formato “.tsv”, assim como os metadados da amostra. Para cada varidvel analisada (IMC,
idade e sexo) foram realizadas analises separadas através da funcdo Maalsin2 (). Com esta funcao
jé& sdo gerados os resultados e graficos finais. Esta analise foi realizada tanto em nivel de géneros

quanto de espécies.
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4 RESULTADOS

Realizamos as analises dos resultados das amostras obtidas de forma coletiva,
representando, assim, o grupo de uma forma geral. Mas também pudemos dividir estes individuos,
de acordo com os fatores apontados na literatura cientifica como relacionados com diferentes
implicagdes do microbioma intestinal, como idade, sexo e IMC.

Em uma anélise final, aproveitamos os dados contidos no questionario respondido
autonomamente, por cada participante, a empresa parceira em relacdo a algum tipo de condigdo

especifica de saude, como sintoma ou diagndstico apenas para calcular o GMHI.

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Os dados informados a seguir foram coletados a partir dos formulérios respondidos por

cada um dos participantes. Todos foram auto reportados, ndo havendo intervencgao.

4.1.1 Distribuicdo por Estados

Participaram da pesquisa 85 individuos de 15 Estados da Federacdo, sendo mais
representativo o Estado de Santa Catarina, com 30 individuos (35,3% do total amostrado), seguido

por Sdo Paulo, com 18 individuos (21,2%) e Rio de Janeiro, com 14 individuos (16,5%).

Gréfico 1 - Individuos participantes do estudo divididos conforme seus Estados de residéncia:

Amazonas (AM), Bahia (BA), Distrito Federal (DF), Goias (GO), Minas Gerais (MG), Mato

Grosso do Sul (MS), Mato Grosso (MT), Pernambuco (PE), Parané (PR), Rio de Janeiro (RJ),

Rio Grande do Norte (RN), Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC), Sergipe (SE), Sao
Paulo (SP).
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

4.1.2 Distribuicdo por Sexo

Participaram do estudo 26 individuos do sexo masculino, representando 30,6% do total
e 59 individuos do sexo feminino, representando 69,4%. Houve uma maior representatividade

feminina no estudo.

Grafico 2 — Individuos participantes do estudo divididos por sexo.
SEXO

EM mF

69.4

59

26
30.6

INDIVIDUOS %
Fonte: Elaborado pela autora (2021).



83

4.1.3 Distribuicdo por Idade

Quanto a idade, 38 individuos tinham até 40 anos (43,7%), 22 individuos até 50 anos
(25,3%), 14 individuos até 60 anos (16,1%) e 11 individuos acima de 60 anos (12,6%).

Grafico 3 — Distribuicao dos participantes do estudo divididos de acordo com a idade.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

12.6

4.1.4 indice de Massa Corporal (IMC)

Para a classificagdo do estado nutricional sdo adotados os conceitos de Indice de Massa
Corporal (IMC), conforme os protocolos recomendados pela Organizagdo Mundial da Saude
(WHO, 1995), e os Protocolos do Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAN)
(BRASIL, 2008).

Calculamos o IMC com os valores de peso e altura informados pelos participantes. Os
valores sdo obtidos através do calculo do peso corporal, em quilogramas, dividido pela altura, em
metros ao quadrado, conforme a férmula:

IMC = peso (kg)/ altura x altura (m?)

A interpretacdo para adultos, individuos acima de 20 anos e abaixo de 60 anos se da

conforme a tabela a seguir.
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Quadro 1 — Distribui¢cdo dos pontos de corte do IMC e sua interpretacao da classificagdo do
estado nutricional de individuos adultos

Pontos de Corte do IMC Classificacdo do estado nutricional
<18,5kg/m2 Desnutricao
> 18,5 e <25kg/m2 Eutrofia
>25e<30kg/m2 Sobrepeso
> 30 kg/m2 Obesidade

Fonte: adaptado de WHO (1995).

Entretanto, a partir da idade de 60 anos completos a classificagdo do estado nutricional
respeita a abordagem de Lipshitz (1994) e o protocolo do SISVAN (BRASIL, 2008), conforme

apresentado na tabela a seguir.

Quadro 2 — Distribui¢@o dos pontos de corte do IMC e sua interpretacdo da
classificacdo do estado nutricional de individuos idosos

Pontos de Corte do IMC Classificacdo do estado nutricional
<22kg/m?2 Desnutri¢ao
>22 e <27kg/m2 Eutrofia
> 27 kg/m2 Sobrepeso
> 30 kg/m2 Obesidade

Fonte: adaptado de Lipschitz (1994).

Nesta amostra, 47 individuos apresentavam-se na classificagdo de eutrofia,
representando 55,3% do total da amostra, 3 individuos classificados em desnutri¢do, sendo 3,5%
do total, 21 individuos apresentaram-se em sobrepeso, perfazendo 24,7% e 14 individuos foram

classificados em obesidade, com 16,5% do total.

Grafico 4 - Distribui¢do dos participantes do estudo divididos de acordo com a Classificagao
Nutricional relacionada com o IMC.
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24.7

4.1.5 Controles x Casos

Dentre os individuos participantes do estudo, 6 foram os que nio referiram nenhum
sinal e sintoma ou diagndstico, e se apresentaram na classificacdo de eutrofia nutricional de acordo
com o IMC. Estes foram classificados como controles.

Os demais, 79 individuos, relataram algum dos sinais e sintomas ou diagnodstico
referidos no questiondrio, ou ainda estavam classificados com sobrepeso ou obesidade pelo IMC
calculado, conforme apresentado anteriormente. E importante salientar que um mesmo individuo
pode possuir mais de um sintoma ou diagnoéstico. Os dados dos sinais e sintomas sdo apresentados

no grafico 5.

Gréfico 5 - Distribuigdo dos participantes do estudo, conforme os sinais e sintomas, relatados de
forma autébnoma no questionario.
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Predominacia de sintomas por n de pacientes

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Verificamos que 39% dos pacientes possuiam o sintoma de flatuléncia, seguido de 24%
com distensdo abdominal, 20% com constipa¢ao intestinal, 14% apresentaram dor abdominal, 8%
com diarreia, 7% com sensibilidade abdominal, 5% com nduseas, 2% apresentaram dores de cabega
€ nauseas com voOmitos, ¢ 1% apresentaram cansago, desconforto abdominal, dificuldade de
emagrecimento, dor de estbmago, dor com exercicios, infecgcdes de repeti¢do e queda de cabelo,
sendo que 19% dos entrevistados ndo responderam a esta questdo (“sem resposta”) e foram
classificados como sem sintomas.

Os dados dos diagnosticos, coletados conforme o questiondrio, encontram-se no

grafico 6.
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Grafico 6 - Distribuicdo dos participantes do estudo conforme os diagnosticos relatados de forma
auténoma no questiondrio. SII — Sindrome do Intestino Irritavel; DII — Doenga Inflamatéria
Intestinal; DM — Diabetes Mellitus; CA - Cancer
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Identificamos que 30,6% dos entrevistados apresentavam diagndstico de Intolerancia a
Lactose, 22,4% Alergia, 18,8% Sindrome do Intestino Irritdvel (SII), 16,5% Transtorno de
ansiedade, 7,1% Depressdo, Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) e Cancer, 4,7% Artrite
reumatoide, 3,5% apresentavam Dispepsia, Diabetes Mellitus (DM), Hipotireoidismo, Sinusite,
Tireoidite de Hashimoto, 2,4% apresentaram Asma, Diverticulite, Gastrite, Hiperatividade,
Refluxo, Transtorno de déficit de ateng@o e Constipagdo intestinal. Dentre os entrevistados, 22,4%

ndo responderam ao questionamento de diagndstico e foram classificados como sem diagnodstico.

4.2 IDENTIFICACAO TAXONOMICA

E importante dizer que as analises taxondmicas apresentadas por este trabalho se
referem ao dominio Bactéria (WOESE et al., 1990; ARCHIBALD, 2015), e que os demais

encontrados foram eliminados das analises.
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4.2.1 Abundancia relativa de taxons nos diferentes niveis de classificaciao

Obtivemos como resultado, na analise de bioinformatica no programa MetaPhlan, a
abundancia de reads, de todas as 85 amostras analisadas nos diferentes niveis taxondmicos. Para
que os dados pudessem ser comparados, o sistema gerou automaticamente a abundancia relativa
das amostras obtendo um percentual de cada amostra, eliminando a variabilidade do niimero de
reads. Apos realizamos os processamentos no Programa R, conforme ja descrito na metodologia.

Eliminamos as abundancias referentes a identificagdo de Eucariotos e Euryarchaeota
(Classe Methanobacteria). Os Eucariotos obtiveram a abundancia relativa total de 0,014% e
estiveram presentes em 5 amostras. O filo Euryarcheota, que faz parte do dominio Archea, obteve
uma abundancia relativa total de 0,009% e estiveram presentes em 16 amostras.

Obtivemos como resultados pertencentes ao dominio bacteriano: 11 Filos, 21 Classes,
32 Ordens, 56 Familias, 128 Géneros e 357 Espécies até a ordem de 10 (0,1% da abundancia) em

pelo menos 1 individuo amostrado.

4.2.1.1 Filo

No grafico 7, apresentamos a distribui¢cao da abundancia relativa média do coletivo das

amostras no nivel filogenético em 11 filos.

Tabela 1 — Distribui¢@o percentual da abundancia relativa em nivel de Filo do dominio Bacteria,
encontrados em 85 amostras de microbioma intestinal humano analisadas por metagenoma em

brasileiros.
Filos % de abundancia relativa geral % de prevaléncia

Bacteroidetes 65,11 100
Firmicutes 29 100
Proteobacteria 2,71 100
Actinobacteria 1,72 98.8
Verrucomicrobia 1,35 58,8
Lentisphaerae 0,043 35,3
Synergistetes 0,0073 25,88
Fusobacteria 0,007 1,17
Spirochaetes 0,004 1,17
Candidatus Melainabacteria 0,0022 3,52
Cyanobacteria 0,000011 1,17

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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A distribuig@o dos filos em cada amostra esta representada na Figura 11.

Apesar da distribuicdo uniforme do coletivo, as variagdes individuais foram grandes,
como em trabalhos anteriores (CLAESSON et al., 2010). Os Bacteroidetes variaram de 91,15% a
30,93%; os Firmicutes de 62,4% a 6,33%; as Proteobacterias de 40,08% a 0,12%; as

Actinobacterias de 25,52% a 0% e o Verrucomicrobia de 13% a 0%, como pode serr verificado na

Figura 11.

O filo dos Bacteroidetes foi representado principalmente pelos géneros Bacteroides e
Prevotella, seguido por Alistipes € Parabacteroides em termos de nimero de espécies e abundancia
relativa. O filo dos Firmicutes foi representado em maior abundiancia pelo género
Faecalibacterium, cuja Unica espécie encontrada foi Faecalibacterium prausnitzii, seguida pelos

géneros Roseburia, Eubacterium € Ruminococcus.

Figura 11 - Distribuicdo da abundancia relativa por filos e por amostras de microbioma intestinal
humano analisadas por metagenoma em brasileiros.

Phylum
Actinobacteria
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Candidatus_Melainabacteria
Cyanobacteria
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Euryarchaeota
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Fusobacteria
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Proteobacteria

Relative Abundance

Spirochaetes
Synergistetes
Verrucomicrobia
NA

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Verificamos os fatores intrinsecos do hospedeiro, como idade, IMC e sexo. Houve
diferenga estatistica em nivel de Filo relacionado com a idade e com o sexo, como pode ser

verificado no grafico §, mas nao com IMC.

Grafico 7 - Distribuicdo comparativa da abundancia relativa dos filos que apresentaram diferenca
significativa em relacdo a idade e sexo na populagdo analisada (n=85). A) Grafico representando
a abundancia relativa do Filo Proteobacteria em relagao ao avango da idade. B) Grafico
comparativo entre as abundancias do Filo Synergistetes em relagdo ao sexo feminino e

masculino.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Relacionamos de forma direta a abundancia relativa do Filo Proteobacteria com a
elevagdo da idade (p = 0,001; q = 0,0085). Entre as mulheres com mais de 60 anos a abundancia
relativa deste filo atingiu 8,9% e entre ambos os sexos acima de 60 anos, 6,15%. Quando
analisamos a abundancia relativa das Proteobacterias em relacdo aos diagnosticos ou sintomas
referidos, verificamos que nos controles a abundancia foi de 2,1%, ja nos casos de flatuléncia de
4,6% e dor abdominal de 5,2%.

Também relacionamos maior abundancia relativa do Filo Synergistetes em mulheres
do que em homens (p = 0,0017; q=0,012).

A relagdo entre os filos dos Firmicutes e Bacteroidetes (F/B) na amostra geral, avaliada

por este trabalho, foi de 0,44. Quando esta relagdo F/B foi realizada para o grupo controle (sem
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sintomas ou diagnoésticos) (n = 6) encontramos a relagdo de 0,498, mostrando uma proporg¢ao de 2
Bacteroidetes para cada Firmicutes (F/B = 1%).

4.2.1.2 Classe

Identificamos 21 classes diferentes na amostra de microbioma intestinal analisada, que

sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo percentual da abundéncia relativa em nivel de Classe do dominio
Bacteria, encontrados em 85 amostras de microbioma intestinal humano analisadas por
metagenoma em brasileiros

Classes % de abundancia relativa
Bacteroidia 65,11
Clostridia 26,48
Negativicutes 1,64
Verrucomicrobiae 1,36
Gammaproteobacteria 1,32
Coriobacteria 0,91
Actinobacteria 0,81
Firmicutes 0,63
Betaproteobacteria 0,59
Proteobacteria nado classificados 0,43
Deltaproteobacteria 0,35
Erysipelotrichia 0,15
Somatoério das outras Classes 0,16

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

4.2.1.3 Ordem

Identificamos 32 ordens diferentes em nossa amostra de microbioma intestinal coletiva

de individuos brasileiros, apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Distribuicdo percentual da abundéncia relativa em nivel de Ordem do dominio
Bacteria, encontrados em 85 amostras de microbioma intestinal humano analisadas por
metagenoma em brasileiros

Ordem % de abundancia relativa
Bacteroidales 65,11
Clostridiales 26,48

Verrucomicrobiales 1,36




92

Enterobacteriales 1,27
Acidaminococcales 1,18
Bifidobacteriales 0,80
Coriobacteriales 0,75
Firmicutes ndo classificados 0,63
Burkholderiales 0,59
Veillonellales 0,45
Proteobacterial ndo classificados 0,43
Dessulfovibionales 0,35
Eggerthellales 0,16
Erysipelotrichales 0,15
Somatoério das outras Ordens 0,217

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

4.2.1.4 Familia

Identificamos 56 familias diferentes em nossa amostra coletiva, apresentadas na Tabela

Tabela 4 - Distribuicdo percentual da abundancia relativa em nivel de Familia do dominio
Bacteria, encontrados em 85 amostras de microbioma intestinal humano analisadas por
metagenoma em brasileiros

Familia % de abundancia relativa
Bacteroidaceae 34,74
Prevotellaceae 17

Ruminococcaceae 10,44
Lachnospiraceae 9,25
Rikenellaceae 7,53
Tannerellaceae 3,71
Eubacteriaceae 3,47
Oscillospiraceae 1,63
Clostridiaceae 1,36
Akkermansiaceae 1,36
Enterobacteriaceae 1,27
Acidaminococcaceae 1,18
Barnesiellaceae 1,15
Odoribacteriaceae 0,9
Bifidobacteriaceae 0,8
Coriobacteriaceae 0,75
Firmicutes ndo classificada 0,63
Sutterellaceae 0,53
Veillonellaceae 0,45

Proteobacterias ndo classificadas 0,43
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Desulfovibrionaceae 0,35
Clostridiales ndo classificados 0,32
Eggerthellaceae 0,16
Erysipelotrichaceae 0,15
Somatoério das outras Familias 0,3

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

4.2.1.5 Género

Nas 85 amostras analisadas, identificamos 128 géneros de bactérias, apresentados na

Tabela 5 até a abundancia de 0,1%.

Tabela 5 — Distribui¢do percentual da abundancia relativa e prevaléncia encontrados em 85
amostras de microbioma intestinal humano analisadas por metagenoma em brasileiros em nivel
de Género do dominio Bacteria.

Géneros % de abundancia relativa Prevaléncia (%)
Bacteroides 34,75 100
Prevotella 16,68 64,7
Alistipes 7,54 91,76
Faecalibacterium 5,87 97,65
Parabacteroides 3,7 953
Roseburia 3,5 98,8
Eubacterium 3,46 98,8
Ruminococcus 2,14 93
Lachnospiraceae 1,87 80
Oscillibacter 1,63 87
Ruminococcaceae 1,41 73
Akkermansia 1,35 58,8
Clostridium 1,33 84,7
Barnesiella 1,12 57,6
Escherichia 0,97 69,4
Phascolarctobacterium 0,92 89,4
Bifidobacterium 0,8 61,2
Collinsella 0,73 87
Odoribacter 0,68 86
Lachnospira 0,66 57,6
Butyvibrio 0,65 22,3
Firmicutes ndo classificados 0,63 84,7
Fusicatenibacter 0,61 95,3
Blautia 0,57 98,8
Coprococcus 0,53 91,8
Proteobacteria ndo classificados 0,43 50,6

Dialister 0,41 22,3
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Dorea 0.4 96,5
Parasutterella 0,39 62,3
Paraprevotella 0,36 47
Flavorifractor 0,32 85,9

Ruthenbacterium 0,31 91,8
Klebsiella 0,26 35,3
Acidaminococcus 0,25 23,5
Agathobaculum 0,22 89,4
Butyricimonas 0,21 78.8
Desulfovibrio 0,21 32,9
Anaerostipes 0,2 77,6
Lachnoclostridium 0,15 55,3
Intestimonas 0,11 57,6
Outros 88 géneros somados 1,54 -

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

4.2.1.5.1 Abundancia dos Géneros por sexo

Comparamos o percentual de abundancia relativa entre os sexos feminino e masculino

através do Pacote MaAsLin para o Programa R com o valor de p < 0,05 e q <0,25. As associagdes

significativas aumentadas para o sexo feminino em relagdo ao masculino sdo apresentadas na

Tabela 6.

Tabela 6 — Géneros bacterianos cuja abundancia relativa apresentou-se aumentada de forma

significativa no sexo feminino quando comparado com o masculino.

Géneros Valores de p Valores de q Prevaléncia geral (%)
Bacteroides 0.0006 0,031 100
Alistipes 0,0009 0,031 91,8
Eggerthella 0,0035 0,042 17,6
Oxalobacter 0,0036 0,042 22.3
Adlercreutzia 0,0045 0,045 47
Asaccharobacter 0,009 0,062 48,2
Gordonibacter 0,009 0,062 32,9
Hungatella 0,013 0,076 259
Lachnoclostridium 0,013 0,076 55,3
Anaeromassilibacillus 0,018 0,087 27
Ruthenibacterium 0,02 0,089 91,76
Eisenbergiella 0,026 0,11 34,1
Intestimonas 0,04 0,14 57,6

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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As associacdes significativas aumentadas para o sexo masculino em relagdo ao

feminino sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Géneros bacterianos cuja abundancia relativa apresentou-se aumentada de forma
significativa no sexo masculino quando comparada com o feminino.

Géneros Valores de p Valores de q Prevaléncia geral (%)
Phascolarctobacterium 0,0012 0,03 89,4
Veillonella 0,0017 0,035 29.4
Prevotella 0,0023 0,04 64,7
Anaerotruncus 0,006 0,05 32,9
Enterorhabdus 0,009 0,06 17,6
Holdemanella 0,018 0,09 24,7
Turicimonas 0,018 0,09 54,1
Faecalibacterium 0,036 0,14 97,6
Desulfovibrionaceae 0,035 0,14 15,3

ndo classificado

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

O género Faecalibacterium apresentou prevaléncia de 97,65% nas amostras e, com 0s
testes estatisticos realizados, atingiu diferenga significativa em favor do sexo masculino com
relacdo ao feminino, como pode ser visto no grafico 8, sendo uma associacdo forte na amostra

populacional analisada.

Gréfico 8 - Distribui¢do comparativa da abundéncia relativa entre o sexo feminino e masculino,
com diferenga significativa demonstrando maior abundancia no sexo masculino para o género

Faecalibacterium.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Nos demais géneros ndo houve diferenca significativa entre os sexos.

4.2.1.5.2 Abundancias dos Géneros por Idade

Quando a abundancia relativa das amostras foi relacionada com a variavel ‘idade’,
identificamos que alguns géneros reduziram ou elevaram sua abundancia com o avancar da idade.
Os resultados representam os géneros bacterianos cujas diferencas foram estatisticamente

significativas através do Pacote MaAsLin para o Programa R com o valor de p < 0,05 e q < 0,25.

Tabela 8 — Géneros bacterianos cuja abundancia relativa reduziu de forma significativa com o
avancar da idade.

Géneros Valores de p Valores de q Prevaléncia geral (%)
Harryflintia 0,004 0,15 11,8
Blautia 0,006 0,15 98,8
FEubacterium 0,017 0,17 98,8
Dorea 0,015 0,17 96,5
Fusicatenibacter 0,017 0,17 95,3
Pseudoflavonifractor 0,016 0,17 10,6
Coprococcus 0,03 0,24 91,8

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Os géneros que verificaram reducdo da abundancia com o avancar da idade e eram
altamente prevalentes na amostra analisada, foram Blautia, Eubacterium, Dorea, Fusicatenibacter

e Coprococcus.

Tabela 9 — Géneros bacterianos cuja abundancia relativa elevou de forma significativa com o
avancar da idade.

Géneros Valores de p Valores de q Prevaléncia geral (%)
Paraprevotella 0,003 0,15 47
Enorma 0,02 0,17 48,2
Citrobacter 0,01 0,17 15,3

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Nos demais géneros ndo houve diferenca significativa relacionada com a idade.

4.2.1.5.3 Abundancias dos Géneros de acordo com o IMC
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Quando a abundancia relativa das amostras foi relacionada com a variavel ‘IMC’,
identificamos que alguns géneros reduziram ou elevaram sua abundancia com o elevar mesmo. Os
resultados representam os géneros bacterianos cujas diferencas foram estatisticamente

significativas através do Pacote MaAsLin para o Programa R com o valor de p < 0,05 e q < 0,25.

Tabela 10 — Géneros bacterianos cuja abundancia relativa reduziu de forma significativa com o

elevar do IMC.
Géneros Valores de p Valores de q Prevaléncia geral (%)
Alistipes 0,008 0,16 91,8
Bacteroides 0,01 0,16 100
Coprobacter 0,01 0,16 28,2
Bifidobacterium 0,02 0,20 61,2
Agathobaculum 0,03 0,22 89,4

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Relacionamos a abundancia relativa das amostras com a variavel IMC corporal, foi
possivel identificar alguns géneros de alta prevaléncia, que se relacionaram de forma inversa e

reduziram com a elevagdo do IMC, como Bacteroides e Alistipes, como apresentado no grafico 9.

Grafico 9 - Distribui¢do comparativa da abundéncia relativa dos géneros que apresentaram
reducdo da abundancia com a elevaciao do IMC, e altamente prevalentes na amostra analisada. A)
Bacteroides e B) Alistipes.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Ja alguns géneros revelaram uma relacdo direta com a elevacdo do IMC, como

demonstrado na tabela 11.

Tabela 11 — Géneros bacterianos cuja abundancia relativa aumentou de forma significativa com o

elevar do IMC.
Géneros Valores de p Valores de q Prevaléncia geral (%)
Anaerotignum 0,001 0,11 16,5
Prevotella 0,007 0,16 64,7
Acidaminococcus 0,006 0,16 23,5
Collinsella 0,02 0,20 87
Harryflintia 0,021 0,20 11,8

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Apresentamos os graficos dos géneros Prevotella e Collinsella.

Grafico 10 - Distribui¢do comparativa da abundancia relativa dos géneros Prevotella e
Collinsella que apresentaram aumento da abundancia com a eleva¢ao do IMC na amostra

analisada.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Nos demais géneros ndo houve diferenca significativa associada ao IMC.
Algumas relagdes entre os géneros sdo propostas na literatura cientifica, como € o caso

da relacdo entre a abundancia entre Bacteroides e Prevotella.

4.2.1.6 Espécies
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Nas 85 amostras de microbioma intestinal humano de brasileiros, analisadas, foi
possivel identificar 357 espécies. A tabela 12 demonstra as abundancias das 90 espécies com média
de abundancia relativa maior que 0,1% e prevaléncia acima de 90% das amostras, como no trabalho

de Gupta et al. (2020).

Tabela 12 — Distribuicao percentual da abundancia relativa e prevaléncia encontrados em 85
amostras de microbioma intestinal humano analisadas por metagenoma em brasileiros em nivel
de Espécies do dominio Bacteria até a abundancia relativa de 0,1%.

Espécies % de abundancia relativa Prevaléncia (%)
Prevotella copri 13,8 50,6
Bacteroides uniformis 10,1 95,3
Bacteroides vulgatus 7,0 91,8
Faecalibacterium prausnitzii 5,9 97,6
Alistipes putredinis 5,7 76,5
Bacteroides dorei 4,3 70,6
Bacteroides stercoris 3,5 65,9
Parabacteroides distasoni 2,2 94,1
Eubacterium sp CAG180 2,0 28,2
FEubacterium rectale 1,9 80,0
Bacteroides fragilis 1,7 38,8
Bacteroides thetaiotaomicron 1,5 90,6
Akkermansia muciniphila 1,4 58,8
Parabacteroides merdae 1,3 76,5
Eubacterium siraeum 1,3 48,2
Roseburia faecis 1,3 85,9
Oscillibacter sp 57 20 1,2 76,5
Barnesiella intestinihominis 1,1 57,6
Alistipes finegoldii 1,1 80,0
Escherichia coli 1,0 69,4
Eubacterium eligens 0,8 88,2
Ruminococcus bromii 0,8 65,9
Roseburia inulinivorans 0,8 89,4
Bacteroides caccae 0,8 63,5
Bacteroides massiliensis 0,7 62,4
Roseburia hominis 0,7 84,7
Bacteroides ovatus 0,7 83,5
Prevotella stercorea 0,7 15,3
Prevotella sp CAG 520 0,7 9.4
Bacteroides cellulosilyticus 0,7 50,6
Collinsella aerofaciens 0,7 84,7

Odoribacter splanchnicus 0,7 85,9
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Lachnospira pectinoschiza 0,7 57,6
Fusicatenibacter saccharivorans 0,6 95,3
Phascolarctobacterium succinatutens 0,6 25,9
Bacteroides eggerthii 0,6 32,9
Butyrivibrio crossotus 0,6 14,1
Roseburia intestinalis 0,6 77,6
Bifidobacterium adolescentis 0,6 35,3
Ruminococcus bicirculans 0,5 56,5
Prevotella sp 885 0,5 5,9
Prevotella sp CAG 279 0,5 25,9
Alistipes shahii 0,5 83,5
Oscillibacter sp CAG 241 0,4 74,1
Bacteroides intestinalis 0,4 32,9
Proteobacteria bacterium CAG 139 0,4 50,6
Bacteroides faecis 0,4 29.4
Dialister sp CAG 357 0,4 15,3
Ruminococcus lactaris 0.4 62,4
Parasutterella excrementihominis 0,4 62,4
Bacteroides xylanisolvens 0,3 80,0
Paraprevotella xylaniphila 0,3 47,1
Bacteroides finegoldii 0,3 50,6
Ruthenibacterium lactatiformans 0,3 91,8
Flavonifractor plautii 0,3 83,5
Clostridium sp CAG 510 0,3 7,1
Clostridium sp CAG 58 0,3 69,4
Dorea longicatena 0,3 89,4
Bacteroides plebeius 0,3 10,6
Ruminococcus champanellensis 0,3 7,1
Eubacterium sp CAG 38 0,3 61,2
Bacteroides clarus 0,3 22,4
Clostridium sp CAG 632 0,3 3,5
Phascolarctobacterium faecium 0,3 60,0
Coprococcus eutactus 0,3 35,3
Ruminococcus torques 0,3 78,8
Acidaminococcus intestini 0,2 21,2
Firmicutes bacterium CAG 110 0,2 40,0
Agathobaculum butyriciproducens 0,2 89,4
Coprococcus comes 0,2 83,5
Bacteroides faecis CAG 32 0,2 15,3
Desulfovibrio piger 0,2 21,2
Anaerostipes hadrus 0,2 77,6
Bacteroides salyersiae 0,2 28,2
Butyricimonas virosa 0,2 77,6
Eubacterium sp CAG 251 0,2 30,6
Alistipes inops 0,2 12,9
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Prevotella sp CAG 1092 0,2 5,9

Firmicutes bacterium CAG 83 0,2 50,6
Bacteroides sp CAG 927 0,2 3,5
Alistipes indistinctus 0,1 62,4
Klebsiella pneumoniae 0,1 30,6
Prevotella sp AM42 24 0,1 10,6
Blautia obeum 0,1 80,0
Firmicutes bacterium CAG 170 0,1 32,9
Bifidobacterium longum 0,1 38,8
Clostridium sp CAG 413 0,1 7,1
Intestinimonas butyriciproducens 0,1 57,6
Blautia wexlerae 0,1 75,3
Ruminococcus sp CAG 488 0,1 14,1

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

4.2.1.6.1 Abundancia de Espécies de acordo com o Sexo

Comparamos o percentual de abundancia relativa entre os sexos feminino e masculino
através do Pacote MaAsLin para o Programa R com o valor de p < 0,05 e q <0,25. As associagdes
significativas aumentadas para o sexo feminino em relacdo ao masculino sdo apresentadas na

Tabela 13.

Tabela 13 — Espécies bacterianas cujas abundancias relativas apresentaram-se aumentadas de
forma significativa no sexo feminino quando comparado com o masculino.

Espécies Valoresdep  Valores de q Prevaléncia geral (%)
Bacteroides thetaiotaomicron 0,001 0,05 90,6
Alistipes inops 0,002 0,06 12,9
Eggerthella lenta 0,003 0,07 17,6
Alistipes putredinis 0,004 0,07 76,5
Oxalobacter formigenes 0,004 0,07 22,4
Adlercreutzia equolifaciens 0,004 0,08 47,1
Clostridium asparagiforme 0,005 0,08 23,5
Ruminococcus bromii 0,006 0,09 65,9
Asaccharobacter celatus 0,009 0,10 48,2
Gordonibacter pamelaeae 0,009 0,10 32,9
Bacteroides salyersiae 0,009 0,10 28,2
Alistipes finegoldii 0,010 0,10 80,0
Ruminococcaceae bacterium D16 0,010 0,10 21,2
Dorea sp CAG 317 0,012 0,11 12,9
Bacteroides uniformis 0,013 0,11 95,3
Hungatella hathewayi 0,013 0,11 25,9

Bacteroides intestinalis 0,015 0,12 32,9
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Bacteroides cellulosilyticus 0,016 0,12 62,4
Bacteroides dorei 0,020 0,13 70,6
Eisenbergiella tayi 0,020 0,13 16,5
Ruthenibacterium lactatiformans 0,020 0,13 91,8
Turicimonas muris 0,019 0,13 54,1
Roseburia sp CAG 471 0,025 0,16 27,1
Bacteroides fragilis 0,028 0,17 38,8
Intestinimonas butyriciproducens 0,040 0,21 57,6
Eubacterium sp CAG 38 0,039 0,21 61,2
Blautia obeum 0,040 0,21 80,0
Ruminococcaceae bacterium D5 0,043 0,22 31,8
Clostridium sp CAG 242 0,047 0,23 20,0

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Encontramos, ainda, outras espécies de bactérias em maior abundincia no sexo

masculino do que no sexo feminino, como apresentamos na Tabela 14.

Tabela 14 — Espécies bacterianas cujas abundancias relativas apresentaram-se aumentadas de
forma significativa no sexo masculino quando comparado com o feminino.

Espécies Valoresdep Valoresdeq Prevaléncia geral (%)
Veillonella atypica 0,00003 0,00 14,1
Phascolarctobacterium succinatutens 0,001 0,05 25,9
Butyrivibrio sp CAG 318 0,002 0,06 12,9
Prevotella copri 0,004 0,07 50,6
Enterorhabdus caecimuris 0,009 0,10 17,6
Holdemanella biformis 0,019 0,13 24,7
Desulfovibrionaceae bacterium 0,035 0,20 15,3
Faecalibacterium prausnitzii 0,036 0,21 97,6

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

A tunica espécie prevalente, relacionada ao sexo masculino, foi Faecalibacterium

prausnitzii, como pode ser visto no grafico 26.

Grafico 11 - Distribuicdo comparativa da abundancia relativa entre o sexo feminino e masculino,

com diferencga significativa, demonstrando maior abundancia no sexo masculino na espécie

Faecalibacterium prausnitzii.
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Nas demais espécies ndo houve diferenga significativa entre os sexos.

4.2.1.6.2 Abundancia de Espécies de acordo com a Idade

Quando relacionamos a abundancia relativa das amostras com a variavel ‘idade’, foi

possivel identificar que algumas espécies elevaram ou reduziram sua abundancia com o avangar

da idade. Os resultados representam as espécies bacterianas cujas diferencgas foram estatisticamente

significativas através do Pacote MaAsLin para o Programa R com o valor de p < 0,05 e q <0,25.

Tabela 15 — Espécies bacterianas cuja abundancia relativa reduziu de forma significativa com o
avancar da idade.

Espécies Valores de p Valores de @  Prevaléncia geral (%)
Roseburia faecis 0,0007 0,032 85,9
Ruminococcus torques 0,0012 0,036 78.8
Dorea sp CAG 317 0,0011 0,036 12,9
Harryflintia acetispora 0,0037 0,083 11,8
Bifidobacterium longum 0,0043 0,086 38,8
Fusicatenibacter saccharivorans 0,0166 0,212 95,3
Coprococcus comes 0,0203 0,215 83,5
Dorea longicatena 0,0204 0,215 89,4
Pseudoflavonifractor capillosus 0,0191 0,215 10,6

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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A espécie que verificou reducao da abundancia com o avancgar da idade e era altamente
prevalente na amostra analisada foi Fusicatenibacter saccharivorans, demonstramos o grafico de

abundancia por idade no grafico 12.

Grafico 12 - Distribui¢do da abundancia relativa da espécie Fusicatenibacter saccharivorans nas
diferentes idades mostrando redugdo com o avancar da idade.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Tabela 16 — Espécies bacterianas cuja abundancia relativa elevou de forma significativa com o
avancar da idade.

Espécies Valores de p Valores de q Prevaléncia geral (%)
Enorma massiliensis 0,0005 0,032 16,5
Clostridium bolteae CAG 59 0,0002 0,032 16,5
Clostridium bolteae 0,0005 0,032 34,1
Paraprevotella xylaniphila 0,0019 0,049 47,1
Citrobacter youngae 0,0048 0,086 11,8
Bacteroides faecis 0,0063 0,103 29.4
Clostridium sp CAG 253 0,0099 0,148 15,3
Roseburia hominis 0,0143 0,198 84,7
Clostridium clostridioforme 0,0235 0,233 15,3

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Ja as bactérias que correlacionamos positivamente com o avancar da idade ndo
atingiram alta prevaléncia.

Nas demais espécies ndo houve diferenca significativa relacionada com a idade.
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4.2.1.6.3 Abundancia de Espécies de acordo com o IMC
Quando a abundancia relativa das amostras foi relacionada com a variavel ‘IMC’,
identificamos que alguns géneros reduziram ou elevaram sua abundancia com o elevar mesmo. Os

resultados abaixo representam as espécies bacterianas cujas diferencas foram estatisticamente

significativas através do Pacote MaAsLin para o Programa R com o valor de p < 0,05 e q < 0,25.

Tabela 17 — Espécies bacterianas cuja abundancia relativa reduziu de forma significativa com o

elevar do IMC.

Espécies Valores dep Valoresde q Prevaléncia geral (%)
Bacteroides thetaiotaomicron 0,0008 0,05 90,6
Alistipes inops 0,002 0,06 12,9
Eggerthella lenta 0,003 0,07 17,6
Alistipes putredinis 0,003 0,07 76,5
Oxalobacter formigenes 0,004 0,07 22,4
Adlercreutzia equolifaciens 0,004 0,08 47,1
Clostridium asparagiforme 0,005 0,08 23,5
Ruminococcus bromii 0,006 0,09 65,9
Asaccharobacter celatus 0,009 0,10 48,2
Gordonibacter pamelaeae 0,009 0,10 32,9
Bacteroides salyersiae 0,009 0,10 28,2
Alistipes finegoldii 0,01 0,10 80,0
Ruminococcaceae bacterium D16 0,001 0,10 21,2
Dorea sp CAG 317 0,012 0,11 12,9
Bacteroides uniformis 0,013 0,11 95,3
Hungatella hathewayi 0,013 0,11 25,9
Bacteroides intestinalis 0,015 0,12 32,9
Bacteroides cellulosilyticus 0,016 0,12 62,4
Bacteroides dorei 0,02 0,13 70,6
Eisenbergiella tayi 0,02 0,13 16,5
Ruthenibacterium lactatiformans 0,02 0,13 91,8
Turicimonas muris 0,02 0,13 54,1
Roseburia sp CAG 471 0,025 0,16 27,1
Bacteroides fragilis 0,03 0,17 38,8
Intestinimonas butyriciproducens 0,04 0,21 57,6
Eubacterium sp CAG 38 0,04 0,21 61,2
Blautia obeum 0,04 0,21 80,0
Ruminococcaceae bacterium D5 0,04 0,22 31,8
Clostridium sp CAG 242 0,047 0,23 20,0

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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As espécies com alta prevaléncia que apresentaram uma relagao inversa com o avangar
da idade foram Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides uniformis e Ruthenibacterium

lactatiformans.

Tabela 18 — Espécies bacterianas cuja abundéncia relativa aumentou de forma significativa com o

elevar do IMC.

Espécies Valoresdep Valoresde q Prevaléncia geral (%)
Veillonella atypica 0,00003 0,005 14,1
Phascolarctobacterium succinatutens 0,0006 0,049 25,9
Butyrivibrio sp CAG 318 0,002 0,06 12,9
Prevotella copri 0,004 0,07 50,6
Enterorhabdus caecimuris 0,009 0,10 17,6
Holdemanella biformis 0,02 0,13 24,7
Desulfovibrionaceae bacterium 0,035 0,20 15,3
Faecalibacterium prausnitzii 0,037 0,21 97,6

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Nas demais espécies ndo houve diferenca significativa relacionada ao IMC.

4.3 INDICES DE DIVERSIDADE

Nas secdes a seguir serdo apresentados os resultados encontrados nas analises dos

indices de diversidade alfa e beta.

4.3.1 Diversidades Alfa

Apresentamos os dados de diversidade Alfa na Tabela X, com os valores minimo,

maximo, média ou mediana e desvio padrdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 — Valores dos indices de diversidade alfa do MI distribuidas para o sexo feminino e
masculino da amostra populacional analisada (n=85)

Indice Minimo Maximo Média DP
S (Chaol) 64 245 176,8 34,96
H 2,49 3,7 3,23 0,272

D> 9,16 21,33 15,19 2,88
E 0,048 0,16 0,088 0,019
Raridade 0,00014 0,0685 0,00788 0,013

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Dividimos os resultados por sexo feminino e masculino e os valores dos testes

estatisticos na Tabela 20.

Tabela 20 — Valores médios dos indices de diversidade alfa do MI distribuidas para o sexo
feminino e masculino da amostra populacional analisada (n=85). DP — Desvio Padrao; IC —
Intervalo de confianga; *Teste t; Teste de Mann Whitney**

Indice Sexo Valor de p
Feminino Masculino

S (Chaol) 178,98 (DP 35,74) 171,85 (DP 33,26) 0,398*
H 3,24 (DP 0,285) 3,19 (DP 0,24) 0,4*
D> 15,34 (DP 3,01) 14,83 (DP 3,58) 0,443*
E 0,0877 (DP 0,017) 0,0895 (DP 0,023) 0,712*

Raridade 0,0054 [1C 0,0012; 0,0139 [IC 0,0050; 0,016**

0,0127] 0,0246]

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Comparamos as diversidades separadas pelos diferentes diagnosticos nutricionais,

obtidas pela classificagdo do IMC e testes estatisticos, como pode ser verificado na tabela 21.

Tabela 21 — Valores médios dos indices de diversidade alfa do MI para as diferentes
classificagdes do IMC da amostra populacional analisada (n=85). DP — Desvio padrao; IC —
Intervalo de confianga; *ANOVA; Kruskal-Wallis**

Indice IMC Valor de p
Eutrofia Baixo peso Sobrepeso Obesidade
S (Chaol) 178,43 (DP 184,33 (DP 172,14 (DP 176,71 (DP 0,897*
33,87) 38,08) 43,03) 26,59)
H 3,25 (DP 3,3 (DP 0,15) 3,19 (DP 3,17 (DP 0,64*
0,24) 0,33) 0,28)
D2 15,47 (DP 16,14 (DP 14,76 (DP 14,67 (DP 0,65*
2,57) 2,35) 3,26) 3.4)
E 0,0862 [IC 0,0806 [IC 0,0864 [IC 0,0883 [IC 0,988
0,0759; 0,0749; 0,0758; 0,0715;
0,1018] 0,1132] 0,0924] 0,0990]
Raridade 0,0077 [1C 0,0160 [IC 0,0062 [IC 0,0072 [IC 0,8527%#*
0,0015; 0,0009; 0,0007; 0,0028;
0,0142] 0,0255] 0,0227] 0,0174]

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Separamos os indices por faixas etarias: até 40 anos, de 41 a 50 anos, de 51 a 60 anos

e acima de 60 anos. Os valores sdo apresentados na tabela 21.
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Tabela 22 — Valores médios dos indices de diversidade alfa do MI para as diferentes faixas
etarias da amostra populacional analisada (n=85). DP — Desvio padrao; IC — Intervalo de
confianga; *ANOVA; Kruskal-Wallis**

Indice Faixas etarias Valor de p
Até 40 anos 41 a50 anos 51 a60anos Acima de 60
S(Chaol) 173,37 (DP 182,68 (DP 165,14 (DP 191,73 (DP 0,209*
32,46) 28.7) 47,81) 33,3)
H 3,21 (DP 3,27 (DP 3,13 (DP 3,298 (DP 0,396*
0,24) 0,297) 0,34) 0,22)
D2 14,96 (DP 15,79 (DP 14,38 (DP 15,78 (DP 0,439*
2,48) 3,4) 3,16) 2,7)
E 0,0878 [DP 0,0875 [DP 0,0938 [DP 0,0844 [DP 0,665*
0,0143] 0,189] 0,311] 0,0197]
Raridade 0,0039 [IC 0,0116 [IC 0,0077 [IC 0,0117 [IC 0,21%*
0,0014; 0,0071; 0,0011; 0,0003;
0,0150] 0,0178] 0,0131] 0,0224]

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Obtivemos diferenca significativa no indice de raridade separado por sexos, portanto
subdividimos o sexo de acordo com grupos etarios: feminino até 40, de 41 a 50, de 51 a 60 e acima

de 60, assim também o sexo masculino, como pode ser visto no grafico 39.

Grafico 13 — Distribuig@o da raridade de acordo com o sexo nas diferentes faixas etarias.

Raridade - Abundéancia rara
0.08
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FEM até 40 FEM 41a 50 FEM 51a 60 FEM acima MASC até 40 MASC4la MASC51a MASC acima
60 50 60 60

Fonte: elaborada pela autora (2021).

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis mostrou que hé diferencas nas Raridades

entre os diferentes sexos nos diferentes grupos etarios [H(7)= 14,52; p=0,04266). O teste post-hoc
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Dunn mostrou que ha diferengas entre os grupos etarios Feminino até 40 anos e Feminino de 41 a
50 anos (p = 0,034); entre Feminino até 40 e Masculino até 40 anos (p = 0,0058) e entre os grupos

Feminino até 40 anos e Masculino de 41 a 50 anos (p = 0,014).

4.3.2 Beta diversidade

A diferenga entre as abundancias bacterianas das 85 amostras foi analisada através da

diversidade beta, pelo método de Bray-Curtis, obtendo a distribui¢do apresentada no grafico 20.

Grafico 14 - Distribui¢do dos dados das diferencas entre as abundancias das espécies do MI dos
85 individuos amostrados da populagdo brasileira.

Bray-Curtis Principal Coordinates Analysis

A2 [25.2%)

Axis. 1 [31.1%]

Fonte: elaborada pela autora (2021).
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Realizamos o agrupamento em 2 clusters, sugeridos pela literatura cientifica em nivel
de géneros bacterianos, Bacteroides e Prevotella (representado pela Prevotella copri), e o resultado

estd apresentado no grafico 21.

Grafico 15 - Distribui¢ao dos dados das diferencas, por Bray-Curtis, entre as abundancias das
espécies do MI dos 85 individuos amostrados da populacdo brasileira em dois clusters, os mais

abundantes em Prevotella copri e os mais abundantes em Bacteroides.
PCoA by selected abundances, displaying 2 clusters
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

Quando adicionamos mais um cluster na amostra, portanto dividindo agora em 3
clusters, o resultado se mostrou como no grafico 22, onde ¢ possivel verificar uma melhor divisdo

das amostras em enterdtipos caracterizados na literatura cientifica.

Grafico 16. Distribuicao dos dados das diferencas, por Bray-Curtis, entre as abundancias das
espécies do MI dos 85 individuos amostrados da populagao brasileira em trés clusters.
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Bray-Curtis PCoA with 3 Clusters

* . bray_cluster_3

L] . . 2

Mods 2 [25.2%]
-
L
-

Axis.1 [31.1%]
Fonte: elaborada pela autora (2021).

Nossos resultados ainda puderam ser divididos em mais um cluster, portanto 4 clusters,

como ficou representado no grafico 23.

Grafico 17. Distribuicao dos dados das diferencas, por Bray-Curtis, entre as abundancias das
espécies do MI dos 85 individuos amostrados da populacao brasileira em quatro clusters.
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Bray-Curtis PCoA with 4 Clusters

bray_cluster_4
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

4.4 INDICE DE SAUDE DO MICROBIOMA INTESTINAL (GMHI)

Realizamos as analises de bioinformatica com todas as 85 amostras do MIH conforme

a metodologia proposta por Gupta et al. (2020).

Tabela 23 — Valores do GMHI obtidas nas amostras do MI (n=85)
Indice Minimo Maximo Mediana IC
GMHI -3,8 1,84 176,8 -2,69 a-0,37
Fonte: elaborada pela autora (2021).

Como o GMHI foi desenhado para distinguir entre amostras controle de individuos

saudaveis e amostras de individuos com algum diagnostico, fizemos a divisdo baseada nas

respostas obtidas pelo questionario.



113

Alocamos no grupo controle todos os individuos que ndo relataram nenhum sintoma,
nem diagnostico (ver item 5.1.5), e que se encontravam dentro da escala de normalidade do IMC
(eutrofia — ver item 5.1.4). No grupo dos casos, todos os que auto referiram algum sintoma,
diagnostico ou apresentaram sobrepeso ou obesidade. Com isso obtivemos 6 controles e 79 casos.
Os resultados ndo obtiveram distribuicdo normal, portanto utilizamos o teste de Mann-Whitney
que mostrou que nao ha diferenga estatistica entre os valores de GMHI dos controles e casos,

conforme dispostos na tabela 34 e no grafico 25.

Tabela 24 — Valores das medianas do GMHI do MI distribuidas para os controles e os casos da
amostra populacional analisada (n=85). IC — Intervalo de confianga.
Indice Controles (n=6) Casos (n=79) Valor de p

GMHI -0,156 [IC -2,71; 0,93]  -1,815 [IC -3,8; 1,84] 0,103

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Grafico 18. Distribuicao dos valores do indice GMHI do MI dos participantes do estudo
classificados como controles (n=6) e casos (n=79) obtidos por este estudo.

GMHI - controles x casos

6 2.1967004
5 1.1967004
4 0.1967004
3 -0.8033
2 -1.8033
1 -2.8033
0 -3.8033
Controles Casos

Fonte: elaborada pela autora (2021).

De acordo com os desenvolvedores do indice (GUPTA et al., 2020) a abundancia
coletiva muito alta (ou baixa) de espécies com prevaléncia de satde em relagdo aquela de espécies

com escassez de saude esta fortemente conectada a ser saudavel (ou ndo saudavel).
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5 DISCUSSAO

Nas secOes abaixo serdo descritas as discussdes que relacionam os resultados
encontrados por este trabalho com algumas referéncias da literatura cientifica. Cada se¢ao se refere

ao ambito relacionado a cada uma das discussoes.

5.1 ABUNDANCIA DOS FILOS

Obtivemos, como resultado taxondmico da amostra populacional brasileira, avaliada
por este estudo, maior abundancia e prevaléncia de 5 filos: Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobactérias, Proteobactérias e Verrucomicrobia, observados também nos grandes estudos
populacionais (HMP, MetaHIT, outros), portanto, concordando com os estudos anteriores.

Mais de 90% de toda a populacdo da microbiota intestinal humana ¢ representada por
dois filos, os Firmicutes (que inclui principalmente os géneros Clostridium, Enterococcus,
Lactobacillus e Faecalibacterium) e os Bacteroidetes (que inclui notavelmente os géneros
Bacteroides ¢ Prevotella) (CASTANER et al. 2018; PRECUP; VODNAR, 2019; STOJANOV;
BERLEC; STRUKELJ, 2020), o que foi visto neste trabalho de forma coletiva e na maioria das
amostras individualmente.

A populagdo brasileira amostrada analisada apresentou maior abundancia no filo dos
Bacteroidetes (65,11%), cujo resultado ¢ semelhante aos das populagdes europeias, como
Dinamarca, Franga e Espanha, mas também do continente americano, como Jamaica, e asiaticas,
como Cor¢ia e China (CLAESSON et al., 2010; GUPTA et al., 2017; SHIN et al., 2019). Seguido
por 29% de Firmicutes, valores semelhantes das referéncias internacionais (HUTTENHOWER,
2012; SHIN; WHON; BAE, 2015; SHIN et al., 2019). Em nosso trabalho Bacteroidetes ¢
Firmicutes somam 94,11% do total da abundancia relativa geral. De forma geral a relacdo F/B se
manteve constante, independente dos fatores (IMC, idade e sexo) relacionados ao microbioma
analisados.

Quando comparado com o estudo realizado por Alencar (2017) com os indios
Yanomamis brasileiros, observa-se similaridade na distribuicdo dos filos, pois também foi
encontrado maior abundancia de Bacteroidetes, seguidos pelos Firmicutes nesta populagdo, em

todas as faixas etarias. No mesmo estudo, a populagdo urbana de Manaus também apresentou esta
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distribui¢do, apenas nos idosos se inverteu com o aumento de Firmicutes. J4 no estudo de
Conteville, Oliveira-Ferreira e Vicente (2019) foi observado maiores abundancias nos Filos
Firmicutes e Proteobacterias e reduzidos em Bacteroidetes.

A populagdo brasileira possui um habito alimentar caracteristico, de conhecimento
mundial, que é o consumo de arroz e feijao. Alguns estudos de microbioma intestinal identificaram
que o consumo de graos, como diferentes tipos de feijoes, ervilha e soja alteram a composi¢do da
microbiota intestinal e elevam a propor¢do de Bacteroidetes em relacdo aos Firmicutes
(ESLINGER et al., 2014; NAKATANI et al., 2017; CAO et al., 2019; NEIL et al., 2019; HAN et
al., 2020). Outro alimento tradicional brasileiro ¢ o milho. No estudo de Ou et al. (2016) com o
consumo de oligossacarideos ferulolados do farelo de milho houve aumento da propor¢do dos
Bacteroidetes com relagdo aos Firmicutes.

Esta pode ser uma das causas da amostra da populagdo brasileira estudada por este
trabalho apresentarem esta distribui¢do caracteristica. No trabalho de Alencar (2017), ja foi
observado na populagdo urbana e nos indigenas de Manaus o consumo frequente destes grios. E
possivel que no estudo de Conteville, Oliveira-Ferreira e Vicente (2019), com indigenas cagadores-
coletores, que ndo possuem o habito de consumo destes graos, ndo haja esta influéncia sobre o
microbioma, conferindo as diferencas observadas. Estudos, que levem em considera¢do esta
possibilidade na populagdo brasileira, sdo necessarios para confirmar esta possivel relagdo.

A relagdo entre os dois filos mais prevalentes do trato gastrointestinal Firmicutes e
Bacteroidetes (Razdo F/B) tem sido discutida desde o inicio dos estudos do microbioma (LEY et
al., 2005; LEY et al., 2006; TURNBAUGH et al., 2006; TURNBAUGH et al., 2008; LEY, 2010)
e se mantém até os dias atuais. No estudo de revisdo realizado por Stojanov, Berlec e Strukelj
(2020) esta relagdo ¢ dividida em dois opostos: o aumento de Firmicutes estd mais ligado a
obesidade e o aumento de Bacteroidetes relaciona-se com o diagnostico de Doenga Inflamatoria
Intestinal.

Na revisdo realizada por Magne et al. (2020), foi discutido que as discrepancias entre
os resultados dos estudos realizados podem ser explicadas pela existéncia de viés interpretativo,
gerado por diferengas metodolégicas no processamento de amostras e analise de sequéncia de
DNA, ou pela caracterizagdo geralmente pobre dos individuos recrutados e, mais particularmente,
a falta de consideracdo de fatores associados ao estilo de vida conhecidos por afetar composicao

e/ou diversidade da microbiota. Por esses motivos, atualmente ¢ dificil associar a razado
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Firmicutes/Bacteroidetes a um determinado estado de satide e, mais especificamente, considera-la
uma marca registrada da obesidade.

Uma associacdo interessante a ser considerada nesta relacdo F/B ¢ a da latitude, no
trabalho de Suzuki e Worobey (2014), associaram positivamente o filo Firmicutes e latitude, ja
com Bacteroidetes a relagdo foi inversa. Portanto, no caso do Brasil, na amostra estudada, esta
relacdo faz sentido.

Outro ponto de vista desta relagdo (F/B) que pode ser relacionada aos nossos achados
¢ a temperatura. Mamiferos de grande porte, além de aves, répteis e anfibios, criados em diferentes
temperaturas, apresentaram diferentes distribui¢des de filos, sendo que o aumento da temperatura
foi relacionada a redug¢do no filo dos Firmicutes na microbiota intestinal destes animais
(SEPULVEDA; MOELLER, 2020),

A abundancia relativa média total do filo Proteobacteria obtida pela andlise deste
trabalho (2,71%) se aproximou de valores obtidos por Shin et al. (2019) (3,3%).

Foi possivel relacionarmos, de forma direta, a abundancia relativa do Filo
Proteobacteria com a elevacao da idade (p = 0,001; q = 0,0085). Este aumento nas Proteobacterias
foi identificado em estudos anteriores (ODAMAKI et al., 2016), portanto nossos resultados vao ao
encontro destes achados. E um dos filos mais abundantes na microbiota intestinal humana
composto por membros anaerobios facultativos (SHIN; WHON; BAE, 2015). Em populagdes
tradicionais observa-se um aumento na sua abundancia relativa quando comparado com populacdes
industriais (JHA et al., 2018). No trabalho realizado por Forster et al. (2019), as Proteobacterias
estavam enriquecidas em 389 fung¢des dominadas pela frutose bisfosfatase, glucoquinases e
reguladores de formagdo de cluster de ferro. Shin, Whon e Bae (2015) propdem que um aumento
da prevaléncia do filo bacteriano Proteobacteria ¢ um marcador para uma comunidade microbiana
instavel (disbiose) e um potencial critério de diagnostico para a doenga.

Como abordado anteriormente neste trabalho, a colonizacdo intestinal pelas bactérias
anaerobias facultativas no inicio da vida neonatal (até 16% de abundancia) parece ser benéfica,
conferindo um importante papel as Proteobacterias como promotoras de um ambiente favoravel
aos anaerobios estritos pela mudanga no pH intestinal. Mas a elevacao deste filo ao longo da vida
adulta, em populag¢des urbanas, tem sido relacionada a estados de disbiose intestinal, como em
casos de cirurgia bariatrica (9,7%), distirbios metabolicos (13,2%), inflamagdo e cancer (14,9%).

O aumento deste filo pode refletir instabilidade da comunidade microbiana intestinal que, se em
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equilibrio, impediria este avango devido a relacdo simbiotica com o sistema imune do hospedeiro.
O percentual proposto para um estado de saude ¢ de até 4.5%, sendo normalmente proximo do
valor limite em mulheres e menor em homens (SHIN; WHON; BAE, 2015).

No trabalho realizado por Forster et al. (2019), dentro do filo das Actinobactérias as
fungdes enriquecidas eram limitadas, e as identificadas foram principalmente associadas ao
metabolismo de carboidratos e lipidios.

Encontramos em nossa amostra uma menor abundancia relativa média para o filo
Synergistetes em homens, portanto aumentado em mulheres. Encontramos apenas 3 espécies deste
filo, Cloacibacillus evryensis, Cloacibacillus porcorum e Fretibacterium fastidosum. Este filo &
encontrado em diferentes habitats, incluindo solo (vinhedos, pantanos doces e salgados, entre
outros), visceras de animais e insetos, fezes de animais, dentre outros. Em humanos foram isolados
da cavidade oral, fezes e amostras de cirurgia ginecologica e estdo associados a doencas
periodontais (MCCRACKEN; GARCIA, 2021). No estudo de BUI et al. (2019) Cloacibacillus
evryensis e Oscilibacter foram os Unicos a conseguirem degradar compostos de glicacdo avancada
(AGEs). Portanto, pode estar relacionado ao consumo destes compostos na alimentacio

industrializada “crocante”.

5.2 ABUNDANCIA DAS FAMILIAS

Obtivemos maior abundancia relativa nas familias Bacteriaceae, seguida pelas familias
Prevotellaceae ¢ Ruminococcaceae. Discutiremos mais aplamente no topico dos géneros.

Em nosso trabalho, a familia Enterobacteriaceae obteve 1,27% da abundancia relativa
total, com distribuicdo entre os gé€neros Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiela,
Kluyvera e Raoultella. No trabalho realizado por Salosensaari et al. (2021), estudo prospectivo
com acompanhamento de uma coorte de 7.211 individuos da populagdo finlandesa, foi possivel
relacionar com significancia estatistica o microbioma intestinal e associagcao positiva com causas
de mortalidade com o aumento dos géneros Escherichia, Shigella e Kluyvera. As causas de
mortalidade fortemente associadas foram gastrointestinais, respiratorias, canceres, neuroldgicas.
Normalmente a familia Enterobacteriaceae ¢ enriquecida no trato gastrointestinal (TGI) superior,
e que um transito fecal mais rapido (como ocorre na diarréia) eleva a presenga desta no TGI

inferior. A abundancia total aumentada da familia Enterobacteriaceae esta relacionada com doengas
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do figado, e andlises mais aprofundadas de genes relacionam a maior mortalidade desta familia as
cepas mais virulentas de Escherichia coli. Estudos observaram que Enterobacteriaceae ¢
enriquecido em pacientes com doencga inflamatdria intestinal e cancer colorretal. No estudo em
modelo animal de Robles-Vera et al. (2019) a deficiéncia em vitamina D resultou em aumento de
abundancia relativa de Enterobacteriaceae.

A familia Lachnospiraceae atingiu uma abundancia relativa de 9,25% na abundancia
relativa total, subdividindo-se nos géneros Anaerostipes, Anaerotignum, Blautia, Butyrivibrio,
Coprococcus, Dorea, FEisenbergiella, Fusicatenibacter, Lachnoclostridium, Lachnospira,
Marvinbryantia, Roseburia e Sellimonas. No trabalho de Salonsensaari ef al. (2021) uma relagao
ndo linear foi estabelecida para o género Anaerostipes e causa de mortalidade geral da populagdo,
como ja mencionado anteriormente.

Em nosso trabalho a familia Sutterellaceae obteve 0,53% da abundancia total com uma
distribuicao de 90% em todas as amostras, portanto uma alta prevaléncia. Divide-se nos géneros
Parasutterella e Sutrerella. O género Parasutterella foi associado negativamente a mortalidade
(Figura suplementar 6) (SALOSENSAARI et al., 2021).

Alguns estudos relatam o enriquecimento da familia Christensenellaceae em individuos
com IMC classificado em desnutrigao (ZHANG; ZHAO, 2016; AZCARATE-PERIL et al., 2017),
o que ndo foi encontrado nas amostras analisadas pelo presente estudo, tendo a presenca desta
familia em apenas 1 individuo classificado no IMC de obesidade. Portanto, para analisar a
participagdo desta familia de bactéria na populacdo brasileira, hd a necessidade de um maior

nimero amostral de individuos desta populacao.

5.3 ABUNDANCIA DOS GENEROS

Em seu trabalho, Falony ef al. (2016) analisaram amostras fecais da iniciativa FGFP e
da coorte Dutch, ambos com a tecnologia 16S rRNA, adicionados de duas grandes coortes do Reino
Unido e dos EUA, somando um total de dados de 4000 individuos. Encontrou nestes individuos
uma riqueza total de 664 géneros, mas que a extrapolacdo da riqueza ocidental seria de 784+40
géneros. Neste mesmo trabalho ¢ sugerido que para alcancar tal riqueza, seria necessaria uma

amostragem de mais de 40.739 individuos.
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Utilizando o conceito de nucleo aplicada por Falony ef al. (2016), dos 128 géneros
bacterianos que identificamos apenas 8 géneros pertenceram ao centro/nucleo (“core”) do
microbioma. Para fazer parte do nucleo, faz-se necessario que, o género bacteriano, atinja no
minimo 95% de prevaléncia, no coletivo dos metagenomas. Assim, encontramos Bacteroides,
Faecalibacterium, Parabacteroides, Roseburia, Eubacterium, Fusicatenibacter, Blautia e Dorea.
Em outros estudos (FALONY et al., 2016; GUPTA et al., 2017) verificou-se que havia no minimo
14 géneros. Dentre as diferengas encontradas em nosso trabalho, identificamos os Parabacteroides
como membros do nucleo, o que ndo aconteceu nos anteriores. A obtengdo de um nucleo bem
menor pode estar relacionado ao tamanho da amostra ou as caracteristicas relacionadas a populagao
estudada.

Os que ndo encontramos no nucleo em nosso trabalho, pois obtiveram menor
distribuicao geral (menor que 95%), comparando com os metagenomas de referéncia (FALONY
et al, 2016) foram uc Lachnospiraceae, uc Ruminococcaceae, uc Erysipelotrichaceae,
Coprococcus, uc_ Clostridiaceae, uc_Hyphomicrobiaceae, Clostridiales, uc_Veillonellaceae e
Clostridium XIVa.

A dominancia da abundancia relativa em nivel de género foi dos Bacteroides (34,75%)
na amostra analisada por este trabalho. Esta dominancia se relaciona em proporgdes com as
populagdes dos Estados Unidos da América (EUA), China, Espanha e Dinamarca, descritas em seu
trabalho por Gupta, Paul e Dutta (2017). Desta forma, propomos o uso deste género para
representar a populagdo brasileira.

Foi seguido pelo género Prevotella, ocupando o segundo lugar de maior abundancia na
amostra, impulsionado principalmente pela abundancia da espécie Prevotella copri, mas ndo
unicamente, sendo identificadas no total 21 espécies deste género. O género Prevotella possui
maior abundancia relacionada com os povos tradicionais cagadores-coletores, sendo uma das
espécies dos taxa VANISH abordados anteriormente (YATSUNENKO et al., 2012; SMITS et al.,
2017; FRAGIADAKIS et al., 2019). Entao ¢ possivel relacionar esta presenga com um perfil ainda
conservado de taxa bacterianos. Ainda no estudo de Fragiadakis et al. (2019) ¢ levantado um ponto
interessante quando ¢ observada redu¢do da abundancia da familia Prevotellaceae no periodo das
chuvas nos Hadza, sendo uma época em que ha maior consumo de 4gua, as fontes de agua sdo

renovadas. Com isso podemos levantar a questdo da relagdo da abundancia de 4gua com esta
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familia e género. Ou de forma mais ampla, relacionar com as mudangas da estagdo do ano
(SEPULVEDA; MOELLER, 2020). Estes pontos nao foram analisados por este trabalho.

Uma caracteristica importante da amostra analisada ¢ que verificamos o que foi descrito
por Wibowo ef al. (2021) nas amostras industrializadas: maior abundancia dos géneros Bacteroides
e Alistipes, o que ocorreu em nosso trabalho, apesar de Prevotella ser muito abundante.

Quando analisados os géneros comparados com os valores de IMC, observamos que
em nosso trabalho houve redugdo dos géneros Bacteroides, Allistipes, Coprobacter,
Bifidobacterium e Agathobacilum com a elevagao do IMC.

Em um trabalho realizado por Chavez-Carbajal et al. (2019) com mulheres mexicanas,
a reducdo do género Bacteroides também foi observado nas que apresentavam obesidade e
obesidade com sindrome metabolica quando comparadas com as mulheres controle. No trabalho
de Lippert et al. (2017), a maior abundancia de Bacteroides se relacionou a uma melhor tolerancia
a glicose e redu¢do da incidéncia de sindrome metabdlica. Portanto, a redug¢do da abundancia deste
género com o aumento do IMC pode estar relacionada a complicagcdes metabdlicas relativas ao
aumento de peso e gordura corporal.

Encontramos uma relagdo direta, estatisticamente significativa, dos géneros
Anaerotignun, Prevotella, Acidaminococcus, Collinsella e Harryflintia com o aumento do IMC.
Na literatura cientifica também foi possivel associar alguns destes géneros com marcadores para
obesidade. Em estudo comparando a microbiota intestinal de individuos com peso normal, obesos
e poOs-bypass gastrico, foi observado que individuos obesos eram mais propensos a abrigar
Prevotella e Archaea metanogénicas. Os autores propuseram que 0s metandgenos removiam o
hidrogénio produzido por Prevotella, permitindo que o Prevotella produzisse de forma mais
eficiente os acidos graxos de cadeia curta, que eram absorvidos pelo hospedeiro, contribuindo para
a obesidade do hospedeiro (ZHANG et al., 2009; MORGAN; SEGATA; HUTTENHOWER,
2013).

No trabalho de Gao et al. (2018) também identificaram aumento gradativo do género
Prevotella de forma significativa, partindo dos individuos de baixo peso para os com peso normal
e para os com sobrepeso. Também encontraram aumento de Bifidobacterium relacionado ao
aumento de peso em mulheres, o que em nosso trabalho se mostrou de forma inversa, pois

encontramos reducdo de Bifidobacterium com o aumento de IMC.
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No trabalho realizado por Aranaz et al. (2021) com 361 individuos adultos
participantes do estudo OBEKIT, o género Prevotella foi associado ao estado de alto grau de
inflamacao relacionado a obesidade e o género Collinsella ao baixo grau de inflamacao relacionado
a obesidade. Quando analisamos o grafico do nosso trabalho podemos observar que o angulo de
aumento dos géneros acima referidos, com a elevagdo do IMC, ¢ muito maior para o género
Prevotella do que para o Collinsella, indicando o aumento expressivo de Prevotella com a elevagao
do peso corporal.

Hjorth et al. (2018) verificaram que adultos que seguiram uma alimentagdo mais rica
em fibras e graos inteiros (Recomendag¢des Nutricionais Nordicas) e possuiam uma relagdo maior
entre Prevotella/Bacteroides, perderam maior quantidade de gordura corporal e circunferéncia de
cintura do que os com relagdo mais baixa. O consumo de fibras na presenga de maior relacao
Prevotella/Bacteroides beneficiou a perda de peso e a sensibilidade a insulina, e a tolerancia a
glicose (KOVATCHEVA-DATCHARY et al., 2015; PEDERSEN et al., 2016). Outra relacao
encontrada na literatura cientifica, que se associa ao ganho de peso e a obesidade, ¢ a esteato-
hepatite ndo alcodlica (NAFLD), e o enriquecimento da microbiota em Prevotella exacerbou esta
condi¢do em modelos animais (LARSEN, J. 2017). Outras discussoes relacionadas a espécie P.
copri serdo abordadas na proxima secao.

Em nosso trabalho 23 géneros apresentaram-se significativamente associados ao sexo.
Encontramos no sexo feminino aumento de Bacteroides, Alistipes, Eggerthella (principalmente a
abundancia relativa da espécie Eggerthella lenta), Oxalobacter, Adlercreutzia, Asaccharobacter,
Gordonibacter, Hungatella, Lachnoclostridium, Anaeromassilibacillus, Ruthenibacterium,
Eisenbergiella e Intestimonas. No sexo masculino encontramos Phascolarctobacterium,
Veillonella, Prevotella, Anaerotruncus, Enterorhabdus, —Holdemanella,  Turicimonas,
Faecalibacterium (Faecalibacterium prausnitzii), Desulfovibrionaceae e Enterobacter.

Assim como em nosso estudo, o estudo de Takagi et al. (2018) e Mayneris-Perxachs et
al. (2020) dentre outros géneros e espécies, Prevotella foi encontrado aumentado em homens.

Com relacdo a idade, o género Citrobacter, que pertence a familia Enterobacteriaceae,
elevou-se de forma importante com o avancar da idade, relacionando-se com o observado em
outros estudos. No estudo de Rampelli et al. (2020), conforme abordado anteriormente, viu-se que
os genes para LPS aumentaram com a idade e foram relacionados a familia Enterobacteriaceae.

Ainda na literatura Salosensaari et al. (2021) associaram Enterobacteriaceae a causas de
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mortalidade gastrointestinais, respiratdrias, canceres e neurologicas. No estudo de Robles-Vera
(2019) os niveis de Enterobacteriacea aumentaram em modelos animais com reduzidos niveis de
vitamina D, ndo analisamos parametros sanguineos neste trabalho, mas valores reduzidos de
vitamina D também estdo associados ao envelhecimento pela redug¢do na exposi¢do solar. Sendo

uma interessante variavel a ser analisada em proximos estudos.

5.4 ABUNDANCIA DAS ESPECIES

Encontramos 357 espécies em nossa amostra. Discutiremos, as espécies observadas nos
resultados deste trabalho, a partir de angulos distintos: as 13 espécies mais abundantes, as de
prevaléncia acima de 90%, além das que estdo em ambos os grupos, totalizando 15 espécies
discutidas aqui.

No estudo de Kraal et al. (2014), com 100 amostras de WGS de individuos saudaveis
do HMP analisadas, foi possivel identificar que algumas cepas sdo incomumente varidveis,
concluindo que cepas com padrdes de distribuicao altamente varidveis podem revelar bases para a
variabilidade ligada a microbiota na populagdo humana. Mesmo em uma comunidade tdo complexa
como o intestino, apenas 7,3 espécies respondem por 80% das leituras mapeadas na amostra média
de fezes, e apenas 2,8 espécies respondem por 50%. Comunidades dominadas pelo mesmo género
podem diferir dramaticamente no nivel de espécie. Em seu trabalho encontraram duas
configuragdes comuns de amostras ricas em Bacteroides, uma delas dominada por B. ovatus ou B.
vulgatus, enquanto configuragdes mais raras apresentam B. eggerthii, B. cellulosilyticus, B. fragilis
ou B. dorei como a cepa mais abundante. Dada a heterogeneidade das espécies de Bacteroides,
uma comunidade dominada por B. vulgatus pode muito bem ser tdo fenotipicamente diferente de
uma comunidade dominada por B. ovatus quanto qualquer uma ¢ de uma comunidade dominada
por Prevotella. Em Lloyd-Price et al. (2017) foi encontrado como bactérias mais prevalentes B.
dorei, B. fragilis, A. finegoldii, A. onderdonkii, entre outras, muito semelhante ao encontrado em
nosso trabalho, como visto anteriormente.

Encontramos resultados semelhantes aos estudos de Mayneris-Perxachs et al. (2020)
em relacdo a distribuicdo de uma espécie quanto as diferengas entre os sexos, com a reducio na

abundancia de Bacteroides dorei em homens, com consequente aumento em mulheres.
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Assim também nos estudos de Gao et al. (2018) e Takagi et al. (2018) foi identificado
maior abundancia de Ruminococcus em mulheres, em nosso trabalho encontramos aumento de
Ruminococcaceae bacterium D16 e Ruminococcaceae bacterium D5 em nossas amostras
femininas.

No estudo de Gupta et al. (2020) em que compilaram dados metagenomicos de 34
estudos com individuos saudaveis e 12 estudos com individuos ndo saudaveis, em um total de 4347
amostras de microbioma intestinal humano, apenas 6 espécies atingiram a prevaléncia maior que
90%, e foram B. ovatus, B. uniformis, B. vulgatus, F. prausnitzii, R. obeum € R. torques. Em nosso
estudo identificamos 7 espécies de alta prevaléncia, que foram B. uniformis, B. vulgatus, P.
distasonis, B. thetaiotaomicron, F. prausnitzii, Fusicatenibacter saccharivorans e R.
lactatiformans. Portanto encontramos semelhanca de apenas trés espécies com este grande
compilado de estudos.

Em nosso conjunto de dados, com as 85 amostras obtivemos 90 espécies em
distribuicdo acima de 0,1% de abundancia relativa, comparando com o mesmo estudo de Gupta,
foram encontradas 313 espécies. Devido a grande soma de dados utilizados por Gupta (2020)

podemos considerar nossos dados relevantes.

5.4.4 Espécies mais abundantes e mais prevalentes de toda amostra

5.4.4.1  Bacteroides uniformis

Em nosso trabalho, Bacteroides uniformis esteve presente em 95,29% das amostras,
com 10,06% da abundancia relativa média geral em todas as amostras, representando uma grande
importancia nos dados amostrados. De forma individual sua abundéancia variou de 0 a 31,5%.
Identificamos que a abundancia de B. uniformis se apresentou menor em homens do que em
mulheres e reduziu a abundancia com a elevacao do IMC. Faz parte do Filo dos Bacteroidetes,
Classe Bacteroidia, Ordem dos Bacteroidales, Familia Bacteroidaceae e do Género Bacteroides.
Células de espécies de Bacteroides sdo obrigatoriamente anaerobicas, ndo formadoras de esporos,
ndo moveis, bastonetes Gram-negativos (SAKAMOTO; BENNO, 2006).

Bacteroides uniformis faz parte da microbiota tradicionalmente mais abundante em

humanos (QIN et al., 2010) e foi encontrado em maior abundancia em criangas, de recém-nascidas
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até 4 meses de idade, alimentadas com leite materno, ¢ também em criangas com baixo risco
genético para o desenvolvimento de doenga celiaca, identificados pelos genes HLA-DQ2 ou HLA-
DQS8 (SANCHEZ et al., 2011). No trabalho de Leonard et al. (2020) nos bebés nido expostos ao
meio ambiente de maior risco para doenga celiaca (parto normal, sem uso de antibidtico e
amamentacdo exclusiva) foi observado que a abundancia de Bacteroides uniformis aumenta
monotonicamente durante os primeiros 6 meses apos o0 nascimento.

B. uniformis CECT 7771 apresentou capacidade de induzir altos niveis de citocinas
anti-inflamatorias, juntamente com baixos niveis de citocinas pro-inflamatorias apos a estimulagdo
de macréfagos em culturas. Ainda, efeitos positivos em camundongos com e sem obesidade
induzida por dieta foram observados. Reduziu o ganho de peso corporal e melhorou o metabolismo
lipidico, diminuindo a esteatose hepatica e os niveis séricos de colesterol e triglicerideos em
camundongos obesos. Esta cepa também reduziu os niveis de leptina e melhorou o metabolismo
da glicose, uma vez que diminuiu as concentragdes de glicose sérica e insulina em jejum,
melhorando, portanto, a tolerancia a glicose (GALFFIN-CANO, 2012).

A administracdo de B. uniformis a camundongos imunossuprimidos reverteu a reducao
da altura das vilosidades e melhorou a profundidade da cripta, aumentou o nimero de células
caliciformes no colon, melhorando a primeira linha de defesa antes da ativacdo do sistema
imunologico. Foi observado também os efeitos de B. uniformis na ativagdo de TLR que
desempenham um papel critico na resposta imune inicial aos microrganismos invasores ou
comensais, mas ndo houve resposta mediada em nenhum dos tecidos analisados, indicando
auséncia de ativagdo da resposta inflamatdria ou disfun¢do da barreira intestinal. Houve reducao
de Interferon-gama em camundongos imunossuprimidos, além de reduzir a expressdo génica e
proteica de iNOS e reduziu a superexpressdao de PPARy. Mas os mecanismos pelos quais ocorre a
indugdo da tolerancia precisam de mais investigagdo. Nenhum efeito adverso foi observado
(FERNANDEZ-MURGA; SANZ, 2016). Nao foi observada translocacdo bacteriana do limen
intestinal para o sangue em ratos e os niveis citocinas anti-inflamatorias foram aumentados no
intestino com o uso de 10'°YUFC. Foi observado que neste mesmo grupo a abundancia de
Christensenella e Akkermansia muciniphila estavam aumentados (PULGAR; BENITEZ-PAEZ;
SANZ, 2020).

No estudo de Zeybel ef al.(2021) no microbioma intestinal, as abundancias das espécies

pertencem aos Bacteroidales (Alistipes finegoldii, Alistipes putredinis, Bacteroides dorei,
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Bacteroides stercoris, Bacteroides uniformis, Bacteroides vulgatus, Parabacteroides distasonis,
Parabacteroides merdae) se relacionaram positivamente de forma significativa com numerosas
estruturas lipidicas e correlacionadas negativamente com os metabdlitos secundérios do acido
biliar, peptideos e aminoacidos especificos (gama-glutamil-alfa-lisina, S-adenosil-homocisteina,
gama-glutamil treonina e treonina) relacionados a esteatose hepatica. Observaram que a
abundancia de Bacteroides uniformis, esteve significativamente aumentada em individuos com

esteatose moderada versus aqueles sem esteatose.

5.4.4.2  Bacteroides vulgatus

Bacteroides vulgatus apresentou prevaléncia de 91,76%, com 6,98% da abundancia
relativa média no geral das amostras. De forma individual a abundancia variou de 0 a 20,2%. E
uma bactéria gram-negativa que faz parte do Filo dos Bacteroidetes, Classe Bacteroidia, Ordem
dos Bacteroidales, Familia Bacteroidaceae e do Género Bacteroides.

Bactéria sacarolitica que produz, como produtos de fermentacdo, succinato, acido
acético, acido latico e tracos de propionato. Nao produz butirato, e valerato a partir da glicose
(CATO; JOHNSON, 1976).

O papel desta espécie nos desfechos de satde e doenca na literatura foram primeiro
relacionados a quadros patoldgicos, mas o continuo estudo revelou que algumas cepas podem ser
benéficas. Sua primeira implicagdo esteve relacionada a inflamacgdo ligada a colite ulcerativa
(ONDERDONK; BRONSON; CISNEROS, 1987) ou como protetora quando associada a colite
provocada por E. coli, mas ndo E. coli Nissle (WAIDMANN et al., 2003). No trabalho de Steimle
et al.(2016) Bacteroides vulgatus causou uma regulacdo da atividade de catepsina S dependente de
cistatina C que estd envolvida na geragao de células dendriticas intestinais tolerantes, contribuindo
para a preven¢do da indugdo de inflamacdo colonica mediada por células T. Em seguida isolaram
o LPS de Bacteroides vulgatus cepa mpk que fornece uma atividade agonistica fraca, por ativacao
de TLR4, que leva a melhora na resposta inflamatéria em modelo animal de colite restaurando a
homeostase imune intestinal eliminando os sintomas de inflamag¢ao (STEIMLE et al., 2019).
Portanto Bacteroides vulgatus cepa mpk se mostrou capaz de exercer propriedades
imunomoduladoras, levando a prevenc¢ao da inducdo de colite em vérios modelos de camundongos

para colite experimental fundindo propriedades antagonistas e agonistas de TLR4. Portanto pode-
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se especular que o LPS (principalmente pela estrutura hipoaciladas do lipidio A) de B. vulgatus
desempenha um papel fundamental nas respostas imunes do hospedeiro ao equilibrar a inflamacao
excessiva potencialmente induzida pela IL-6 com a atividade antiinflamatoéria da IL-10 (DI
LORENZO et al., 2020).

Estudos iniciais revelaram maior prevaléncia de B. vulgatus associada ao gendtipo de
maior risco de desenvolvimento de doenga celiaca em criangas até 4 meses de idade (SANCHEZ
et al., 2011). Mas nos estudos de Leonard et al. (2020) em bebés de até 6 meses de idade ¢ com
risco genético aumentado para desenvolvimento de doenga celiaca, viu-se que o parto cesareo esta
associado a uma diminuicdo da abundancia de bactérias benéficas como Bacteroides vulgatus e
Bacteroides dorei e da via de biossintese do folato, metabolismo da riboflavina e com um aumento
da abundancia de acido hidroxifenilacético. Estas alteragdes estdo implicadas na disfun¢do do
sistema imunoldgico e condi¢des inflamatorias relacionadas ao aumento de risco de
desenvolvimento de doenga celiaca em criangas.

No trabalho de Dewulf et al. (2013) o uso de prebidticos (inulina e oligofrutose) em
mulheres obesas reduziram B. vulgatus e outras bactérias, o que foi relacionado a reducdo de
gordura corporal e nos niveis de lactato e fosfatidilcolina no plasma. Esta reducao ocasionada pelo
uso de prebidticos foi correlacionada com a melhora na homeostase da glicose.

No estudo conduzido por Ridaura ef al. (2013) demonstrou a capacidade invasiva e de
colonizacdo de B. vulgatus e B. uniformis em camundongos que compartilharam a mesma gaiola,
independente da colonizagdo inicial ou da dieta consumida. E que estas espécies se associaram
fortemente e positivamente ao aumento do nivel de propionato no ceco dos camundongos magros.

Bacteroides vulgatus se relacionou positivamente com a elevacdo da producdo de
triptofano, lipopolissacarideos (LPS) e aminoacidos de cadeia ramificada, mas ndo o transporte
deste ultimo pelas bactérias, podendo contribuir com o quadro de resisténcia a insulina e
intolerancia a glicose em humanos adultos ndo diabéticos, a partir da elevacdo de aminoécidos de
cadeia ramificada no plasma e outras fun¢des microbianas, como sera discutido no tdépico
Prevotella copri, pois ambas as espécies apresentaram metabolismo semelhante nesta questao,
apesar de serem significativamente anticorrelacionadas. Uma das vias mais enriquecidas em B.
vulgatus, € menos comuns em bactérias, para a producdo de BCAA ¢ a da enzima d-citramalato
sintase que produz isoleucina independente de treonina e obteve correlagao positiva com o HOMA-

IR (PEDERSEN et al., 2016).
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Por algumas evidéncias na literatura cientifica de que o género Bacteroides estava
reduzido em doengas cardiovasculares, Yoshida et al. (2018) identificaram elementos da
microbiota intestinal que se relacionaram com doenca arterial coronariana (DAC) e puderam
relacionar que B. vulgatus e B. dorei estavam reduzidos em pacientes com DAC e F. prausnitzii e
P. copri de apresentaram aumentados nestes pacientes. Além disso, os niveis de lipopolissacarideos
fecais em pacientes com DAC foram significativamente maiores e correlacionados negativamente
com a abundancia de B. vulgatus e B. dorei. Entdo projetaram um modelo de camundongo com
tendéncia de aterosclerose e administraram por gavagem B. vulgatus e B. dorei, veririficando que
foram capazes de atenuar a formacgdo de lesdes aterosclerdticas, melhorando marcadamente a
endotoxemia, seguida pela diminui¢do da produg¢do de lipopolissacarideo microbiano no intestino,
suprimindo efetivamente as respostas imunes pro-inflamatorias (IL-2, IL-4, IL-6, IL-17A, INFy,
TNFa). Identificaram que nestes camundongos a expressdo de MHC-II e CD86, bem como
aumento de expressdo de moléculas co-inibitdrias ligantes de morte programada 1 e 2 em células
esplénicas, consistente com uma tolerogenicidade fenotipica, além de reducao de células T CD4+.
Ainda foi observado menor permeabilidade intestinal nos animais que receberam estas espécies

com expressdo de mRNA e proteina do gene ZO-1 de jungdes apertadas (tight junction).

5.4.4.3  Parabacteroides distasonis

Parabacteroides distasonis apresentou abundancia relativa geral média de 2,2% e foi
detectado em 94,12% das amostras, apresentando uma alta prevaléncia e uma abundancia
importante. De forma individual variou de 0 a 9,1% na abundancia das amostras deste estudo. Sao
Gram-negativas, obrigatoriamente anaerdbicas, ndo formadoras de esporos, nao méveis e em forma
de bastonete (SAKAMOTO; BENNO, 2006), pertencentes ao Filo Bacteroidetes, Classe
Bacteroidia, Ordem Bacteroidales, Familia Tannerellaceae, Género Parabacteroides.

Sao sacaroliticos produtores de succinato e acido acético, crescem em meio contendo
20% de bile (SAKAMOTO; BENNO, 2006). O género Parabacteroides possui as vias de producao
de putrescina na degradagdo de histidina e producdo de tetrahidrofolato, mas ¢ possivel que as vias
de putrefacdo identificadas em Parabacteroides possam funcionar apenas sob certas condicdes,
quando a bactéria apresenta patogenicidade. Foi um dos géneros associados a coorte saudavel em

relagdo a coorte com cancer colo-retal, indicando que estes metabolitos podem ser usados para
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beneficio da prépria bactéria ao invés de exercer efeitos prejudiciais a coorte saudavel (KAUR;
DAS; MANDE, 2017).

Como uma das principais bactérias comensais do intestino, a abundancia de P.
distasonis foi negativamente correlacionada com doengas inflamatoérias intestinais (DIIs), esclerose
multipla (CEKANAVICIUTE et al., 2017), NAFLD e obesidade (WANG et al., 2019).

No trabalho de Faith et al. (2014), foi demonstrado que a monocoloniza¢ao de
camundongos com 5 espécies bacterianas, B. caccae, B. thetaotaomicron, B. vulgatus, B.
massiliensis e P.distasonis, resultaram em potente indug@o de Tregs do colon, embora o significado
biologico desse aumento ainda precise ser demonstrado. A colonizagdo com B. caccae, B.
thetaiotaomicron, B. massiliensis ou P. distasonis levou a aumentos de acetato, propionato e
succinato em relagdo aos controles livres de germe, enquanto o butirato s6 foi significativamente
elevado acima das concentracdes observadas nos controles livres de germe no caso de
camundongos colonizados por P. distasonis.

Em um estudo conduzido por Wang et al. (2019) o tratamento oral de camundongos
com P. distasonis vivos reduziu o ganho de peso, melhorou a homeostase da glicose e corrigiu as
anormalidades relacionadas a obesidade, incluindo hiperlipidemia e esteatose hepatica, em
camundongos obesos e obesos com sindrome metabdlica, induzidos por dieta rica em gordura.
Ainda foi verificado mudanga importante no perfil dos 4cidos biliares secundarios pela melhora na
conversao dos acidos primarios em secundarios, além de elevar os niveis de succinato intestinal. A
elevacdo de succinato se relacionou com a ativagdo de gliconeogénese intestinal que suprimiu a
producdo de glicose hepatica, diminuindo a atividade de 6-Glicose-Pase, aumentando o conteudo
de glicose-6-fosfato no figado, modulando a homeostase da glicose. Para conferir os efeitos o grupo
ainda suplementou os camundongos obesos com succinato, demonstrando maior redu¢do no ganho
de peso corporal, ingestdo alimentar acumulativa, os niveis de HbAlc (hemoglobina glicada)
plasmatica e insulina, bem como um aumento maior na sensibilidade a insulina. Os camundongos
tratados ainda mostraram grande melhora na fun¢do de barreira intestinal, conforme indicado por
uma reducdo na atividade da diamina oxidase (DAQO) plasmadtica, niveis mais baixos de
lipopolissacarideo (LPS) no soro e expressdo regulada positivamente de proteinas de juncao
apertada (Claudina-1 e ZO-1).

No trabalho realizado por Chévez-Carbajal et al. (2019) referem-se alta abundancia

desta espécie no grupo controle quando comparado aos grupos de mulheres obesas com e sem
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sindrome metabolica. Também foi relacionada a atenuagdo de quadro em modelos experimentais
murinos. Em uma breve revisdo, a abundancia de P. distasonis foi encontrada relativamente menor
em pacientes com obesidade, figado gorduroso ndo alcodlico e esclerose multipla. No entanto, o

mecanismo pelo qual P. distasonis interage com o hospedeiro permanece desconhecido.

5.4.4.4  Bacteroides thetaiotaomicron

Bacteroides thetaiotaomicron estao presentes em 90,58% das amostras e possui 1,45%
da abundancia média no microbioma amostrado por este trabalho. A abundancia individual variou
de 0% a 33,54%. No HMP a prevaléncia desta espécie foi de 46% (HMP, 2012). Em nosso estudo
sua abundancia relativa se apresentou significativamente reduzida em homens. Faz parte do Filo
dos Bacteroidetes, Classe Bacteroidia, Ordem Bacteroidales, Familia Bacteoidaceac ¢ Género
Bacteroides.

E uma bactéria gram-negativa (WRZOSEK, 2013), sacarolitica, que possui grande
importancia no metabolismo intestinal, produtora de acetato, lactato, succinato e propionato
(PORTER; LUIS; MARTENS, 2018). B. thetaiotaomicron possui um grande repertorio de genes
envolvidos na detec¢do e hidrolise de numerosos polissacarideos derivados da dieta e do
hospedeiro. B. thetaiotaomicron funciona como um forrageador com capacidade de se adaptar
digerindo diversos glicanos dietéticos ou do hospedeiro, como a mucina, quando os glicanos
dietéticos ndo estdo disponiveis. Também possui multiplas vias redundantes para combater as
pressdes imunoldgicas se adaptando muito bem ao sistema digestivo (GOODMAN et al., 2009;
WRZOSEK et al., 2013).

Uma das questdes importantes para sua sobrevivéncia ¢ a necessidade de vitamina B12,
pois ndo possui estas vias, precisando se aliar a produtores, como os Firmicutes (Blautia obeum) e
Actinobacterias (GOODMAN et al., 2009; HUTTENHOWER, 2012). Em nosso trabalho a espécie
Blautia obeum obteve uma prevaléncia de 80% e uma abundancia relativa de 0,13%.

B. thetaiotamicron tem a capacidade de liberar moléculas bioativas de até 10kDa que
sdo capazes de interagir com a Via do NF-kB exibindo atividade anti-inflamatéria (KELLY et al.,
2003; QUEVRAIN et al., 2015). Esta bactéria atenua a expressao de citocinas pro-inflamatdrias ao
promover a exportagdo nuclear da subunidade RelA do NF-kB, por meio de uma via dependente

de PPAR-y. Este mecanismo destaca novos alvos celulares e abordagens para intervengdo
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terapéutica no tratamento de doencas inflamatorias e também na infec¢ao por bactérias patogénicas
(KELLY et al., 2003).

Wrzosek et al. (2013) inocularam em ratos livres de germes B. thetaiotamicron, que
colonizou rapidamente e de forma estavel o TGI. O pH luminal foi reduzido comparado ao controle
livre de germes e houve producao de apenas acetato e propionato, mas nao butirato. Houve aumento
de células caliciformes e fatores de transcri¢do relacionados na diferenciacdo terminal destas
células, produtoras de muco, na colonizagdo por B. thetaiotamicron comparado ao controle. Ainda
foram maiores os niveis de mRNA que codificam proteinas envolvidas na sintese e glicosila¢do de
mucina, assim, B. thetaiotaomicron aparece para estimular a via de diferenciacdo das células
caliciformes da linhagem secretora. A glicosilagdo das mucinas presentes no TGI nestes ratos
monocolonizados se mostrou em menor propor¢do sulfatada e neutra e maior nos sialilados.

Em seguida foi observada a associacdo entre B. thetaiotaomicron, que produz acetato
e F. prausnitzii, que metaboliza o acetato até butirato, portanto esta sinergia ¢ considerada benéfica
a saude intestinal. A estabiliza¢do da colonizag¢do de F. prausnitzii exigiu repetidas inoculagdes
nos ratos, diferentemente de B. thetaiotamicron que foi imediata e estdvel. O pH luminal em
associacdo aumentou, quando comparado com a colonizagdo com apenas B. thetaiotamicron. A
implantacdo isolada de F. prausnitzi ndo foi bem-sucedida, sugerindo que B. thetaiotamicron
“prepara” o TGI para receber bactérias mais sensiveis ao oxigénio. Esta associagao reduziu o efeito
anterior sobre a diferencia¢do das células caliciformes. A sulfatacdo das mucinas do TGI com a
associacdo destas bactérias apresentou-se maior, semelhante aos ratos livres de germes
(WRZOSEK et al., 2013).

Outra associa¢do que pode ser benéfica ¢ a que acontece entre B. thetaiotaomicron e
P. copri, pois a primeira ndo possui genes de enzimas para degradacdo para degradagdo de
polissacarideos complexos, ja a segunda possui enzimas e cluster de genes essenciais para
fermentagdo e utilizacdo destes. E a co-colonizacdo simultanea pode ser benéfica em relacdo a
tolerancia a glicose pela capacidade de P. copri metabolizar fibras da dieta (KOVATCHEVA-
DATCHARY et al., 2015).

B. thetaiotaomicron pode exigir altos niveis de expressdo de mucinas sialiladas para
fixagdo e colonizagdo do TGI. De fato, B. tetaiotaomicron pode expressar adesinas que reconhecem
especificamente e se ligam a residuos de acido sialico e também podem usar residuos de acido

sidlico como substratos hospedeiros. B. thetaiotaomicron possui 28 sulfatases previstas e apenas 1
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enzima anaerdbica maturadora de sulfatase predita que permite que as bactérias se adaptem e se
alimentem de glicanos sulfatados do hospedeiro como nutrientes. Presumivelmente, B.
thetaiotaomicron usa esses residuos de sulfato rapidamente, ndo apenas como fontes de nutrientes,
mas também para obter acesso a outros monossacarideos, como N-acetilglucosamina (GlcNAc) e
galactose (Gal), os dois monossacarideos substituidos por residuos de sulfato em O-glicanos de
mucina (BENJDIA et al., 2011)

No trabalho de Leonard et al. (2020) uma associag¢do entre a exposi¢ao a antibidticos
(como um fator de risco ambiental) e uma maior abundancia de Bacteroides thetaiotaomicron foi

encontrada aos 4-6 meses de idade.

5.4.4.5  Faecalibacterium prausnitzii

Faecalibacterium prausnitzii esta presente em 97,76% dos individuos amostrados no
presente trabalho e possui 5,87% de prevaléncia média no total das amostras, e obteve variacdo de
abundancia de 0% a 14,66% individualmente, sendo assim esta espécie de bactéria intestinal se
mostra de grande importdncia no trabalho realizado. A abundancia relativa desta espécie
apresentou aumento significativo em homens, quando comparados com as mulheres. Faz parte do
Filo Firmicutes, Classe Clostridia, Ordem dos Clostridiales, na Familia dos Ruminococcaceae e
Género Faecalibacterium.

Anteriormente denominada Fusobacterium prausnitzii, mas que em 2002 foi
reclassificada, ¢ uma bactéria anaerdbia extremamente sensivel ao oxigénio (DUNCAN et al.,
2002) que coloniza principalmente na por¢ao ileocecal e ileo terminal do intestino (ZHOU, 2021).
Possui a capacidade de produzir putrecina a partir da via da arginina, mas ¢ provavel que em uma
coorte saudavel estes metabdlitos sejam utilizados pela propria bactéria para seu beneficio (KAUR
etal., 2017).

Apontada como uma das bactérias mais abundantes encontradas no intestino humano,
o que condiz com o encontrado neste trabalho, tem apresentado papel protetor na satde intestinal
(LOPEZ-SILES et al., 2017, MARTIN et al., 2017) e possui atividade anti-inflamatoria
(CLAESSON et al., 2010; TONG et al, 2018). Sua abundancia média em individuos saudaveis ¢é
em torno de 5%. Reducdo na abundancia de F. prausnitzii tem sido relacionada ao desenvolvimento

de doengas como DII, SII, cancer colo-retal, obesidade ¢ doenga celiaca (MARTIN et al., 2017),
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diabetes tipo 2 (TONG et al., 2018), casos mais graves de doenga de Crohn (SOKOL, 2009), quadro
asma desencadeada por alergia em criancas (DEMIRCI et al., 2019), casos de esclerose multipla
(HOOGEN; LAMAN; HART, 2017), infecgdes por Clostridium difficile e virus como Hepatite B,
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e COVID-19 (HE; ZHAO; LI, 2021). Portanto sua
presenga tem sido relacionada a um papel de protecdo intestinal contra estas doengas (SOKOL et
a., 2008; QUEVRAIN et al., 2015; ZHOU et al., 2021), melhora nos quadros de inflamagao de
baixo grau relacionados a obesidade e aos pacientes diabéticos que realizaram cirurgia bariatrica
por Y de Roux (TONG et al., 2018), efeitos protetores e teraputicos em casos de estresse,
ansiedade e depressdao em animais (HAO et al., 2019), além de melhorar a barreira intestinal por
aumentar a expressdo de ocludina e e-caderina, reduzindo a translocacdo gastrointestinal de
microorganismos, principalmente em casos de COVID-19 e reduzir a sensibilidade visceral (HE;
ZHAO:; LI, 2021). Os estudos sao contraditorios em relacao ao papel da espécie Faecalibacterium
prausnitzii quanto a protecao ou em contribuicdo ao desenvolvimento da obesidade (CHOI et al.,
2018). Em compara¢do com o grupo de controle magro, as pessoas obesas apresentaram maior
contagem de Faecalibacterium prausnitzii, que foi considerada a producdo de mais butirato, um
substrato energético essencial para o metabolismo do epitélio intestinal, e a superproducdo de
butirato poderia causar inflamacao intestinal em diferentes graus (HIPPE et al., 2016).

De acordo com o estudo de revisdo realizado por Nikolova et al. (2021), o género
Faecalibacterium e Coprococcus se apresentaram reduzidos em casos de depressdo, transtorno
bipolar, psicose e esquizofrenia. Faecalibacterium foi inversamente associado a gravidade da
depressdo, transtorno bipolar e anorexia nervosa, sugerindo que a deplecdo desse género pode ser
caracteristica do estado depressivo, independentemente do diagnostico.

O papel protetor da mucosa é compartilhado por bactérias do grupo Clostridium leptum
(Clostridium cluster IV) dentro do Filo dos Firmicutes, do qual a F. prausnitzii faz parte junto com
Roseburia (DUNCAN et al., 2002; SOKOL et al., 2009). Ambas sio produtoras de butirato (TONG
etal.,2018). F. prausnitzii auxilia na manutencao de varios tipos de cé¢lulas de linhagens secretorias
no intestino através da via do muco e formac¢ao de O-glicano (HE; ZHAO, LI, 2021). F. prausnitzii
e, em maior extensdo, o grupo C. leptum, chegam ao TGI tardiamente apds o nascimento,
provavelmente porque sdo sensiveis ao oxigénio. Além disso, apds a ressec¢do intestinal,
rompendo a estrutura intestinal e expondo o colon ao oxigénio, o grupo C. leptum desaparece da

microbiota (JOLY et al., 2010).
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Estudos tém mostrado que a presenca de F. prausnitzii e seu sobrenadante preveniram
o dano fisiologico ao intestino induzido em camundongos, o que possivelmente ocorreu através da
producdo de butirato, acidos salicilicos ou moléculas anti-inflamatoérias (TONG, ef al., 2018).

De acordo com os estudos de Quevrain et al. (2015), Faecalibacterium prausnitzii
expressa uma proteina de 15 kDa denominada MAM. Esta proteina ou seus peptideos derivados
sdo capazes de bloquear a ativagdo de NF-kB induzida por Carma-1 ou LPS de uma forma
dependente de dose, reduzindo a inflamacao intestinal. Além da producdo de MAM, ¢ também uma
das principais produtoras de butirato intestinal, acido graxo de cadeia curta que nutre os colondcitos
e esta relacionado a redugdo da inflamacdo intestinal através da inibicdo do fator de transcricao
NF-kB, e regulagdo positiva do PPAR-gama, e inibicdo do intérferon gama (IFN-gama). Outra
propriedade anti-inflamatdria atribuida a F. prausnitzii ¢ a capacidade de induzir no hospedeiro a
producgdo de citocinas tolerogénicas, como a redugdo da secre¢do de IL-1B, IL-8, IL-12 e INF-
gama, e uma elevagao de citocina anti-inflamatoria IL-10 (SOKOL et al., 2009; LOPEZ-SILES et
al., 2016; HE; ZHAO; LI, 2021). O sobrenadante pode exercer efeitos protetores inibindo a
diferenciagdo Th17 e a secrecdo de IL-17* em colite. E manter a regulagdo positiva em células T
reguladoras. A produgdo de butirato pode manter o equilibrio entre Th17/Treg (ZHOU et al., 2021).

Algumas cepas de F. prausnitzii tém sido estudadas para uso potencial como
probidticos de proxima geragao, como a cepa de referéncia A2-165 e a formadora de biofilme HTF-
F (MARTIN et al., 2017; HE; ZHAO; LI, 2021). Sdo de dificil cultura, mesmo em ambiente
anaerobio e a riblofavina, cisteina e glutationa auxiliam no seu crescimento. Como fonte de energia
podem utilizar frutose, oligofrutose, amido e inulina, mas ndo arabnose, melibiose, rafinose,
ramnose, ribose e xilose. O 4cido acético pode estimular seu crescimento e produzir CO2, mas nio
Ha. Os principais produtos de fermentagao de glicose e acetato sdo D-lactato e butirato (DUNCAN
et al., 2002). Ao metabolizar o acetato também produz 4cidos salicicos (MIQUEL et al., 2015).

No ambiente fisiologico do coélon intestinal, questdes como pH, concentragdo de O2 e
colato alteram a propor¢do de F. prausnitzii, ¢ a dieta inadequada e o fumo levam a redugdo da
abundancia (HE; ZHAO; LI, 2021). Observou-se uma associa¢ao benéfica entre F. prausnitzii e
Bacteroides thetaiotaomicron aumentando a sua producdo de acido butirico, revelando uma
alimentac¢do cruzada (WRZOSEK et al., 2013). Alguns estudos indicam que pode ser necessaria a
presenga de E. coli € B. thetaiotamicron para uma adequada colonizagdo por F. prausnitzii (HE;

ZHAO; LI, 2021).
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Em nosso estudo ndo identificamos esta relag@o entre as espécies de F. prausnitzii, E.
coli e B. thetaiotaomicron, havendo em muitos casos a auséncia de ambas e o estabelecimento de
F. prausnitzii em altos valores de abundancia, e o contrario também foi verdadeiro, demonstrando
que a relacdo entre estas espécies ¢ o TGI sdo ainda mais complexas, havendo fatores ndo
considerados nesta associagdo descrita anteriormente. Também deve ser considerado que o TGI
estudado por este trabalho foi de individuos adultos que possuem uma estrutura de microbioma
madura, ao contrario dos estudos que verificaram a necessidade da relacdo acima descrita, onde
foram utilizados modelos livres de germes.

Em trabalho realizado por Zhou et al. (2021) o tratamento com F. prausnitzii € seu
sobrenadante aumentou a diversidade da microbiota intestinal, especialmente no grupo
sobrenadante, além de aumentar o contetido de SCFAs nas fezes, indicando que podem estimular
ao aumento de bactérias produtoras de SCFAs. Aumentou a abundancia de Firmicutes,
Cyanobacteria e Clostridiales, ¢ diminuiu a abundancia de Proteobacteria, Acidobacteria e
Bacteroidetes. No nivel do género, F. prausnitzii aumentou a abundancia de Butyricicoccus,
Roseburia, Ruminiclostridium, Lachnospiraceae, Oscillibacter, Anaerotruncus,
Ruminococcaceae, Alistipes, Rikenella, Allspirophore, Deisulfoprecotella e Mucispiritzum.
Notavelmente, os Butyricoccus, Roseburia, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Rikenella e
Eubacterium xylanophilum que sdo bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta (SCFA).

A modulagdo intestinal dos niveis de F.prausnitzii € possivel através de abordagens

dietéticas, transplante da microbiota fecal e do cultivo in vitro (HE; ZHAO; LI, 2021).

5.4.5 Espécies mais abundantes em toda a amostra

5.4.5.1  Prevotella copri

A bactéria mais abundante na média geral do microbioma intestinal amostrado por este
trabalho, com 13,75% da abundancia total, mas ndo se mostrou dentre as de alta prevaléncia,
alcancando 50,6% das amostras. Em nosso estudo a abundancia relativa se apresentou
significativamente aumentada em homens ¢ aumentou com o elevar do IMC. E bactéria Gram-
negativa que faz parte do Filo Bacteroidetes, Classe Bacteroidia, Ordem Bacteroidales, Familia

Prevotellaceae € Género Prevotella.
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Como abordado anteriormente neste trabalho, a maior abundancia do género Prevotella
tem sido relacionada com populagdes que compartilham caracteristicas de cagadores, coletores ou
rurais, que possuem alimentacdo mais rica em fibras e com baixo teor de gordura, relacionada a
capacidade deste género em obter energia a partir da metabolizagdo de fibras e também a
capacidade de producdo de acetato, propionato, formato, succinato a partir das fibras. Quanto maior
o grau de urbaniza¢do menor a abundancia relativa deste género (WIBOWO, 2021; VANGAY,
2018; SONNENBURG; SONNENBURG, 2019; PRECUP; VODNAR, 2019; OLIPHAN, 2019).
No estudo de Vieira-Silva et al. (2016) a espécie Prevotella copri foi relacionada a metabolizagao
de sacarideos, mas também de proteinas.

Nivel mais alto de abundancia de Prevotella tem sido associado a elevagdo do IMC,
resisténcia a insulina, hipertensdo e doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (PEDERSEN et al.,
2016; PRECUP; VODNAR, 2019), concordando com o que observamos em nosso trabalho, onde
a elevacdao do IMC esta diretamente relacionada com a elevagdo do género Prevotella, com o
aumento da espécie Prevotella copri.

Pedersen et al. (2016) em seus estudos com individuos adultos ndo diabéticos
dinamarqueses, Prevotella copri e Bacteroides vulgatus se relacionaram com elevagao da producao
de aminodcidos de cadeia ramificada (BCAA), principalmente pela correlacio com via da d-
citramalato sintase, mas ndo o seu transporte interno para as bactérias, podendo contribuir com o
quadro de resisténcia a insulina (RI), sugerindo que uma razdo aumentada entre a biossintese
microbiana intestinal e a redugcdo da captagdo de BCAAs pelas bactérias contribui para
concentragdes elevadas de BCAA séricos, que sdo conhecidos por se associarem com RI e diabetes
tipo 2. Nao houve relagdo com o funcionamento das células beta pancreaticas. O metaboloma
associado a RI se associa a componentes funcionais do microbioma intestinal: o potencial
aumentado para biossintese de lipopolissacarideo ¢ BCAA, além de potencial reduzido para
transporte de BCAA em células bacterianas, metanogénese e oxidacdo de piruvato. Além deste
metabolito se relacionou de forma significativa a esta espécie a produgao de triptofano e LPS.

Neste mesmo estudo, Pedersen et al. (2016) trataram dois grupos de camundongos
machos, um colonizado com P. copri e outro ndo, com uma dieta rica em gordura. Apds 2 semanas
no grupo colonizado, a intolerancia a glicose agravou-se e aumentaram os niveis de BCAA séricos
totais. Apds 3 semanas a sensibilidade a insulina foi reduzida, sugerindo um papel causal entre P.

copri na mediacao do aumento de BCAA e RI.
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No estudo de Zeybel et al. (2021) com humanos em diversos niveis de esteatose
hepatica (sem esteatose até esteatose severa), P. copri apresentou um comportamento associado
negativamente ao metabolismo das estruturas lipidicas dos acidos biliares, mas positivamente
relacionado com os aminoacidos (gama-glutamil-alfa-lisina, S-adenosil-homocisteina, gama-
glutamil treonina e treonina), concordando com os estudos anteriores. Entretanto a abundancia de
Roseburia intestinalis, Eubacterium eligens, Parabacteroides distasonis, Roseburia faecis,
Butyrivibrio crossotus e Prevotella copri foram negativamente correlacionadas com os niveis
plasmaticos de proteinas relacionadas a inflamagao.

Sendo assim, o efeito de P. copri pode estar relacionado diretamente com a dieta, pois
no estudo de Kovatcheva-Datchary ef al. (2015), com humanos adultos nao diabéticos, o consumo
alimentar de pao de graos de cevada, rico em fibras e amido resistente, promoveu maiores niveis
de melhora na glicemia e insulina pds-prandiais do que no grupo que consumiu pao de farinha de
trigo. Ainda dentro do grupo dos que consumiram pao de grdos de cevada houve os ndo
respondedores e os melhores respondedores para a melhor sensibilidade na glicose e insulina pos-
prandial. Foi identificado que nos melhores respondedores houve aumento dos Bacteroidetes,
principalmente no género Prevotella com P. copri como a espécie mais abundante. A relacdo
Prevotella/Bacteroides aumentou na intervengdo com pao de graos de cevada, assim como a
expressao génica dos genes codificadores de enzimas degradadoras de fibras (xilosidades,
glucosidades, liqueninase e celulase). Prevotella pode interagir positivamente com 0s outros
membros da comunidade para promover o aumento da fermentagdo de carboidratos nos
respondentes, co-ocorrendo com muitas espécies do mesmo género e de outros filos
(Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria e Archea), expandindo o nicho.

Quando comparado com bactérias comensais estritas, Prevotella exibe propriedades
inflamatorias aumentadas, conforme demonstrado pela liberagdo aumentada de mediadores
inflamatorios de células do sistema imunoldgico e varias células do estroma. Prevotella estimula a
liberagdo de interleucina-1 beta (IL-1b), IL-6 e IL-23 pelas células dendriticas (DC), que, por sua
vez, medeiam a produgdo de IL-17 pelas células T helper 17 (Th17) que ativam os neutrofilos. As
DCs também produzem IL-12, que medeia a ativagdo de células Thl e T citotoxicas (Tc). As
células epiteliais podem contribuir para o recrutamento de células T positivas para CCRS por meio
da producao de CCLS5. A infec¢do por HIV e a exposi¢cdo a Prevotella sdo fatores de risco para

disbiose rica em Prevotella no intestino. A disbiose leva a liberagdo sistémica de inflamacao,
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bactérias, lipopolissacarideos (endotoxemia) e agonistas do receptor Toll-like 9 (TLR9), que por
sua vez medeiam a expressdao da doenca sistémica, incluindo inflamag¢do do figado, resisténcia a
insulina, ganho de peso e aumento da pressdo arterial (PA). O aumento associado a disbiose nas
respostas imunes Th17 pode afetar o aparecimento de artrite reumatoide (NORA). A disbiose
aumenta a inflamacdo mediada por Thl na colite experimental induzida por dextran sulfato de
sodio (DSS) (LARSEN, J., 2017).

Esses achados indicam que algumas cepas de Prevotella podem ser patobiontes
clinicamente importantes que podem participar de doengas humanas promovendo inflamagao
cronica. P. copri foi relacionada a pacientes com artrite reumatoide (NORA) e que sua acdo
inflamatoria esta relacionada a inducao de resposta imune Thl (T helper tipo 1) (SCHER et al.,
2013; GOMEZ; LUCKEY; TANEJA, 2015; LARSEN, J., 2017; ALPIZAR-RODRIGUEZ et al.,
2019).

5.4.5.2  Alistipes putredinis

A abundancia média geral de Alistipes putredinis no presente trabalho foi de 5,68%,
com prevaléncia de 76,5% das amostras analisadas. De forma individual foi de 0 a 16,8% de
abundancia nas amostras. Em nosso estudo apresentou abundancia significativamente aumentada
em mulheres quando comparada aos homens. Faz parte do Filo dos Bacteroidetes, Classe
Bacteroidia, Ordem dos Bacteroidales, Familia Rikenellaceae, Género Alistipes. O género Alistipes
¢ comumente encontrado no TGI humano e animal onde se acredita que tenha relagdes simbioticas
com o hospedeiro (PARKER et al., 2020).

Rautio ef al. (2003) em seus estudos sugeriram um novo género bacteriano a partir da
descoberta de uma bactéria que apresentou alta similaridade com Bacteroides putredinis. A partir
destes estudos surgiu o género Alistipes com a reclassificacdo de B. putredinis em Alistipes
putredinis. J& foi isolada de fezes, abscessos abdominais e retais, de casos de apendicite aguda, de
podriddo do pé em ovelhas, solo de fazenda e raramente da boca humana.

E bactéria gram-negativa, em forma de bastonetes retas ou ligeiramente curvadas, com
extremidades arredondadas, ndo formadora de esporos, estritamente anaerdbia. Formadoras de
grande quantidade de acido succinico, com menor formagdo de acido acético, isovalérico e

propionico, e em quantidades bem reduzidas acido latico, isobutirico e butirico. Grande produtora
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de gas H,. Nao formadora de nitrito (RAUTIO et al., 2003). Nao ¢ produtora de pigmento e ndo ¢
resistente a bile, ¢ catalase positiva, nitrato redutase e urease negativas. Nao ¢ fermentativa
(concentracao de 20%) (PARKER et al., 2020).

No estudo realizado por Vieira-Silva et al. (2016) esta espécie de bactéria demonstrou
possuir genoma predominante na metabolizagdo de proteinas.

Em individuos com e sem carcinoma colo-retal, Kaur, Das ¢ Mande (2017), também
observaram que o género Alistipes apresentava diversas vias de putrefacdo de aminoéacidos, como
as vias de produgdes de terahidrofolato (degradagdo de histidina), indol (degradacao de triptofano)
e fenol (degradacao de tirosina), mas este gé€nero estava mais abundante na coorte saudavel do que
na coorte carcinoma colo-retal. Embora geralmente considerado como um comensal, tem sido
implicado em inflamagao e bacteremia em pacientes com distirbios gastrointestinais, assim, as vias
de putrefacdo identificadas em Alistipes podem contribuir em consequéncias deletérias em
condi¢des disbidticas.

Alistipes também foi isolado da corrente sanguinea, bem como abscessos
apendiculares, abdominais, perirretais e cerebrais, destacando seu potencial papel patogénico
oportunista em doencas humanas. Foi encontrado em outros fluidos corporais, nomeadamente na
urina e no fluido peritoneal. Tem sido implicado na fibrose hepatica, cancer colorretal, doencas
cardiovasculares e transtornos do humor, entre outras doengas potenciais. E razoavel supor que
diferentes espécies de Alistipes podem ter diferentes papéis na nutricdo e saude, dependendo do
hospedeiro e do sistema corporal influenciado (PARKER et al., 2020).

A. putredinis foi observado aumentar com a ingestdo de vegetais cruciferos (brocolis
cozido, repolho verde cru, repolho roxo cru, brotos de rabanete cru, couve-flor cozido) durante 14
dias em humanos, ficando evidente que esta espécie ¢ capaz de metabolizar fibras e glucosinolatos
possuindo enzima semelhante a mirosinase (LI et al., 2009).

Em individuos com inflamacao ligada a cirrose hepatica houve redu¢do de 4. putredinis
quando a condi¢do passou de compensado para descompensado, exercendo um potencial de acao

“protetor” (SHAO et al., 2018).

5.4.5.3  Bacteroides dorei
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A abundancia média geral de Bacteroides dorei em nosso trabalho foi de 4,33%,
atingindo a prevaléncia de 70,6% das amostras analisadas. De forma individual a abundancia
variou de 0 a 84,7%, sendo este valor extremo em apenas um dos individuos que apresentou a
menor diversidade bacteriana de toda amostra, apresentando um super-crescimento desta espécie.
Em nosso estudo a abundancia relativa se apresentou significativamente reduzida em homens. Esta
bactéria faz parte do Filo dos Bacteroidetes, Classe Bacteroidia, Ordem Bacteroidales, Familia
Bacteoidaceae e Género Bacteroides.

Isolado, inicialmente, de um homem japonés sauddvel, recebeu este nome em
homenagem ao microbiologista francés Joé€l Doré, devido as suas contribuicdes para a
microbiologia intestinal. As células sdo bastonetes anaerdbios Gram-negativos, ndo formadores de
esporos, ndo moveis, crescem na presenga de bile. Nao produtor de indol e aesculina ndo ¢
hirolisada, ndo redutora de nitrato. Degradadora de 4cidos a partir glicose, sacarose, xilose,
ramnose, lactose, maltose, arabinose, manose e rafinose. Apresenta a atividade de beta-
galactosidase (BAKIR et al., 2006). B. dorei e B. vulgatus sdo muito similares, diferindo pela
presenca de beta-galactosidase (DAVIS-RICHARDSON et al., 2014), como descrito acima.

Alguns desfechos de saude e doenga sdo compartilhados entre B. dorei e B. vulgatus,
como ja descrito anteriormente em B. vulgatus, como no caso de diabetes tipo 1 e doenca arterial
coronariana.

Em um grande estudo de coorte finlandesa em criangas com alto risco para diabetes
tipo 1 (DM1) autoimune, identificada pelo gendtipo HLA-DQBI, apoiam a associa¢do de uma
unica espécie de bactéria, Bacteroides dorei, no desenvolvimento de autoimunidade. A causa do
aumento na abundancia de B. dorei ainda ndo foi descrita, mas ja se sabe que se eleva apods a
introdugdo alimentar, principalmente por sua capacidade de digestdo de carboidratos complexos.
Também ndo se sabe se ela participa da fisiopatologia da autoimunidade no DMI1. Algumas
possibilidades levantadas sdo a ruptura da camada epitelial e/ou a manipulagao do desenvolvimento
do sistema imunolégico. Mesmo que B. dorei ndo seja a causa desta autoimunidade, a sua
abundancia no intestino pode ser util como um diagndstico em grupos de alto risco mesmo antes
do aparecimento do autoanticorpo (DAVIS-RICHARDSON et al., 2014).

No estudo de Leonard et al. (2014), foi verificada a metilagdo do DNA de B. dorei de
duas criangas com alto risco para DM1 autoimune que foram acompanhadas desde o nascimento.

Uma das criangas desenvolveu DM1 autoimune, j& a outra ndo. Quando comparadas as diferencas,
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viu-se que a diferenca entre ambas era o grau de metilagdo do DNA causada pela auséncia de um
gene em um dos individuos. E sugerido que mais estudos sejam realizados neste sentido.

Em um caso descritivo, Matsuoka et al. (2021) descreveram que um paciente do sexo
masculino de 78 anos, com diagndstico de aneurisma micotico na aorta tordcica, usando
antibidticos, apresentou piora do quadro. Foi realizada cirurgia e a cultura do tecido retirado
indicou a presenga de B. dorei. Apds tratamento com antibidticos especificos, o paciente apresentou

melhora do quadro, sem recorréncia.

5.4.5.4  Bacteroides stercoris

Bacteroides stercoris esteve presente em 65,88% das amostras e possui 3,53% da
abundancia média no microbioma amostrado por este trabalho. A abundancia individual variou de
0% a 32,49%. Faz parte do Filo dos Bacteroidetes, Classe Bacteroidia, Ordem Bacteroidales,
Familia Bacteoidaceae e Género Bacteroides.

E uma bactéria sacarolitica produtora de succinato e acetato, com quantidades
moderadas de formato e propionato, com vestigios de isobutirato e isovalerato. O piruvato ¢é
convertido em acetato. Nao foi detectado H». Capaz de metabolizar inulina, amido e rhamnose,
estes em pH menor que 5.5, anaerdbica gram-negativa que cresce em 20% de bile isolada de fezes
humanas descrita pela primeira vez por Johnson, Moore; Moore (1986).

A heparinase III de B. stercoris HJ-15 tém sido clonada e utilizada para fins especificos
na degradacao de heparina e glicoaminoglicanos (HYUN; LEE; KIM, 2010).

No estudo de Wang et al. (2018), B. stercoris foi encontrada enriquecida nos controles
saudaveis, quando comparado com os casos de asma.

Brown et al. (2021) realizaram uma breve revisdo sobre a fung¢do das ADP-
ribosiltransferases (ADPRTs), que sdo uma classe de enzimas presentes em eucariotos e
procariotos que convertem nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) em nicotinamida e ADP-
ribose (ADPr), que ¢ transferida para proteinas, acidos nucleicos ou pequenas moléculas, e
modulam diversos processos celulares, incluindo reparo de DNA, fun¢do mitocondrial e imunidade
inata. O principal foco de estudo dos ADPRTs tem sido em patdégenos como toxinas, mas em seu
trabalho os pesquisadores identificaram que os ADPRTs estdo presentes, secretados e

enzimaticamente ativos em isolados comensais, que abrangem a maioria dos tdxons procariotos,
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conhecidos por colonizar o intestino. Caracterizaram Bxa, uma ADPTRs presente em Bacteroides
que possibilita a adesdo a mucosa e que estd presente em B. stercoris, conferindo uma vantagem
competitiva. Os acidos biliares conjugados aumentam a sexcre¢cdo de Bxa e sua transcrigcdo esta
relacionada ao tempo de exposi¢do a estes acidos, atingindo o pico apds 120 minutos. Maior
expressdo foi relacionada ao estresse oxidativo. Estes achados sugerem que a toxigenicidade dos

ADPRTS patogénicos pode ser a excecao, € ndo a regra no intestino

5.4.5.5  Eubacterium sp CAG:180

Eubacterium sp CAG:180 apresentou abundancia média geral de 2,02%, com
prevaléncia de 28,23% das amostras deste estudo. Individualmente a abundancia variou de 0 a 27%
nas amostras. Faz parte do Filo dos Firmicutes, Classe Clostridia, Ordem Clostridiales, Familia
Eubacteriaceae, Género Eubacterium.

No estudo de Sun et al. (2020) com tripulantes de navio comercial, E. sp CAG180 foi
enriquecida nos individuos que apresentaram a Sindrome do Oceano (OGS), cujas caracteristicas
sdo bem especificas dos trabalhadores desta area, relacionados a privagao de sono, convivio social
¢ alimentacao.

No estudo de Zeybel er al. (2021) as abundancias das espécies pertencem a
Clostridiales, como E. sp CAG 180 e F. prausnitzi. Apresentaram-se relacionadas aos metabdlitos
primérios de acidos biliares, bem como os numerosos peptideos e aminoacidos relacionados a
esteatose hepatica (gama-glutamil-alfa-lisina, S-adenosil-homocisteina, gama-glutamil treonina e
treonina). A abundancia intestinal de E. sp CAG 180 foi associada positivamente aos niveis
plasmaticos de proteinas inflamatorias.

Observa-se poucos estudos sobre esta espécie bacteriana e considerando a sua
distribui¢do entre as amostras deste trabalho, provavelmente a alta abundancia em algumas
amostras aumentou a abundancia média geral, o que fez esta espécie classificar-se entre as mais

abundantes desta amostra.

5.4.5.6  Eubacterium rectale
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Eubacterium rectale apresentou abundancia média geral de 1,87%, com prevaléncia de
80% das amostras deste estudo. Individualmente a abundancia variou de 0 a 15,33% nas amostras.
Faz parte do Filo dos Firmicutes, Classe Clostridia, Ordem Clostridiales, Familia Eubacteriaceae,
Género Eubacterium.

E. rectale ¢ um dos principais grupos da microbiota intestinal humana, e ¢ encontrada
em quase todos os adultos, independente de origem e condigdes de estilo de vida, como
urbanizagdo, saneamento ¢ dietas (MAUKONEN et al., 2006; KARCHER et al., 2020). Foi
descrita como uma bactéria pertencente ao microbioma central saudavel (TAP et al., 2009).

Constituem-se de células bastonetes uniformes, ndo formadores de esporos, com
membrana Gram-positiva, obrigatoriamente anaerdbicas, moveis monoflageladas ou ndo moéveis.
Sao sacaroliticos e os principais produtos de fermentagdo, em meio PYG, s3o butirato, acetato,
hidrogénio e lactato, mas ndo propionato e succinato como produtos principais. O peptidoglicano
em todas as espécies ¢ do tipo Alc (ROSERO et al., 2016). A maioria produz gas hidrogénio
(DUNCAN; FLINT, 2016). Possui em sua superficie celular a amilase (Amy13K) que faz a
digestdao do amido, principalmente amido de milho, mesmo com alto teor de amilose, mas possui
uma fraca liga¢do ao amido de batata, ndo crescendo em amido de batata resistente (COCKBURN
etal.,2018)

O género Eubacterium foi descrito como portador de bactérias produtoras de butirato,
assim como em Roseburia e Clostridium (Cluster I, IV, XIVa, XV, XVI) (PRYDE et al., 2002).
Em seu artigo questionando a classificagdo de Eubacterium rectale, Rosero et al. (2016) relatam
que o grupo funcional dos produtores de butirato ¢ filogeneticamente incoerente com a maioria dos
produtores pertencentes ao grupamento Clostrium XIVa e ao ['V. Sendo assim propuseram um novo
género e um novo nome para a espécie: Agathobacter rectalis. Em seguida alguns pesquisadores
refutaram esta ideia solicitando mais comparagdes com a sequéncia completa do genoma desta
espécie (SHERIDAN et al., 2016).

Karcher et al. (2020) realizaram a montagem do genoma de E. rectale a partir de 1300
genomas extraidos de mais de 6500 conjuntos metagendmicos intestinais populacionais, usando
binning baseado em referéncia. A andlise filogenética confirmou o enquadramento de E. rectale
em grupos discretos que suportou a existéncia de quatro subespécies. Trés destas sdo subarvores
filogenéticas grandes e bem-definidas, que foram denominadas de ErEurasia, ErEurope, ErAsia,

pois as cepas eram predominantes destas areas. Ja a quarta subespécie denominada ErAfrica ndo
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havia sido observada anteriormente. Estes dados fortalecem a nog¢do de associacdo geografica de
algumas cepas. A divergéncia genética confirmou que as diferentes cepas devem ser consideradas
da mesma espécie ja que a dissimilaridade genética pareada esta abaixo de 5% (nenhum par atingiu
3%). As subespécies possuem diferengas dentro e entre cada subespécie. A subespécie ErEurope
apresentaram maior CAZy enriquecidos para carboidratos, visando hemiceluloses e pectinas,
crescendo melhor com xialana e inulina e pior com sacarose. Também apresentaram familias de
genes de glicosiltransferases que estdo associados a formacao de biofilme, glicosilagdo de proteinas
ou sintese de polissacarideos da parede celular, o que pode ser vantajoso ja que esta subespécie ¢
imodvel, e as demais sdo moveis. As cepas de ErAfrica se originaram de individuos que vivem em
um estilo de vida tradicional, e semelhante a P. copri. E. rectale, s6 foi encontrada em humanos e
nunca em primatas ndo humanos selvagens.

Na revisdo inicial realizada por Cockburn et al. (2018), relacionaram informacgdes de
outros estudos que apontam a reducdo da abundancia de E. retale em algumas condi¢des de doenca,
como obesidade, doenga inflamatoria intestinal, diabetes e fibrose cistica. No estudo de Zeybel et
al. (2021) apresentou-se reduzido nos individuos com esteatose hepatica leve, quando comparado
com os controles sem esteatose. Neste mesmo estudo foi encontrado que existe uma correlagdo
negativa entre a presenca de Actinomyces sp ICM47 na boca com E. retale e Roseburia faeces
intestinal relacionado ao desfecho de doenga hepatica gordurosa nao alcoolica.

No estudo de Wang et al. (2021) com a identificacdo do perfil do microbioma intestinal
associado ao cancer colon-retal e bactérias “condutoras” potenciais, realizaram o sequenciamento
do gene 16S rRNA da mucosa intestinal de amostras pareadas de tumor e mucosas adjacentes ao
tumor, locais fora do tumor e controles saudaveis. O microbioma intestinal das mucosas tumorais,
mas ndo o das mucosas adjacentes ao tumor e do controle saudavel, mostra menor diversidade alfa
e taxa bacteriana distinta em comparacao com os locais fora do tumor. Na localizagdo do tumor ha
maior abundancia de Fusobacterium nucleatum que se mostra inexistente em amostra de pessoas
saudaveis, sendo considerada como uma bactéria “passageira”. A abundancia relativa de
Eubacteriaceae ¢ maior em locais fora do tumor do que em mucosas tumorais. Usando Eubacterium
rectale e F. nucleatum como exemplo, foi demonstrado in vivo que nenhuma induziu colite
isoladamente. Apenas ap6s a inducdo com sulfato de dextrano de sodio (DSS) E. rectale aumentou
o quadro de colite induzida, mas ndo F. nucleatum. Nos estudos in vitro foi demonstrado o efeito

indutor de resposta inflamatdria através de ativacdo de NFkB do LPS de E. rectale em células
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normais do epitélio do célon. Entretanto, a relacdo entre E. rectale e doenga inflamatoria intestinal

ainda é desconhecida.

5.4.5.7  Bacteroides fragilis

Bacteroides fragilis representou 1,73% da abundancia relativa total no geral da amostra
analisada, sendo prevalente em 38,83% das amostras. De forma individual atingiu de 0 a 45,95%
da abundancia. Em nosso trabalho a abundancia de B. fragilis se apresentou menor em homens do
que em mulheres, além de reduzir com o aumento do IMC. E uma bactéria gram-negativa que faz
parte do Filo dos Bacteroidetes, Classe Bacteroidia, Ordem dos Bacteroidales, Familia
Bacteroidaceae e do Género Bacteroides.

Nas amostras de fezes de HMP este taxon foi transportado a um nivel de pelo menos
0,1% em 16% das amostras (mais de 1 % abundancia em 3%) (HUTTENHOWER et al., 2012).

Esta apresentado na literatura que as bactérias imunomodulatdrias precisam estar
proximas da superficie epitelial para interagir com o hospedeiro e que B. fragilis esta associado ao
epitélio intestinal (SURANA; KASPER, 2014) podendo ser por este motivo os menores niveis de
abundancia encontrados na amostra de fezes, devido a sua localiza¢ao no TGI e o nosso modelo de
estudo ter sido amostras de fezes.

Existe uma associacao proxima entre B. fragilis e B thetaiotaomicron. B. fragilis ¢ uma
bactéria Gram-negativa que possui uma capsula de polissacarideos complexos (CPC) que possui
pelo menos oito polissacarideos estruturalmente Unicos, sendo que os polissacarideos A e B
possuem carga positiva e negativa alternada (MAZMANIAN; KASPER, 2006).

E considerada bactéria simbidtica, sendo que a monocolonizacio por B. fragilis foi
suficiente para estimular o desenvolvimento precoce do GALT, induzindo a organogénese normal
do baco e timo e o desenvolvimento imunologico equilibrado em modelos animais livres de germes
(MAZMANIAN et al., 2005). Possui um polissacarideo zwitteridnico (ZPS) que ativa diretamente
as cé¢lulas T CD4 + induzindo a expressdo de IL-10 e pode corrigir certos defeitos imunologicos
em animais livres de germes, como a proporcao reduzida de células T CD4 + na populagdo de
linfocitos esplénicos e a producdo desregulada de citocinas sistémicas que sdo encontradas na
auséncia de colonizagdo bacteriana, além de um potencial fator protetor para casos de doenga

inflamatoria intestinal e asma (MAZMANIAN; KASPER, 2006).
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B. fragilis possui um polissacarideo capsular A (PSA) que tem peso molecular de
110kDa capaz de se associar a moléculas de MHC-II das células dendriticas, macrofagos e células
B do hospedeiro com alta afinidade por meio de um mecanismo de espelhamento de apresentacao
de antigeno MHC-II sendo reconhecidas pelas células T durante infec¢des bacterianas (A COBB;
KASPER, 2008), além de elevar a expressao de CD80, CD86 e CD40L (MAZMANIAN;
KASPER, 2006). Além do PSA, B. fragilis também produz glicoesfingolipideos que reduzem
células T assassinas naturais invariantes (iNKT) na lamina propria do célon e que esse efeito leva
a melhores resultados em um modelo de colite murina (SURANA; KASPER, 2014).

No estudo de Ochoa-Reparaz et al. (2010) com modelo animal para esclerose multipla
humana, a encefalomielite autoimune experimental (EAE), o uso de B. fragilis como probiotico
via oral preveniu a desmielinizacdo no desenvolvimento de esclerose devido a presenga de PSA,
que desencadeou maiores taxas de conversdo em células Foxp3*Teg produtoras de IL-10. Portanto
possui a capacidade de atenuar a auto-imunidade otimizando o equilibrio entre as respostas
Th1/Th2 e induzindo a diferenciacdo de células Treg (WANG et al., 2015).

Algumas relagdes desvantajosas foram encontradas relacionadas a B. fragilis, como a
causa de abscessos pods-cirirgicos, mas apenas quando hd contaminag¢do dos tecidos extra-
intestinais e foi proposto como um mecanismo de defesa microbiano (MAZMANIAN; KASPER,
2006).

Wang et al. (2021), ao citarem exemplos de bactérias “condutoras” de estados
promotores de cancer colon-retal, apontam uma cepa de B. fragilis (ETBF) como uma potencial
bactéria impulsionadora, pois esta secreta toxina que estimula a proliferacdo celular e doenca

inflamatoria intestinal, levando a iniciacdo do processo do cancer.

5.4.5.8  Akkermansia muciniphila

Akkermansia muciniphila representou 1,35% da abundancia relativa média com 58,8%
de prevaléncia. De forma individual nos individuos amostrados, a abundancia variou de 0% a
14,88%. Faz parte do Filo Verrucomicrobia, Classe Verrucomicrobiae, Ordem

Verrucomicrobiales, Familia Akkermansiaceae, Género Akkermansia.
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Akkermansia muciniphila ¢ o primeiro membro e o Unico representante do filo
Verrucomicrobia no intestino humano (DERRIEN et al., 2008; ZHANG et al., 2019), o que
também foi observado neste trabalho.

Akkermansia muciniphila ¢ abundante na camada mucosa intestinal do hospedeiro,
com um niimero maior no ceco. E onipresente no intestino de adultos e criancas saudéaveis e é
responsavel por 1-4% da microbiota intestinal total desde o inicio da vida (DERRIEN et al., 2008),
mas reduz gradativamente com o envelhecimento (COLLADO et al., 2007). A. muciniphila esta
presente no leite humano e por isso presente em bebés recém-nascidos (COLLADO et al., 2007,
ZHANG et al., 2019).

A abundancia relativa de A. muciniphila nos controles (n=6) da nossa amostra
obtiveram 1% e, quando comparamos os casos de sintomas ou diagnosticos, verificamos um
aumento desta distribui¢ao em individuos com ansiedade e depressao (n=15) para 3,57% e diabetes
(n=3) para 2,26%. Ja em individuos acometidos por diarréia (n = 3) vimos uma redugdo para 0,62%,
nauseas (n = 5) para 0,09% e em obesidade (n=14) para 0,1%. Mas nos testes estatisticos esta
associagdo com o peso ndo foi significativa.

Akkermansia muciniphila ¢ Gram-negativo, portanto possui LPS, com células ovais
ndo moveis nao formadora de esporos, um anaerobio estrito isolado de fezes humanas, usa a mucina
como Unica fonte de elementos de carbono e nitrogénio, e pode crescer sem vitaminas, mas ¢
provavel que, in vivo, um processo cooperativo seja necessario para alcangar a degradagao eficiente
da estrutura complexa da mucina. O pH 6timo para crescimento foi 6,5 (pH 5,5-8) em 37°C (20-
40°C). Nenhum crescimento foi observado em glicose, celobiose, lactose, galactose, xilose, fucose,
ramnose, maltose, succinato, acetato, fumarato, butirato, lactato, casitona, Cas-aminoacidos,
triptona, peptona, extrato de levedura, prolina, glicina, aspartato, serina, treonina, glutamato,
alanina, N-acetilglucosamina ou N-acetilgalactosamina apo6s 4 semanas de incubagdo. Presume-se
que a capacidade limitada da A. muciniphila de crescer, nos muitos substratos testados, pode ser
devido a estrutura complexa da mucina, que € composta por oligossacarideos e aminodacidos, e que
esta espécie requer uma combinacdo de todos estes componentes para atingir uma alta densidade.
Capaz de crescer em mucina gastrica, infusdo de cérebro-coragdo, em meio Columbia, e em N-
acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina e glicose quando esses trés aglicares estdo na presenga de

peptona, extrato de levedura, casitona e triptona (DERRIEN et al., 2004).
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Como metabdlitos produzidos, A. muciniphila ndao produziu H2, mas acetato,
propionato e etanol a partir da fermentagcdo da mucina. Nenhum sulfeto foi produzido. Os sulfatos
foram liberados durante a fermentagdo da mucina (0,71 mM), demonstrando a atividade da
sulfatase. Em meio de mucina, o organismo pode crescer como células isoladas ou em pares, mas
raramente em cadeias; frequentemente formavam agregados nos quais uma camada translicida de
material era observada entre os organismos (DERRIEN et al., 2004). Os principais metabolitos
produzidos sdo propionato e butirato (ZHANG et al., 2019).

In vivo algumas condutas sdo conhecidas por aumentar a abundancia de A. muciniphila,
como o jejum e o uso de arabinose ou inulina (ZHANG et al., 2019)

Em estudo de associacdo de todo metagenoma com os dados do MetaHIT, foi
observado em individuos com diagnostico de DM tipo 2 aumento significativo na abundancia de
A. muciniphila, que foi relacionado ao aumento na degradag¢do de mucina, reduzindo a barreira de
muco (QIN et al., 2012).

Apesar disso, 4. muciniphila ainda ndo foi claramente associada a nenhuma doenga ou
sinal de doenga. A potencial patogenicidade se deve principalmente ao processo de adesdo e
degradacdo da camada de muco intestinal, que pode envolver alguns comportamentos patogénicos
iniciais. Entretanto, 4. muciniphila estd mais associada a camada externa de muco e ndo atinge a
camada interna mais proxima ao epitélio, o que se mostra necessario para a patogenicidade. Nao
ha evidéncias de que ela per se cause patogenicidade e a sinergia com outras bactérias para causar
doengas deve ser investigada, mas ¢ considerada segura (ZHANG et al., 2019).

Um baixo nivel de 4. muciniphila no intestino pode resultar no adelgagamento da
mucosa, levando ao enfraquecimento da fun¢do de barreira intestinal, tornando mais facil para as
toxinas invadirem o hospedeiro. Esta redug¢do foi associada a alguns distirbios metabdlicos e
doengas inflamatoérias, como obesidade, DM2, DII, autismo e atopia relacionada com IgE (ZHANG
et al., 2019). Akkermansia muciniphila participa da regulagdo imunolégica do hospedeiro e
melhora a integridade das células epiteliais intestinais e a espessura da camada de muco,
promovendo assim a saude intestinal (EVERARD et al., 2013; ZHANG et al., 2019).

No trabalho de Everard et al. (2013), o uso de cepas viaveis de A. municiphila reverteu
os disturbios metabodlicos induzidos por dieta rica em gorduras (HFD), como resisténcia a insulina,
inflamagao do tecido adiposo, ganho de gordura, endotoxemia metabolica. Também aumentou os

niveis de endocanabinodides que controlam a inflamacdo, integridade da barreira intestinal e
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secre¢do de peptideos intestinais, incluindo peptideo Reglllgama (ZHANG, 2016). Diversas
pesquisas relataram que a metformina, oligofrutose, polifendis do chd verde e aveia podem
aumentar a propor¢ao de A. muciniphila (DENG et al., 2021).

No estudo exploratorio realizado por Depommier et al. (2019), com uso de
suplementa¢do de A. muciniphila pasteurizada, viva ou placebo, em humanos, durante 3 meses, a
suplementagdo reduziu em 30% os niveis de insulina plasmatica, a quantidade de LPS plasmatico
em comparagdo com a linha de base (tempo 0) e também em relagdo ao placebo. A suplementacao
elevou a sensibilidade a insulina em 30% e os niveis de abundancia de 4. muciniphila nas fezes
apos os 3 meses, mas nao alterou a estrutura geral do microbioma. Levou a perda de peso, reducao

de gordura corporal, reducdo de circunferéncias de quadril de forma significativa.

5.4.6 Espécies mais prevalentes (em mais de 90% dos individuos amostrados)

5.4.6.1  Fusicatenibacter saccharivorans

Fusicatenibacter saccharivorans se mostrou prevalente em 95,29% das amostras, com
0,62% da abundancia relativa média geral nas amostras. Individualmente, a abundancia relativa
variou de 0 a 6,4%. Faz parte do Filo Firmicutes, Classe Clostridia, Ordem dos Clostridiales,
Faminia Lachnospiraceae, Género Fusicatenibacter.

Identificadas por Takada et al. (2013) a partir de amostras de fezes humanas, possuem
forma de fuso, com coloracdo Gram-positiva, obrigatoriamente anaerdbica, ndo modvel, ndo
formadora de esporos. Todos os isolados produziram 4cido latico, acido férmico, acido acético e
acido succinico como produtos finais da fermentagdo a partir da glicose. Capaz de produzir acidos
a partir de lactose, sacarose, maltose, rafinose, salicina, xilose, arabinose, celobiose, manose,
sorbitol, ramnose, trealose, inulina e melezitose (fraca), mas ndo manitol e glicerol.

Em nosso trabalho sua abundancia relativa reduziu com o avangar da idade.

Lee et al. (2019) investigaram as diferencas entre a composi¢cdo da microbiota intestinal
em pacientes com artrite reumatoide (AR) e aqueles com osteoartrite (OA). Identificaram que a
abundancia de F. saccharivorans foi menor no grupo AR quando comparadas ao grupo OA. As

propriedades microbianas do intestino diferiram entre pacientes com AR e OA, e a disbiose com
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AR revelou resultados semelhantes aos de outras doengas autoimunes, sugerindo que um padrao
especifico de microbiota intestinal esta relacionado a autoimunidade.

Ao avaliar amostras de fezes de pacientes cirrdticos, Jin et al. (2019) encontraram
menor contetido de SCFAs e capacidade reduzida de produzir SCFAs em fermentacdes em lote,
sendo a producdo de butirato a mais anormal. Essas redugdes funcionais foram mais pronunciadas
conforme maior gravidade da doenca hepatica. A abundancia de Ruminococcus faecis,
Faecalicatena fissicatena e Fusicatenibacter saccharivorans foram positivamente correlacionadas
com a producdo de SCFAs, sendo possivel associar a disbiose cirrotica a uma diminuicao da
capacidade de fermentar carboidratos nao digeriveis em SCFAs, especialmente em butirato.

Crobach et al. (2020) investigaram a composi¢do da microbiota intestinal em
individuos colonizados ou infectados por Clostridioides difficile comparados com individuos
controle e puderam associar estas condi¢des a reducdo de diversidade bacteriana. Foi possivel
verificar um aumento gradativo de Clostridioides de controles para pacientes colonizados e
pacientes infectados. Os individuos controles tinham abundéncia significativamente maior de
Eubacterium hallii e Fusicatenibacter do que os pacientes colonizados. A andlise da rede indicou
que Fusicatenibacter foi associado negativamente com Clostridioides em pacientes com infec¢ao,
enquanto Veillonella foi positivamente associado com Clostridioides em pacientes em colonizacao
por C. difficile.

No trabalho de Ma ef al. (2021), em que analisaram o impacto do uso do probidtico
Lactobacillus plantarum P-8 na modulacdo do microbioma intestinal, durante 12 semanas, com o
objetivo de aliviar os efeitos da ansiedade e estresse em adultos moderadamente estressados,
observaram que nos individuos que usaram os probiodticos tinham maior abundancia de B.
adolescentis, B. longum, F. prausnitzi, Subdoligranulum sp. 60 17, mas apresentaram reducao de
Roseburia faecis e Fusicatenibacter saccharivorans. Quando analisadas as vias relacionadas a
sintese e degradagdo na neuroatividade na semana 12, as amostras dos receptores de probidticos
tinham modulos mais diversos participando da sintese de menaquinona (vitamina K2) I, sintese de
GABA e metabolismo de SCFAs, além de terem a degradacdo de cortisol. De forma interessante,
0s que receberam probiodticos aumentaram a presenca de mddulos de produgdo de histamina na
semana 12. E importante dizer que ambos os grupos receberam maltodextrina como adjuvante.

O fungo Hericium erinaceus tem sido estudado como comestivel e medicinal. Para

investigar estes beneficios, Xie ef al. (2021) analisaram a microbiota intestinal de individuos
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adultos que utilizavam o p6 de H. erinaceus como suplemento e descobriram que estes possuiam
maior diversidade alfa e regulou positivamente a abundancia relativa de bactérias produtoras de

SCFAs, dentre elas F. saccharivorans.

5.4.6.2  Ruthenibacterium lactatiformans

Ruthenibacterium lactatiformans esteve presente em 91,76% das amostras, mostrando-
se altamente prevalente, e apresentou 0,31% da abundancia média relativa geral. De forma
individual de 0 a 4,75% de abundancia relativa nas amostras. Faz parte do Filo Firmicutes, Classe
Clostridia, Ordem dos Clostridiales, Faminia Ruminococcaceae, Género Ruthenibacterium.

Isoladas e identificadas, a partir de amostras de fezes humanas de individuos russos
saudaveis, em 2016, por Shkoporov et al., duas cepas de bactérias Gram-negativas em forma de
bastonete, obrigatoriamente anaerobia, ndo modveis, nem formadoras de esporos. Caracterizadas
por metabolismo fermentativo mesofilico produtoras de 4cido latico, succinico e acético a partir da
fermentagdo da glicose. Nao formadoras de butirato. Possuem glicosil-hidrolases, como a- and f3-
galactidases, o- and [-glucosidases, [-glucuronidase, «o- mannosidase, [-N-acetyl-
glucosaminidase, but not for a-arabinosidase, o-L-fucosidase, B-D- fucosidase, and -
mannosidase. Estes microorganismos nao metabolizam proteinas, especializando-se em
carboidratos. Produziram acidos a partir de maltose, salicina, D-galactose, L-ramnose, fracamente
de D-manose, melibiose e D-sorbitol. Os resultados a partir de sacarose foram variados. Sua
composi¢ao de acidos graxos era em maioria de mono-insaturados.

No estudo RESISTA-PD de Becker ef al. (2021) com idosos portadores de Doencga de
Parkinson (DP) para as concentragdes absolutas de butirato, o algoritmo selbal detectou maiores
concentragdes partindo de Ruthenibacterium lactatiformans para Fusicatenibacter saccharivorans,
o que se mostra condizente com a literatura cientifica quanto a capacidade produtiva de butirato de
ambas (ndo produtora e produtora, respectivamente). O mesmo resultado foi observado quando
comparado R. lactatiformans com Dorea longicatena e com Blautia wexlerae. Apesar destas
bactérias ndo produzirem diretamente butirato, mas sim lactato e succinato por fermentagao de
amido resistente, estes adcidos servem de substrato para bactérias produtoras de butirato. O aumento
de butirato intestinal se relacionou com menores eliminag¢des de calprotectina. Este ¢ um marcador

intestinal validado para inflamag¢ao subclinica intestinal, pois € parte de leucdcitos humanos, e a
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migracdo destes para o limen e sua eliminacdo nas fezes demonstra maior estado inflamatorio

intestinal.

5.5 ALFA DIVERSIDADE

Encontramos diferencga significativa para raridade. A mediana da Raridade geral foi de
0,0079 (0,00014 a 0,0685). Quando separado entre os sexos, houve diferenca significativa
verificada através do teste de Mann-Whitney (p =0,016), com mediana de 0,0054 (0,0012 2 0,0127)
para o sexo feminino e mediana de 0,0139 (0,0050 a 0,0246) para o sexo masculino. O teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis mostrou que ha diferenca na Raridade entre os sexos nos diferentes
grupos etarios [H(7)= 14,52; p=0.04266)]. O teste post-hoc de Dunn mostrou que ha diferencas
entre os grupos etarios FEM até 40 anos ¢ FEM de 41 a 50 anos (p = 0,034); entre FEM até 40 e
MASC até 40 anos (p = 0,0058) e entre os grupos FEM at¢ 40 anos e MASC de 41 a 50 anos (p =

0,014). Nao encontramos na literatura resultados semelhantes.

5.6 BETA DIVERSIDADE

Quando analisamos a beta diversidade dividida em 2 clusters (ver grafico 41),
verificamos que pudemos identificar 2 enterotipos diferentes, um representado por Prevotella copri
e o outro pelos Bacteroides, assim como em outros estudos que encontraram apenas dois tipos (WU
etal.,2011; YATSUNENKO et al., 2012; COSTEA et al., 2017).

Quando analisamos divididos em 3 ou 4 clusters ndo foi possivel caracterizar os
enterdtipos caracteristicos. Esta auséncia de identificag@o na divisdo dos 4 clusters também ocorreu
em Falony et al. (2016), por isso mantivemos os graficos no trabalho.

Entendemos que os enterotipos representam uma maneira de capturar as composicdes
microbianas mais abundantes do intestino humano, e que podem ser uteis em alguns contextos,
mas ndo consideramos valido substituir outras associacdes diretas e estatisticas mais
individualizadas, assim como discutido por Costea et al. (2017), e foi desta forma como

trabalhamos estes dados.

5.7 INDICE DE SAUDE DO MICROBIOMA INTESTINAL (GMHI)
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Em nosso estudo, utilizamos dados de metagenoma de amostras de individuos com
caracteristicas urbanas e industrializadas. Os questionarios foram respondidos pelos participantes
e os dados foram auto-referidos para sintomas e doengas, portanto, para ligar nossos resultados a
condigdes de satide ou doenga, utilizamos o indice GMHI.

Pudemos encontrar em nossa analise, 23 das 50 espécies identificadas por Gupta et al.
(2020) como assinaturas do microbioma intestinal associado a satide ou auséncia de satide em nossa
amostra, mas nao todas.

A mediana do indice GMHI dos controles (n=6) analisados ficou em -0,156, (-2,71 a
0,93), indicando um valor aproximado de zero, mas ainda negativo. A mediana do indice GMHI
das amostras casos (n=79) analisados ficou em -1,81 (-3,8 a 1,84), indicando um valor negativo.
Nao obtivemos em nenhuma amostra valores extremos (abaixo de -4 ou acima de 4) no indice
ligado a auséncia de doenca ou a desfechos saudaveis, conforme as analises dos autores do indice.
Nao houve diferencgas estatisticas entre os resultados.

Portanto, tanto na mediana das amostras consideradas saudaveis, como nas
consideradas ndo saudéveis, obtivemos valores negativos. E importante salientar que foram apenas
6 nossos individuos controles, o que parece ter sido importante para os valores do indice GMHI
ficarem negativos. No estudo de Gupta et al. (2020) diversos individuos considerados saudaveis
obtiveram o valor do indice negativo, sendo concluido que as classifica¢des erradas, associadas ao
indice e ao estado de saude e doenca, sdo em parte devido a natureza estocdstica e altamente
personalizada das ecologias do microbioma intestinal que foram abordadas até aqui; todos os quais
complicam a identificacdo de assinaturas confidveis de satde.

Portanto, mais estudos sdo necessarios para identificar e validar a aplicacdo deste indice

nos estudos de microbioma para a populagdo brasileira.
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6 CONCLUSOES

Nas amostras do microbioma humano intestinal de brasileiros que analisamos
utilizando a tecnologia de Whole Genome Sequencing Shotgun (WGS-shotgun), encontramos no
Reino Bacteria um total de 11 filos, 21 classes, 32 ordens, 56 familias, 128 Géneros e 357 Espécies
até a ordem de 10 (0,1% da abundéncia relativa média) em pelo menos 1 individuo amostrado.

Encontramos até a abundancia relativa média total de 1% os 5 filos: Bacteroidetes
(65,11%), Firmicutes (29%), Proteobactérias (2,71%), Actinobactérias (1,72%) e Verrucomicrobia
(1,35%). Mais de 90% da abundancia relativa média total sendo composta pelos filos de Firmicutes
e Bacteroidetes. Estas observacdes também foram realizadas pelos grandes estudos populacionais
do microbioma intestinal, mesmo com proporc¢des de abundancias diferentes por filos.

Identificamos uma maior abundancia do filo dos Bacteroidetes em relacdo ao
Firmicutes, como em algumas outras populagdes europeias, americanas e asiaticas. Levantamos
hipoteses com base na literatura cientifica para estes achados na populagdo brasileira, como a
temperatura ambiental mais elevada e a latitude reduzida, sendo fatores que podem influenciar a
reducdo do filo dos Firmicutes. J4 os fatores que podem favorecer o florescimento do filo dos
Bacteroidetes, sdo latitude reduzida e habitos alimentares caracteristicos brasileiros, como o
consumo frequente de leguminosas e cereais (feijdo e arroz). Além da influéncia das questdes
metodoldgicas complexas utilizadas para os estudos do microbioma que podem culminar em
discrepancias dos resultados.

Identificamos 8 géneros bacterianos como pertencentes ao nucleo do microbioma
(presentes em mais de 95% das amostras analisadas), resultado que se mostrou reduzido frente a
literatura cientifica. Sugerimos o aumento do nimero de amostras brasileiras para aprimorar este
dado.

A amostra utilizada neste estudo possui a caracteristica urbana e industrializada, com
estilo de vida ocidental, sendo exposta a fatores como estresse, alimentacdo industrializada, mas
também rica em vegetais e frutas, agua tratada, boas condi¢cdes de saneamento bésico, uso de
medicamentos e antibioticos, dentre outros fatores caracteristicos.

Obtivemos a dominancia dos géneros Bacteroides seguido por Prevotella e Alistipes.
Esta variacdo também ficou muito evidente quando avaliada a beta diversidade, com a

caracterizacdo destes dois enterdtipos: Bacteroides e Prevotella copri. E uma caracteristica da
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amostra industrializada o enriquecimento de Bacteroides e Alistipes, o que foi observado em nosso
trabalho.

Os achados condizem com o padrao de vida caracterizado na literatura cientifica, mas
ainda enconstramos algumas espécies relacionadas aos taxons VANISH (Volateis e/ou Associados
Negativamente as Sociedades Industrializadas de Humanos).

Portanto, propomos, para caracterizar a populacdo brasileira em transi¢do para o urbano
e industrial, o género Bacteroides como representante.

Estas amostras fazem parte de um banco de dados, que estd sendo montado com dados
de metagenomica por Shotgun, portanto inédito na populagao brasileira.

Sdo fundamentais novos estudos populacionais, e de maiores proporgdes, para que
sejam geradas assinaturas metagendmicas do microbioma da populagdo brasileira em sua grande

diversidade de estilos de vida.
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Apresentacao do Projeto:

"Perfil do microbioma intestinal humano com dados de metagenoma em brasileiros". Projeto de pesquisa da
Profa. Dr* lliada Rainha de Souza (UFSC/CCB/BEG/PPGBCD) no qual esta inserido a Dissertagdo de
Mestrado de Jeanine Schiitz Cardoso Teofilo. Este trabalho faz parte de uma “cooperagéo técnica” entre o
Laboratério de Polimorfismos Genéticos da Universidade Federal de Santa Catarina (LAPOGE/CCB/UFSC)
e o Laboratério Biogenetika (empresa privada). Serdo analisados os resultados disponibilizados pela
empresa parceira que realizou previamente a coleta das amostras de fezes, o processamento das amostras
para sequenciamento do genoma e as leituras dos genomas sequenciados para andlise, com identificagéo
dos microbiontes. Os participantes voluntarios foram esclarecidos quanto a possibilidade de uso de seus
dados para a pesquisa e assegurados do sigilo das informagées pessoais e do anonimato, assinando na
sequéncia o Termo de Consentimento Livre Esclarecido elaborado e mantido exclusivamente pela
Biogenetika, que é a empresa parceira. Todos os dados pessoais que possam identificar ou caracterizar de
forma pessoal os individuos serdo mantidos exclusivamente pela Biogenetika®, sendo que apenas os
resultados an6énimos seréo disponibilizados para a presente pesquisa. Os individuos participantes do estudo
nao foram padronizados, sendo que os mesmos procuraram a empresa parceira de forma voluntéaria para

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br

Péagina 01 de 05

181



UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %aﬂ

Continuagéo do Parecer: 3.970.939

realizar seu teste de microbioma individual. Portanto, este estudo compreende individuos saudaveis ou com
alguma condigéo de salude especificos que serdo descritos e considerados durante o presente projeto. Com
este projeto pretende-se identificar a diversidade, quantificar a riqueza e abundéncia das espécies de micro-
organismos que habitam o intestino humano na

populacgéo brasileira a partir de amostras ja coletadas e analisadas através da identificagdo gendémica
utilizando tecnologia de WGS-shotgun.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Verificar e caracterizar a riqueza e abundancia do microbioma intestinal humano na populagao brasileira, e
estabelecer relagdes entre o microbioma e parametros individuais e ambientais. Os dados gendmicos foram
produzidos com a utilizagdo da tecnologia de Whole Genome Sequencing Shotgun (WGS-shotgun) e os
dados individuais coletados em questionario estruturados, que foram disponibilizados para o trabalho.

Objetivo Secundério:

- Identificar a diversidade das espécies de microrganismos que habitam o intestino humano a partir de
amostras de fezes de individuos saudaveis ou com alguma condigédo especifica de saude;

- Quantificar a riqueza e abundancia da microbiota intestinal humana a partir da anélise do microbioma e
metagenoma;

- Relacionar a presenca, riqueza e abundéncia da microbiota intestinal com os dados dos individuos
coletados, tais como: idade, sexo, profissdo, peso, altura, dieta, consumo ou ndo de bebidas alcodlicas,
vicios, uso de medicamentos, uso de suplementos, uso de probioticos, atividade fisica e o tipo de
nascimento (parto normal ou cesariana).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
O presente projeto de pesquisa ndo representa riscos a saude dos individuos participantes.

Beneficios:
Até o momento ha uma dezena de estudos da composi¢ao do microbioma intestinal humano na populagéo
brasileira que relacionem a questdes de saude e doenga e em especial pela metodologia
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de sequenciamento por Whole Genome Sequencing Shotgun (WGS-shotgun) frente aos avangos do
assunto em nivel mundial pée urgéncia nas pesquisas sobre o tema, cada vez mais relevante em todos os
ambitos da area da saude. Independentemente de o microbioma alterado ser uma causa ou consequéncia
da doenca, ou mais provavelmente um fator de risco ambiental ou modulador, esta se tornando claro que o
microbioma fornece biomarcadores que poderiam ser testados quanto ao risco ou presenca de alteragdes
que podem levar ao desenvolvimento de determinadas patologias. Estudos estdo sendo conduzidos para
explorar as ligacdes plausiveis de doencas e a composicdo do microbioma e esforgos estdo sendo feitos
para entender como o microbioma varia com o estilo de vida, genética, idade, nutricdo, medicacéo e
ambiente do hospedeiro. No Mapa do microbioma internacional disponivel até o presente momento o Brasil
ainda ndo estéa representado. Portanto € de alta relevancia realizar estudos para comparar a microbiota de
individuos da populagdo brasileira com diferentes habitos alimentares e estilos de vida. Conhecer o
metagenoma e a relagdo com os habitos de vida, devido a clara importancia que o mesmo tem, tanto para o
funcionamento do organismo humano, como pode servir de biomarcador para diagnostico precoce e preciso
de doencgas humanas.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata o presente de um projeto de pesquisa entre a UFSC/PPGBCD e a empresa BIOGENETIKA,
coordenado pela Profa. Dr? lliada Rainha de Souza no qual esté inserido uma Dissertagdo de Mestrado.
Com este projeto pretende-se identificar a diversidade, quantificar a riqueza e abundancia das espécies de
micro-organismos que habitam o intestino humano na populagéo brasileira a partir de amostras ja coletadas
e analisadas através da identificacdo gendmica utilizando tecnologia de WGS-shotgun. E ainda estabelecer
possiveis relagdes entre o microbioma e alguns parametros, como idade, sexo, IMC, estados de
salde/doenca ou fatores ambientais cruzando as analises com dados coletados em questionario ja
realizado. Os participantes voluntarios foram esclarecidos quanto a possibilidade de uso de seus dados para
a pesquisa e assegurados do sigilo das informagdes pessoais, assinando na sequéncia o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido elaborado e mantido pela Biogenetika. Serdo analisados os resultados
andnimos disponibilizados pela empresa parceira que realizou previamente a coleta das amostras de fezes,
o processamento das amostras para leitura do genoma e as leituras dos genomas obtidos para analise. O
tema tem relevancia cientifica, a auséncia do TCLE foi devidamente. Desta forma, recomendamos a sua
aprovagao.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Foram apresentados os seguintes documentos obrigatérios:

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria I, R: Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br

Péagina 03 de 05

183



UNIVERSIDADE FEDERAL DE =) Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC \-%fcul

Continuagéo do Parecer: 3.970.939

1) PB - INFORMAGOES BASICAS DO PROJETO;
2) Termo de confidencialidade de dados e anonimato;

3) Projeto de pesquisa;

4) folha de rosto (assinada pela Coordenadora do PPGBCD).

Recomendacoées:
Sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
N&o foram detectadas pendéncias ou inadequagdes neste projeto.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/03/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1480815.pdf 18:14:48
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_FINAL.pdf 30/03/2020 [JEANINE SCHUTZ Aceito

18:13:57 [CARDOSO TEOFILO,
TCLE / Termos de  |Justificativa_Ausencia.pdf 23/01/2020 |JEANINE SCHUTZ Aceito
Assentimento / 07:34:36 |CARDOSO TEOFILO
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Perfil_Microb_PlatBrasil.pdf 16/01/2020 |JEANINE SCHUTZ Aceito
Brochura 10:21:37 [CARDOSO TEOFILO|
Investigador

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

FLORIANOPOLIS, 14 de Abril de 2020

Assinado por:
Nelson Canzian da Silva
(Coordenador(a))
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ANEXO B

@ OMNIgene-GuT INSTRUCOES DE USO

Para microbioma Leia todas as instrugdes antes da coleta
= - Procedimento:
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APENDICE 1 - INDICES DE DIVERSIDADE

INDICES DE DIVERSIDADE ALFA

Quando se estuda a diversidade de uma comunidade, o pesquisador se depara com o
problema de como representar a “real” diversidade da comunidade analisada. A razio entre o
numero de tipos de organismos observados aumenta com os esfor¢os de amostragem realizados, e
este padrao pode ser visualizado tragando uma curva de abundancia de classificagdo. Como todas
as comunidades possuem um numero finito de espécies, quanto mais concava para baixo for a
curva, melhor sera a amostra da comunidade. Isso pode ser observado tanto para macro como para
microrganismos, portanto os mesmos indices podem ser utilizados para ambos (HUGHES, 2001).

Os indices, comumente utilizados em estudos de ecologia na medicao da diversidade,
visam descrever as propriedades gerais das comunidades, permitindo a comparacao entre diferentes
amostras, além de permitir a verificagdo das mudangas relacionadas a gradientes bioticos,
abidticos, perturbagdes, produtividade, area e heterogeneidade de recursos (HUGHES, 2001;
MORRIS et al, 2014), embora ndo haja consenso sobre quais indices sdo mais adequados e
informativos (MORRIS et al, 2014). Normalmente combinam a avaliacio de dois aspectos
separados da diversidade: riqueza e uniformidade.

Diversas abordagens estatisticas foram desenvolvidas para comparar e estimar a
riqueza de espécies a partir de amostras de macroorganismos, e algumas foram convertidas para os
estudos de diversidade de microrganismos, como, por exemplo, a rarefacdo, e os diferentes
estimadores de riqueza (extrapolagdo de curvas de acumulagdo, estimadores paramétricos € nao
paramétricos). Os estimadores ndo paramétricos mostram uma promessa particular para dados
microbianos e, em alguns habitats, podem exigir tamanhos de amostra de apenas 200 a 1.000 clones
para detectar diferencas de riqueza de apenas dezenas de espécies (HUGHES, 2001).

A Riqueza (S) (WHITTAKER, 1972) ¢ a métrica mais simples usada para representar
a diversidade, e ¢ a mais sensivel as espécies raras (MORRIS et al, 2014). Refere-se ao nimero de
diferentes espécies presentes. Quanto maior o nimero de tipos, mais diversificada ¢ a amostra em
termos de riqueza. Por outro lado, a uniformidade se refere a porcentagem relativa distribuida entre
os diferentes tipos analisados (ex. Espécies). Quanto mais equitativa for essa distribuicdo, mais

diversa sera a amostra em termos de uniformidade (NAGENDRA, 2002).
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Para estimar a riqueza (S) utilizamos a abordagem nao paramétrica de Chaol (CHAO,
1984), que ¢ definida pela seguinte formula:

Schaot = Sobs + N1%/2n2

Onde Sobs € 0 nimero de espécies observadas, ni ¢ o nimero de espécies capturadas
apenas uma vez, € nz ¢ o numero de espécies capturadas duas vezes. Este indice ¢ util para conjunto
de dados inclinados a baixa abundancia, como o caso dos microorganismos (HUGHES, 2001;
CHAO, 1984).

Em uma comunidade muito diversa, a probabilidade de que uma espécie seja observada
mais de uma vez sera baixa, e a maioria das espécies serd representada apenas por um individuo
em uma amostra. Em uma comunidade empobrecida, a probabilidade de que uma espécie seja
observada mais de uma vez serd maior, e muitas espécies serdo observadas varias vezes em uma
amostra (HUGHES, 2001).

A abundancia de espécies também ¢ importante para a diversidade, e a abundancia
proporcional das espécies pode ser incorporada em indices que representam a diversidade, como ¢
o caso da dominancia. O mais simples desses indices foi proposto por Berger e Parker (1970), e
representa a propor¢do maxima de qualquer espécie em uma amostra. A dominancia ¢ um indice
que utiliza a proporcionalidade para definir a diversidade. Tem uma rela¢do analitica com a série
geométrica do modelo de abundancia de espécies, e relata a abundancia proporcional apenas das
espécies mais abundantes na populacdo (MORRIS et al, 2014).

Alguns indices compostos combinam medidas de riqueza e abundancia. Em primeiro
lugar estdo os indices de diversidade de Shannon (H), cujos valores variam em teoria de 0 a infinito,
e de diversidade de Simpson (D1), que produz valores de 0 a 1. Estes indices diferem em sua

fundamentagao tedrica e interpretacdo (MORRIS et al, 2014; KIM, 2017).

Diversidade de Shannon (H) é representado pela férmula:

_S'Pi In(Pi)

Diversidade de Simpson (D1) ¢ representado pela formula:

13 Pi2
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A Diversidade de Shannon (H) tem seus fundamentos na teoria da informacdo e
representa a incerteza sobre a identidade de um individuo desconhecido. Em um sistema altamente
diverso (e uniformemente distribuido), um individuo desconhecido poderia pertencer a qualquer
espécie, levando a uma grande incerteza nas previsdes de sua identidade. Em um sistema menos
diverso, dominado por uma ou algumas espécies, ¢ mais facil prever a identidade de individuos
desconhecidos e ha menos incerteza no sistema. Esta ldgica ¢ muito utilizada na literatura
ecoldgica, apesar de sua conceituacdo abstrata (SHANNON, 1948; MORRIS et al, 2014; KIM,
2017). Quanto a sensibilidade deste indice, ha contradi¢des na literatura. Nagendra (2002) afirma
que o indice de Shannon enfatiza o componente de riqueza e tem maior sensibilidade a tipos raros
(espécies mais raras) e, portanto, pode receber maior importancia durante a interpretacdo quando
este for o objetivo pretendido. J& Morris et al. (2014) refere que a Diversidade Shannon ¢
igualmente sensivel a espécies raras e abundantes, sendo que a sensibilidade a espécies raras
aumenta com a diminuicdo de 1, e a sensibilidade a espécies abundantes aumenta com o aumento
de 1.

A Diversidade Simpson (D1) representa a probabilidade de que dois individuos
escolhidos aleatoriamente pertencam a espécies diferentes (SIMPSON, 1949; NAGENDRA,
2002).

Ha ainda a Dominancia de Simpson (InvSimpson) que est4 estreitamente relacionada
a D1, sendo o inverso do indice original de Simpson. Ambas as transformagdes servem para fazer
o indice aumentar a medida que a diversidade aumenta intuitivamente, e, embora ambas sejam
usadas, D2 ¢ mais comum (MORRIS et al., 2014). Os indices de Simpson conferem maior énfase
ao componente de uniformidade (mudangas na abundancia proporcional) e aos tipos de cobertura
dominantes (espécies mais comuns, abundantes). Quando apenas o dominante ¢ de interesse, o

indice de diversidade de Simpson pode ser preferido (NAGENDRA, 2002).

Dominancia de Simpson (D2) ¢ representada pela formula:

1/ Pi2

A Uniformidade representa o grau em que os individuos sdo divididos entre as espécies,
sendo que os valores baixos indicam que uma ou algumas espécies dominam, e valores altos

indicam que niimeros relativamente iguais de individuos pertencem a cada espécie (MORRIS et al,
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2014). A maioria dos indices de diversidade, portanto, tem um indice de uniformidade andlogo. O
indice de uniformidade de Shannon se refere ao valor observado da diversidade de Shannon
dividido pela diversidade maxima possivel para um local com o mesmo numero de tipos. Da mesma
forma, o indice de uniformidade de Simpson se refere ao valor observado da diversidade de
Simpson dividido pela diversidade maxima possivel para um local, dada a mesma riqueza de tipo
de interesse. A medida que esses indices se aproximam de 1, a paisagem se aproxima da
uniformidade perfeita, ou seja, uma distribuicdo perfeitamente igual da terra entre os tipos de
cobertura (NAGENDRA, 2002).

A uniformidade ndo ¢ calculada de forma independente, mas sim derivada de medidas
de diversidade compostas, como H, D1 e D2, uma vez que contém componentes de riqueza e
uniformidade. A Uniformidade de Simpson (E) calculada a partir de D2, é matematicamente
independente de D1 (MORRIS et al, 2014).

Se estabelecermos um ‘continuum’ entre os indices para estabelecer a sensibilidade
quanto a identificacdo de espécies raras até mais abundantes, podemos colocar S, H, D1, D2,
Dominancia de Berger-Parker e E, respectivamente. Se se espera que os efeitos sejam mais
aparentes em espécies/caracteristica dominante, entdo S seria apropriado. No entanto, se as
espécies/caracteristicas dominantes sdo esperadas para serem mais importantes, entdo D1, D2 e BP
seriam mais apropriados. H pode ser usado em situacdes em que se espera que
espécies/caracteristicas raras e abundantes sejam igualmente importantes. A comparacao de alguns
indices cuidadosamente escolhidos pode aumentar muito a compreensdo dos componentes
complexos que impulsionam a diversidade (MORRIS et al, 2014).

Para avaliar o microbioma alguns aspectos taxondmicos da biodiversidade, incluindo
riqueza de espécies (S), similaridade em abundancia entre as espécies (uniformidade),
concentragdo de numeros de individuos em uma assembléia entre espécies de abundancia
relativamente baixa (raridade), e nimero de individuos pertencentes as espécies mais abundantes
(dominancia absoluta) sdo fundamentais (LOCEY; LENNON, 2016).

A diferenca entre dois perfis de composicdo microbiana pode ser motivada pela
mudanca na riqueza de espécies, uniformidade ou uma combinacdo das duas. Riqueza e
uniformidade sdo os dois principais fatores que descrevem a diversidade de espécies em
comunidades microbianas. Cada uma dessas medidas aborda um aspecto diferente da ecologia da

comunidade; assim, ao considera-los juntos, uma imagem muito mais perspicaz da estrutura da
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comunidade ¢ fornecida. Riqueza e uniformidade aumentadas sdo frequentemente associadas a
ecossistemas mais estaveis e estabelecidos por mais tempo. Tais ecossistemas tendem a ser
resistentes as pressdes ambientais, como dieta, uso de antibidticos e invasdo de patogenos (TANG
et al, 2016).

As andlises do microbioma s3o muito propensas a ma interpretacao. Por exemplo, ¢
impossivel inferir o crescimento ou a decomposi¢ao de microorganismos puramente com base em
dados de abundancia relativa, porque o crescimento de uma espécie também poderia ser explicado
pelo declinio de todas as outras espécies (GILBERT et al., 2016).

A detecgao consistente de muitos grupos raros, na maioria das assembleias microbianas
pode ter implicagdes fundamentais e praticas significativas, e sugere que eles tém um papel a
desempenhar na dindmica da comunidade microbiana. Eles podem realizar fungdes fisioldgicas
fundamentais, manter fungdes no nivel da comunidade em face das mudangas ambientais ou servir
como reservatorio de recursos genéticos que podem fornecer material novo para a comunidade,
conforme necessario. Em geral, sequenciamento mais intensivo ou "profundo" do que ¢ tipico de
andlise de comunidade microbiana, e amostragem repetida ao longo do tempo, provavelmente,
serdo necessarios para uma melhor captura dinamica da comunidade e para explorar a estabilidade
temporal da rara biosfera (REID; BUCKLEY, 2011; LOCEY; LENNON, 2016). A detec¢ao dos
grupos raros ¢ subdividida em trés niveis: aqueles que ndo fazem parte do microbioma central, os

que possuem baixa abundancia (0,2/100) e aqueles que sdo raros (0,1/100) (LAHTI et al., 2017).

DIVERSIDADE BETA

As analises de beta-diversidade foram realizadas utilizando o indice de dissimilaridade
de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957). A distancia de Bray-Curtis ¢ definida como a diferenga
da abundancia dividida pela abundancia total contribuida por ambas as amostras (TANG et al.,
2016). A diversidade beta mede quao diferentes dois vetores de composi¢do sdo em geral, em vez
de em relacdo a um unico tdxon. Para “n” casos e “m” ndo casos, calcula-se a matriz simétrica (n
+m) x (n + m) cujos elementos fora da diagonal sdo as dissimilaridades de pares entre as amostras
do microbioma (GAIL; WAN; SHI, 2021).

Embora os métodos baseados na distdncia fornecam ferramentas poderosas para

descobrir associacdes entre a composicao do microbioma e as covariancias, eles sofrem de duas
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limitagdes principais. Em primeiro lugar, os testes baseados em distincia, existentes, ndo podem
lidar com fatores de confusdo, que sdo definidos como varidveis correlacionadas com as
covaridveis de interesse e a composi¢cdo do microbioma. Estender esses métodos para acomodar
resultados e desenhos de estudo mais sofisticados na presenca de fatores de confusdo ¢ um desafio.
Tratar fatores de confusdo como covariaveis, ou omitir os fatores de confusido no teste baseado em
distancia, distorce a verdadeira associacdo. Consequentemente, a capacidade de modelar e ajustar
adequadamente os fatores de confusdo torna-se extremamente importante. Em segundo lugar, os
testes baseados em distancia existentes ndo podem incorporar simultaneamente varias distancias.
Como a biologia subjacente ¢ desconhecida a priori, a distdncia selecionada é provavelmente
subotima e pode ndo render um bom poder estatistico. Pesquisar distancias multiplas e relatar
aquele que produz o menor valor P ¢ muito liberal,o e produz descobertas falsas em excesso, a
menos que ajustes sejam feitos para comparacdes multiplas. Por outro lado, os ajustes para
comparagdes multiplas podem resultar em baixa poténcia, quando um numero excessivo de
distancias ¢ testado. Portanto, ¢ altamente desejavel ter um teste unificado que combine varias
distancias (TANG et al, 2016).

Para ver se as dissimilaridades entre os grupos sdo significativamente maiores do que
as dissimilaridades dentro dos grupos, uma andlise de variancia multivariada permutacional

(PERMANOVA) pode ser realizada (GAIL; WAN; SHI, 2021).

INDICE DE SAUDE DO MICROBIOMA INTESTINAL (GMHI)

Um desafio adicional ao gerenciamento de ecossistemas ¢ identificar as caracteristicas
dentro deste que sdo “benéficas” e, portanto, escolhidas para a conservagdo. Uma estratégia usada
por ecologistas ¢ avaliar os “servigos” fornecidos pelo ecossistema. Os servigos ecossistémicos,
popularizados na Avaliacdo Ecossistémica do Milénio, permitem que valor seja atribuido a
diferentes componentes do mesmo. Por exemplo, se um lago fornece agua potavel e recreagdo
(natagdo, pesca), a polui¢do desse lago colocaria esses servicos em risco. Da mesma forma,
podemos considerar os servigos ecossistémicos fornecidos pela microbiota intestinal. No entanto,
determinar se um servigo ecossistémico da microbiota ¢ benéfico torna-se dificil o suficiente, por
si s0. E estabelecer se esse beneficio ¢ universal ou especifico para uma subpopulacdo de pessoas

ou mesmo apenas um individuo, um periodo de desenvolvimento da vida, ou durante uma doenga
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ou a reproducdo aumenta a complexidade. Podemos citar como exemplo a extracdo de calorias,
que se mostrava um importante servigo da microbiota, prestado no mundo pré-industrializado, mas
que, ao comer alimentos modernos e ricos em calorias, esse servigo se torna menos importante
(SONNENBURG; SONNENBURG, 2019).

Desenvolvido por Gupta et al. (2020), especificamente para estudos de microbioma
intestinal humano, o Indice de Saude do Microbioma Intestinal (GMHI, do inglés Gut Microbiome
Health Index) ¢ robusto para avaliar o estado de satde (grau de presenga/auséncia de doenca
diagnosticada) com base no perfil taxondmico em nivel de espécie, a partir de uma amostra de
fezes processada por metagenoma de espingarda (Whole Genome.Shotgun).

O GMHI ¢ uma férmula matematica biologicamente interpretdvel para prever a
probabilidade de doenca, independentemente do diagndstico clinico. Por meio de um estudo
multiplo, com andlise integrativa de 4347 metagenomas de fezes humanas, de 34 estudos
publicados em condi¢des saudaveis, e 12 diferentes condigdes ndo saudaveis (doenca ou peso
corporal anormal), conseguiram identificar espécies que sdo mais frequentemente observadas em
grupos saudaveis em comparacdo com os ndo saudaveis, e ajustaram os parametros para uma
formula pré-definida para classificagdo. Foram consideradas “presentes” as espécies até a
abundancia relativa de 1,0 x 10-5.

Identificaram 50 espécies com estas relagdes, sendo 7 como indicadoras de satde e 43
como de escassez de saude. As espécies indicadoras de saude foram Alistipes senegalensis,
Bacteroidales bacterium-ph8, Bifidobacterium adolescentes, Bifidobacterium angulatum,
Bifidobacterium catenulatum, Lachnospiraceae bacterium-8-1-57FAA e Suterella wadsworthensis.
Os valores do indice GMHI podem variar de -6 até 6, sendo que valores mais altos estdo fortemente
associados as amostras saudaveis utilizadas no estudo, € os valores menores associados as amostras
de individuos com condi¢des de auséncia de satde.

Gupta e seus et al. (2020) afirmam que o GMHI distingue melhor os grupos saudaveis de ndo
saudaveis do que os indices ecologicos (por exemplo, diversidade e riqueza de Shannon)

geralmente considerados como marcadores de satde intestinal e disbiose
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