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RESUMO

A obesidade, nos dias atuais, € considerada uma pandemia, acometendo pessoas de
todas as idades, sexo e etnia. E uma doenca que cursa com um estado inflamatério cronico de
baixo grau. Sua causa é multifatorial e estd associada a complicacOes metabdlicas de alta
morbimortalidade que geram elevados custos ao sistema de saide. A microbiota intestinal
humana (MIH) possui grande importincia no desenvolvimento ndo s6 da func¢ao intestinal, mas
de outros sistemas corporais. Estudos recentes t€ém associados a MIH ao desenvolvimento e
manutencdo da obesidade envolvendo varios mecanismos distintos. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a comunidade bacteriana intestinal, comparativamente entre individuos
eutroficos, com sobrepeso e obesos, a partir de banco de DNA metagendmico fecal, por técnica
de sequenciamento de nova geragao, e correlacionar, através da anélise de correlacdo linear de
Pearson, o perfil microbiano, os dados nutricionais, laboratoriais e antropométricos
previamente analisados. Foram avaliados 72 individuos classificados em eutréficos (n=22),
com sobrepeso (n=23) e obesos (n=21), de acordo com o IMC. A analise de rarefacdo e o indice
chao-1 mostrou que individuos obesos possuem menor riqueza de espécies comparado aos
outros dois grupos estudados, porém nio foi evidenciado diferenca na composi¢do taxondmica
entre os grupos. Diferente da maioria dos estudos, ndo encontramos diferenca estatistica na
abundancia dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, nem na relacao Firmicutes/Bacteroidetes,
Apenas no filo Verrucomicrobia foi evidenciado uma diferenca estatistica significativa entre
eutréficos e obesos, sendo a abundancia desse filo no grupo com sobrepeso estatisticamente
igual aos dois grupos. Em relag@o aos géneros os grupos de eutroficos e obesos se diferenciaram
em relacdo aos géneros Prevotella (P = 0,0228), Prevotella 1 (P= 0,0291), Prevotella 9 (P=
0,0178), Alistipes (P = 0,0030) e Rumicococaceae;Other (P = <0,0001) e Akkermansia (p =
0,0188), sendo o grupo com sobrepeso semelhante aos dois grupos. Entre Sobrepesos e obesos
foi encontrado diferenca estatistica entre Alistipes (P = 0,0030), Rumicococaceae, Others (P =
<0,0001) e Fecalibacterium (P= 0,0296). Entre os grupos eutr6fico e com sobrepeso ndo foi
encontrada nenhuma diferenca. A microbiota core do grupo eutr6fico apresentou um nimero
consideravelmente maior de OTU’s - 188 no total em relagdo ao grupo com sobrepeso que
apresentou 83 OTU’s e ao grupo de obesos, que por sua vez apresentou apenas 53 OTU’s
comuns ao grupo, evidenciando novamente, maior riqueza nos dois primeiros grupos em
relacdo aos obesos. A andlise de correlacdo mostrou correlacdo negativa forte ou muito forte

entre Firmicutes e Bacteroidetes nos trés grupos estudados, sugerindo que o aumento na



abundancia de um deles torna o ambiente intestinal desfavoravel para o outro. Em relagdo as
correlagdes especificamente entre os metadados e os principais filos bacterianos, ndo houve
nenhuma correlagdo estatistica significativa. Concluimos que a microbiota intestinal do grupo
obeso possui menor riqueza comparada aos outros dois grupos, além de uma estrutura
bacteriana claramente distinta em relacdo a grupos taxondmicos especificos € uma microbiota
core menos diversa. Individuos com sobrepeso comportam-se de maneira altamente

heterogénea apresentando uma estrutura de microbiota intestinal intermediaria.

Palavras Chaves: Obesidade; Microbiota intestinal; biblioteca gendmica 16S rRNA



ABSTRACT

Obesity today is considered a pandemic affecting people of all ages, sex and race. It is a disease
that curves with a chronic inflammatory state of low degree. Its cause is multifactorial and is
associated with metabolic complications of high morbidity and mortality that generate high
costs to the health system. The human intestinal microbiota (HIM) has great importance in the
development of intestinal function. Recent studies have associated HIM with the development
and maintenance of obesity involving several distinct mechanisms. The objective of the present
study was to evaluate the intestinal bacterial diversity comparatively between eutrophic,
overweight and obese individuals, from a database of fecal metagenomic DNA, using a new
generation sequencing technique; to correlate the microbial profile with the nutritional,
laboratory and anthropometric data previously analyzed. We evaluated 72 individuals
classified as eutrophic (n=22), overweight (n=23) and obese (n=21) according to BMI. The
rarefaction analysis and the chao-1 index showed that obese individuals have lower species
richness compared to the other two groups studied, but no difference in taxonomic composition
between the groups was evidenced. Unlike most studies, no statistical difference was found in
the abundance of the phylos Firmicutes and Bacteroidetes, nor in the Firmicutes/ Bacteroidetes
ratio. A statistically significant difference was found in the phylum Verrucomicrobia between
eutrophic and obese. Regarding bacterial genera, the groups of eutrophic and obese individuals
differed in relation to the Prevotella (p = 0.0228), Prevotella 1 (p = 0.0291), Prevotella 9 (p =
0.0178), Alistipes (p = 0.0030), Rumicococaceae; Other (p = <0.0001) and Akkermansia (p =
0.0188), the overweight group being similar to the two groups. Between overweight and obese,
a statistical difference was found between Alistipes (p = 0.0030), Rumicococaceae; Others (p
=<0.0001) and Fecalibacterium (p = 0.0296). No difference was found between eutrophic and
overweight groups. The core microbiota of the eutrophic group showed a considerably higher
number of OTU's - 188 in total in relation to the overweight group that presented 83 OTU's and
the obese group, which in turn presented only 53 OTU's common to the group, again showing
greater wealth in the first two groups in relation to the obese. The correlation analysis showed
a strong or very strong negative correlation between Firmicutes and Bacteroidetes in the three
groups studied, suggesting that the increase in the abundance of one of them makes the intestinal
environment unfavorable for the other. Regarding the correlations specifically between
metadata and the main bacterial phyla, there was no statistically significant correlation. We

concluded that the intestinal microbiota of the obese group has less richness compared to the



other two groups, in addition to presenting distinct bacterial structure in relation to specific
taxonomic groups and a less diverse core microbiota. Overweight individuals behave in a highly

heterogeneous manner with an intermediate intestinal microbiota structure.

Keywords: Obesity; Intestinal microbiota; genome library 16S rRN
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A obesidade ¢ um problema de satide publica altamente relevante devido a sua
prevaléncia, distribui¢do mundial e associacdo com outras doengas, como diabetes e sindrome
metabolica, hipertensdo, doencas cardiovasculares, dislipidemias, aterosclerose e algumas outras
formas de cancer. A doenca € definida, ainda, como de incidéncia crescente, sendo determinada
pela associacdo de vdrios fatores: organicos, genéticos, ambientais, culturais, alimentares e
emocionais. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, € caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura, que atinge diferentes niveis de severidade, podendo afetar a saide do
individuo de vérias maneiras. Seu diagnoéstico € feito através da determinacio do indice de massa
corporal (IMC), sendo os individuos eutroficos caracterizados por um valor de IMC de 18,5 a 24,9,
os com sobrepeso, IMC de 25 a 29,9 e os obesos a partir de 30.

O Ministério da Satde divulgou uma pesquisa apontando que a obesidade cresceu 60%
em dez anos (de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016), e mais da metade (53,8%) da populacao
brasileira apresenta obesidade ou sobrepeso. O levantamento € da Vigitel (Vigilancia de Fatores
de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico) e os dados foram
coletados em 26 capitais brasileiras e no Distrito Federal no ano de 2016 na populac¢do acima
de 18 anos de idade.

Estudos cientificos abordando o microbioma humano foram introduzidos como um
novo conceito microbiolégico nos ultimos anos, e € caracterizado pela avaliacdo de varios
aspectos da comunidade microbiana (genes, padroes de expressdo, bem como seu papel
ecologico) que habita o corpo humano (bactérias, fungos, arqueias e virus). Estima-se que o
microbioma humano albergue cerca de 150 vezes mais genes do que o proprio genoma humano.

Como componente do microbioma humano, a microbiota intestinal é constituida por
uma grande quantidade de microrganismos distribuidos de maneira ndo homogénea, de acordo
com as caracteristicas de cada porc¢do intestinal, sendo o colén a parte que contém o maior
nimero de microrganismos devido, principalmente, a grande quantidade de nutrientes ali
disponiveis, auséncia de secre¢des intestinais e ao peristaltismo lento caracteristico do local. A
enorme quantidade e diversidade de microrganismos presentes no trato intestinal contribuem
com diversas fungdes, como: fun¢do imunomoduladora, contribuindo para a maturagao local e
sist€émica da resposta imune e geracdo de uma imunotelorancia; metabolismo de drogas;
favorecimento do desenvolvimento de microvilosidades e importantes fungdes metabolicas.

Estudos recentes demonstraram o envolvimento da microbiota intestinal na regulacao

energética, assim como no processo inflamatério, sendo, portanto, a microbiota, um fator
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intermedidrio entre os fatores ambiental e comportamental relacionados a fisiopatologia da
obesidade. Estes estudos, utilizando modelos humanos e animais t€m sugerido que a
composi¢ao da microbiota intestinal é diferenciada em individuos obesos e eutr6ficos.
Entretanto, trabalhos avaliando a microbiota de individuos com sobrepeso ainda sdo pouco
abordados. E importante ressaltar, também, que esses dados requerem atengdo em funcdo da
variacdo regional e social dos individuos, que pode refletir diferencas na comunidade
microbiana. Dessa maneira, para estudos de microbiota, é essencial a utilizacdo de metadados
que abrangem varidveis que incluam observacdes intrinsecas do individuo, além da simples
descricdo de peso e IMC, como dados sociodemograficos e clinico-epidemioldgicos
(regionalismos), e outros fatores endégenos dos hospedeiros.

A participacgdo das bactérias na composicao da microbiota humana é bem estabelecida,
sendo conhecidas as principais espécies bacterianas em alguns sitios anatdmicos, como pele,
cavidade oral, trato geniturindrio e trato gastrintestinal. Varios fatores como idade, estilo de
vida e alimentagdo influenciam a composi¢dao da microbiota intestinal. Estudos sugerem que a
microbiota pode influenciar a homeostase energética do hospedeiro por varios mecanismos,
porém, estudos adicionais, de carater regional ainda sdo necessarios para uma compreensao
mais detalhada da relacdo entre a composi¢cdo da microbiota intestinal e os variados fen6tipos
metabodlicos (eutroficos, obesos e com sobrepeso), e de como uma modulagdo destes
microrganismos poderia ser benéfica para alteracdo destes fendtipos.

Em estudos prévios do nosso grupo, investigou-se a diversidade bacteriana intestinal
e parametros nutricionais de individuos obesos, com sobrepeso e eutroficos da cidade de Juiz
de Fora por técnicas moleculares (hibridizacao fluorescente in situ - FISH e Eletroforese em
Gel com Gradiente Desnaturante-DGGE). Os resultados mostraram que a razao
Firmicutes/Bacteroidetes encontra-se aumentada nos obesos em relagdo aos eutréficos,
sugerindo um aumento relativo da propor¢do de Firmicutes nesses individuos. De acordo com
a literatura, a alterag@o da distribui¢do bacteriana e na relacdo Firmicutes/Bacteroidetes poderia
contribuir para uma maior biodisponibilidade de geracdo de acidos graxos de cadeia curta no
ecossistema intestinal, que por sua vez resultaria em um superavit energético para o hospedeiro,
a partir da absorc¢do intestinal dos produtos de metabolismo destas moléculas, além dos efeitos
colaterais prejudiciais da sua ocorréncia em quantidades aumentadas (aumento da lipogénese).
Os resultados da FISH mostraram, também, que a microbiota dos individuos com sobrepeso
estd em um processo de transi¢do, indo ao encontro da microbiota de pessoas obesas. De acordo

com os dados de DGGE, houve a forma¢do de um agrupamento de individuos obesos e com
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sobrepeso, sugerindo uma sobreposicdo no perfil de unidades taxonOmicas operacionais
(OTUs) predominantes entre esses individuos.

Os resultados encontrados sugeriram que a microbiota de individuos obesos poderia
ser caracteristica, de acordo com a tendéncia observada na literatura, considerando outras
populacdes com diferentes hébitos nutricionais e de comportamento. Porém, as técnicas
utilizadas apresentam limitacdes consideraveis. A metodologia de FISH tem como limitante a
cobertura das sondas utilizadas, enquanto o PCR-DGGE nio permite a identificacdo de quais
grupos taxondmicos compdem a microbiota intestinal. Dado as limitagdes dessas técnicas
independentes de cultivo e a complexidade do ecossistema intestinal, a metagendmica se tornou
uma importante ferramenta para o estudo da microbiota intestinal. A metagendmica consiste no
sequenciamento de todos os organismos de um determinado ambiente. Essa metodologia foi
impulsionada com o surgimento das plataformas de sequenciamento de nova geracdo e a
consequente reducao dos custos de sequenciamento.

Do exposto, dando sequéncia a linha de pesquisa microbiota e obesidade cujas metas
sdo investigar aspectos da estrutura da microbiota intestinal humana e sua relagdo com a
obesidade, € proposto esse projeto cujo aprofundamento se da pela abordagem metataxondmica
da microbiota intestinal representativa a partir de espécimes fecais de individuos eutréficos,

com sobre peso e obesos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade

A obesidade ¢ uma doenca cronica ndo transmissivel, caracterizada pelo acumulo
anormal de tecido adiposo como consequéncia de um desequilibro entre a ingesta e o gasto de
energia. O excesso de energia ingerido € armazenado no tecido adiposo com consequente
aumento da adiposidade (BREHM; D’ALESSIO, 2014). Atinge todas as faixas etarias, géneros
e etnias, sendo considerada, nos dias atuais, uma pandemia. Clinicamente a obesidade € definida
pelo indice de massa corporal (IMC), calculado pela divisdo do peso em quilogramas pela altura
em metros quadrados, e cujos valores sdo baseados em estudos de morbidade e mortalidade em
individuos caucasianos (LAGHI, 2018).

De acordo com o IMC, os individuos sdo classificados em: (i) abaixo do peso, IMC <
18,5; (i1) eutrofico, IMC entre 18,5 e 24,9; (ii1) sobrepeso, IMC entre 25 e 29,9; (iv) obesidade
grau I, IMC entre 30 e 34,9; (v) obesidade grau II, IMC entre 35,0 e 39,9; (vi) obesidade grau
M1, IMC > 40 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000)

O IMC € o método diagndstico preconizado pela Organizacdo Mundial da Sadde
(OMYS) pelo baixo custo e por ser pouco invasivo, porém nao difere a composicao entre tecido
adiposo visceral e periférico (LAGHI, 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION., 2000).
Dessa forma a combina¢do com dados antropométricos, como a medida de circunferéncia da
cintura, uma abordagem pratica para analisar a presenca de gordura visceral, faz-se necessario
(KLEIN et al., 2007; ZHU et al., 2002). A gordura abdominal € clinicamente definida com
valores de circunferéncia da cintura igual ou superior a 102 cm nos homens e 88 cm ou mais
nas mulheres (LAGHI, 2018).

As causas da obesidade sdo multifatoriais, estando envolvidos fatores ambientais,
genéticos, hormonais e comportamentais que se somam para gerar o fendtipo obeso
(PRENTICE, 2006). Dentre os principais fatores ambientais implicados no processo de
obesidade temos a alimentacdo desbalanceada e a inatividade fisicas. Nas ultimas décadas
alimentos altamente energéticos ficaram disponiveis em grande quantidade para a populacio
do planeta. Juntamente com o aumento dessa disponibilidade de alimentos ricos em calorias
vazias houve um aumento da prevaléncia da obesidade no mundo, sugerindo que, um aumento
no consumo de alguns alimentos especificos ou determinados nutrientes, principalmente os

macronutrientes como carboidratos, proteinas e gorduras, acompanham o aumento do processo
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de obesidade (BREHM; D’ALESSIO, 2014; HILL; PETERS, 1998). Por outro lado, com a
maior disponibilidade de tecnologias como, automacdo de processos, uso de transportes
motorizados, dentre outros, contribuiu para um estilo sedentario tipico da populacio ocidental,
no qual a inatividade fisica constitui um sério problema de saide publica, uma vez que esta
associada com um aumento no desenvolvimento de certas doencas crdonicas de alta
morbimortalidade (BREHM; D’ALESSIO, 2014; COHEN-COLE; FLETCHER, 1992).

A obesidade e comorbidades associadas a ela implicam em uma diminuicdo da
qualidade e expectativa de vida dos individuos, podendo levar a uma reducao significativa nos
anos vividos, dependendo do grau de obesidade apresentado (FONTAINE; BAROFSKY, 2001)

No Brasil, a obesidade cresceu 46% em dez anos. Dados mais recentes mostram que
20,3% da populacdo brasileira encontram-se obesa, ndo havendo diferenca entre os sexos, e
55,4% da populagdo apresenta sobrepeso, sendo a condi¢cdo de sobrepeso um pouco maior entre
os homens (57,1%) do que entre as mulheres (53,9%) (BRASIL, 2019). Esse aumento nos casos
gera um gasto substancial para pais. Estima-se que de 9,1% dos gastos com a satide no mundo
sdo devidos as doencas relacionadas a obesidade. Pessoas obesas e com sobrepeso podem gerar
um gasto com saude de 6% a 45% maior do que pessoas eutroficas (WITHROW; ALTER,
2011). Segundo BAHIA; ARAUJO, 2014, o sistema tnico de Sadde gasta cerca de R$ 3,6
bilhdes por ano com o tratamento dessas doencas, sendo R$ 2,4 bilhdes com tratamento

hospitalar e R$ 1,2 bilhdes com tratamento ambulatorial.

2.2. OBESIDADE E INFLAMACAO

A obesidade é considerada uma doencga inflamatéria, sendo caracterizada por uma
inflamacdo cronica de baixo grau no tecido adiposo branco (TAB), que pode ser evidenciada
pela elevaciao dos marcadores e citocinas inflamatdrias nesses individuos, além da presenca de
macréfagos pré-inflamatorios infiltrados no TAB, causada, principalmente, pela hipertrofia e
hiperplasia do tecido (CANCELLO; CLE, 2006; SUN et al., 2011).

A hipertrofia dos adipdcitos leva a uma compressao dos vasos sanguineos, impedindo
o suprimento adequado de oxigénio levando a hipoxia e morte de alguns adipdcitos o que
desencadeia uma resposta inflamatdria e a expressao de genes prd-inflamatérios, através da
ativacdo das vias do fator de transcri¢do nuclear NFkB (FRONT et al., 2003; SCHENK et al.,
2008).

A elevacdo dos marcadores inflamatérios em individuos obesos seria uma

consequéncia da producao destes pelos proprios adipdcitos, uma vez que a adipogénese implica
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na diferenciacdo de pré-adipocitos em adipdcitos maduros, os quais secretam adipocinas que
podem ter efeitos autdcrinos, paracrinos e endocrinos (SCHO; SALZBERGER, 2007; SUN et
al., 2011).

Todo esse processo leva a um tecido adiposo disfuncional que apresenta mudancas na
sua composicdo celular ocorrendo um aumento na secre¢do de citocinas quimiotaticas como
MCP-1 e IL-8 que irdo recrutar macréfagos pro-inflamatérios, que por sua vez, produzirdo mais
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6, importantes no desenvolvimento de resisténcia
insulinica (PATTL; KAHN, 1998 SUGANAMI; OGAWA, 2010).

Existem outros fatores que podem desencadear o processo inflamatério no tecido
adiposo na condicdo de sobrecarga nutricional como a ativagdo dos receptores tipo Toll 4
(POULAIN-GODEFROY et al., 2010). A ativagdo dos receptores TLR4 por 4cidos graxos
ativam quinases e fatores transcricionais intracelulares responsaveis pela imunidade inata com
consequente liberagdo de quimiocinas e citocinas (HWANG, 2001).

Adipocinas como a leptina, adiponectina e resistina também estdo implicadas no
processo inflamatorio da obesidade (ADAMCZAK; WIECEK, 2013). A leptina é o hormoénio
responsavel pela regulacdo do nivel de energia, consumo de alimentos e mediadores
inflamatérios. Devido ao aumento na massa de adipdcitos, individuos obesos possuem altas
concentracdes de leptina na corrente sanguinea, porém estes possuem uma resisténcia periférica
ao hormodnio que perde, dessa forma, seus efeitos benéficos, passando a comprometer a saide
do individuo (SCHUSTER, 2010).

A resistina induz a expressdo de moléculas de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) e
a molécula de adesdo intercelular-1 ICAM-1), além de citocinas como TNF-a e IL-6 (QI ez al.,
2008).

A adiponectina, por sua vez, possui poder protetor por possuir propriedade anti-
inflamatoria que ocorre através da supressao do fator nuclear kappa B (NFkB) em macréfagos
e mondcitos. A supressio do NFkB suspende processos induzidos pelo TNF-a
(inflamacdo/adesdo de mondcitos). No entanto, niveis reduzidos sdo encontrados na maioria

dos estados de obesidade (KADOWAKI; YAMAUCHI, 2005; LORENZO; FERNA, 2008).
2.3. MICROBIOTA INTESTINAL
O trato gastrointestinal (TG) € o sitio mais densamente povoado por microrganismos

no corpo humano. H4 uma estimativa que o contetido luminal contenha aproximadamente 10"

células bacterianas e arqueias por grama de conteido luminal, além de fungos, virus e
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protozoarios. Estes microrganismos apresentam uma relacdo de anfibiose com o hospedeiro
(ARUMUGAM et al., 2011).

As bactérias presentes nesse sitio pertencem, provavelmente, a mais de 1800 géneros
e de 15000 a 36000 espécies, distribuidas em mais de 50 filos diferentes, de maneira nao
homogénea, de acordo com as caracteristicas de cada porc¢do intestinal, sendo o colén a parte
que contém a maior quantidade de microrganismos, devido ao grande aporte de nutrientes,
auséncia de secrecoes, pequeno nimero de placas de peyer e peristaltismo lento (SEKIROV et
al., 2010; WALTER; LEY, 2011).

Bactérias anaer6bias dominam a composi¢ao da MIH em uma ordem de magnitude até
trés vezes superior aos aerdbios facultativos e aerdbios, sendo a grande maioria ndo cultivaveis
fora do ambiente intestinal (SEKIROV et al., 2010).

Em individuos saudéveis os filos Firmicutes e Bacteroidetes representam mais de 90%
do total de bactérias, seguido por Actinobacteria, Proteobacteria, Synergistetes,
Verrucomicrobia, Fusobacteria e Euryarchaeota, representando um pequeno percentual da
nossa microbiota (ARUMUGAM et al., 2011; QIN et al., 2010; TAGLIABUE; ELLI, 2013).

A composicdo da MIH ¢€ distinta entre os individuos, sendo em parte definida por
fatores intrinsecos ao sujeito como a genética, e em outra parte determinada por caracteristicas
ambientais e individuais como o modo de nascimento, idade e habitos alimentares (DAVE et
al., 2012; HMP, 2012).

Acreditava-se que no utero os fetos seriam estéreis, mudando sua condi¢do logo ao
nascer, porém estudos recentes demonstraram que a placenta abriga um microbioma restrito,
porém, metabolicamente rico, composto principalmente pelos filos Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria e Fusobacteria (AAGAARD, 2014). A presenga de bactérias na placenta de
individuos saudaveis (AAGAARD, 2014), no cordao umbilical (JIMONEZ et al., 2005) e no
meconio (GOSALBES; LLOP; VALL, 2012), sugere que o contato do feto com
microrganismos € um fendmeno fisioldgico, porém a importancia desse fendmeno para o
desenvolvimento da microbiota intestinal da crianga precisa ser, ainda, elucidada (COLLADO
etal., 2016).

No momento do parto, os bebés sdo expostos a uma infinidade de microrganismos e
rapidamente sdo colonizados pelos microrganismos aos quais tiveram contato pela primeira vez
(FILIPPO et al., 2010). Bebés que nascem de parto normal desenvolvem uma microbiota
semelhante a encontrada no ambiente vaginal da mae, constituida principalmente por

Lactobacillus e Prevotella. Ja os que nascem de cessaria, desenvolvem uma microbiota inicial
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parecida com a da pele, composta principalmente por Staphylococcus, Corynebacterium e
Propianobacterium (CLEMENTE et al., 2012).

No periodo pds-natal, o tipo e a duragdo da amamentacdo, estado de saide e uso de
antibiéticos também sao impactantes (CLEMENTE et al., 2012). Ha evidencias de que fatores
genéticos estejam relacionados a selecdo inicial dos microrganismos componentes da
microbiota. O gendtipo pode determinar o padrdo de colonizacdo, por exemplo, através da
qualidade e quantidade dos sitios de adesao presentes na mucosa intestinal (ANGELAKIS et
al., 2012).

Em comparacio a microbiota intestinal adulta, os lactentes apresentam maior
variabilidade da composi¢ao microbiana, abrigando menos espécies com menor estabilidade.
Entre 2 e 3 anos de idade, o ecossistema passa a ser estdvel e compardvel ao de um adulto,
dominado pelos filos Bacteroidetes e Firmicutes (ANGELAKIS et al., 2012).

Durante a idade adulta a microbiota é bastante estavel, podendo sofrer modificacdes
em situagdes especificas ao longo da vida. A medida que os individuos envelhecem, a MIH
volta a sofrer modificacdes (BLOTTIE'RE, 2015). Observam-se reducao na populacdo de
Bacteroides, Bifdobacteria e menor producio de 4cidos graxos de cadeia curta, assim como
crescimento de anaerdbios facultativos, tais como Fusobacteria, Clostridia, Eubacteria, e
maior atividade proteolitica (WOODMANSEY, 2007).

As bactérias que colonizam o TG sdo determinantes na manutencdo da homeostase do
hospedeiro. Dentre as funcdes exercidas por elas destaca-se: 1) protecdo, impedindo a instalagdo
de microrganismos nao benéficos, formando uma barreira através da ocupacdo de sitios de
adesdo celulares da mucosa (WANG et al., 2017); ii) fun¢do nutricional através da digestao de
substratos que chegam ao limen, especialmente carboidratos, fermentados em acidos graxos de
cadeia curta que sdo fontes de nutrientes para os colondcitos. A microbiota do TGI sintetiza
vitamina K e vitamina do complexo B que sdo tteis e importantes para o metabolismo do
individuo (NICHOLSON et al., 2013); iii) funcdo imunomoduladora pela ativacdo do sistema
imune pelo tecido linfoide intestinal que reconhece as espécies e antigenos que sao benéficas
ao hospedeiro, procedendo, assim, uma resposta de tolerancia imunologica, mantendo o
sistema imune intestinal pronto para ter resposta agil e de maneira pertinente a uma invasao por
bactérias ndo benéficas (HEMARAJATA; VERSALOVIC, 2013).

Apesar da variabilidade interpessoal na composicdo da massa microbiana intestinal, o
microbioma € funcionalmente equivalente na maioria dos seres humanos. Cada hospedeiro
transporta cerca de 500.000 genes codificados por bactérias, sendo aproximadamente 40%

encontrados em mais da metade dos pacientes. Estes genes altamente conservados estdo
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relacionados, por exemplo, a degradacdo de agicares complexos, producao de acidos graxos de
cadeia curta e biossintese de vitaminas. Esses genes sdo expressos, também, pelas espécies
menos abundantes, o que sugere que mesmo em quantidades reduzidas, ainda assim, essas

bactérias sdo essenciais ao bom funcionamento intestinal. (QIN ez al., 2010).

2.4. MICROBIOTA INTESTINAL E OBESIDADE

A homeostasia do ecossistema intestinal é determinada pelo equilibrio entre estes trés
componentes: microbiota, permeabilidade intestinal e imunidade. Qualquer fator ou evento que
afete um desses componentes repercute sobre os demais e pode impactar negativamente sobre
o organismo inteiro (BRUNSER; GOTTELAND, 2010).

Nas ultimas décadas, estudos consolidaram as evidéncias da associacao da microbiota
com o0 excesso de peso a partir de modelos animais e também humanos (CANI et al., 2007;
LEY et al., 2006, 2005).

Os mecanismos envolvidos na relagcdo entre microbiota (e sua composi¢cdo) e o ganho
de peso ainda ndo estdo totalmente claros, mas alguns mecanismos e mediadores foram
propostos para explicar como a composi¢do da microbiota pode influenciar a génese de doencas

relacionadas ao metabolismo energético (WOTING; BLAUT, 2016).

2.4.1 Fasting Induced Adipose Factor — FIAF

O Fasting Induced Adipose Factor (FIAF) € um inibidor da lipase de lipoproteina
(LPL), produzido pelo intestino, figado e tecido adiposo. A LPL é uma enzima que hidrolisa
triglicerideos e estimula o seu armazenamento nos adipocitos. A MI estd implicada na inibi¢dao
seletiva desse hormonio, aumentando, dessa forma, a atividade da LPL que determina a maior
absorc¢do de dcidos graxos e actimulo de triglicerideos nos adip6citos (BACKHED et al., 2004).

Estudo desenvolvido por DING et al, 2004, mostrou que camundongos germ free
posteriormente colonizados, apresentaram aumento do peso corporal, das concentracdes de
triglicerideos hepéticos e da expressdo de proteinas responsaveis pela adipogénese 14 dias apos
a colonizagdo intestinal. Outro estudo que investigou animais FIAF- deficientes mostrou que,
quando esses animais eram alimentados com dieta ocidental, ganharam mais peso corporal que
animais wild-type, além de maiores concentracdes de leptina e insulina, comprovando a

importancia do FIAF na adiposidade (MANCHESTER; SEMENKOVICH; GORDON, 2007).
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2.4.2 Monofosfato-Adenosina Proteina Quinase Ativada (Amp-Q)

Outro mecanismo proposto no envolvimento da microbiota no processo de obesidade
€ o da via da 5’ -monofosfato-adenosina proteina quinase (AMP-Q), que € uma enzima ativada
pela adenosina monofosfato (AMP) e que regula o metabolismo energético celular. Esta enzima
€ responsavel pelas vias que aumentam o consumo de trifosfato de adenosina (ATP), como a
glicdlise e oxidacdo de 4cidos graxos e possui um papel importante no controle do apetite
(MANCHESTER; SEMENKOVICH; GORDON, 2007). Quando inibida, os processos
anabdlicos sdo ativados enquanto os catabolicos s@o inibidos (TILG et al., 2011).

Estudo utilizando camundongos germ-free que foram submetidos a uma dieta
hipercalérica mantiveram peso baixo, fato atribuido a elevacdo da atividade da AMP-Q no
figado e musculo esquelético e a maior oxidacdo de 4cidos graxos, melhorando a sensibilidade
a insulina (MANCHESTER; SEMENKOVICH; GORDON, 2007). A presenca da microbiota
suprime a oxidagdo de 4cidos graxos muscular via mecanismos que envolvem a inibi¢do da
AMP-Q e, portanto, favorecem a adiposidade corporal e a geracdo de resisténcia a insulina

(KOLA; HARVEY, 2008).

2.4.3 Eixo Cérebro-Intestino

Outra linha de pesquisa refere-se ao impacto que a microbiota intestinal pode exercer
no comportamento alimentar e no sistema nervoso central (SNC), de modo a influenciar a
regulacdo central do apetite e saciedade (CANI et al., 2010).

A MIH produz enzimas capazes de digerir fibras que o nosso organismo sozinho néo
conseguiria. Os polissacarideos ndo digeriveis sdo metabolizados a monossacarideos e a acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente propionato, acetato e butirato, que, por sua vez,
sao importantes fontes de energia. Por esse motivo, AGCC podem fornecer calorias adicionais
quando oxidados pelo hospedeiro e favorecer o ganho de peso na forma de gordura corporal
(KAJIL; KARAKI, 2014).

Modelo de estudo com camundongos obesos mostrou que esses animais possuem uma
microbiota com alta capacidade sacarolitica, que irdo fermentar os polissacarideos nao
digeriveis da dieta, produzindo mais AGCC e monossacarideos que sdo absorvidos no intestino,
dessa forma, o contetdo energético excretado nas fezes € menor, dependendo da composicao

da microbiota (FERNANDES et al., 2014; TURNBAUGH et al., 2006a).
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Os AGCC atuam, também, como mediadores quimicos que transmitem informacdes
do limen intestinal para o resto do corpo. Eles se ligam aos receptores acoplados a proteina G,
Gprd1 e Gprd3, também denominados de receptores de acidos graxos livres (free fatty acids
receptors — FFAR), FFAR2 e FFAR3, respectivamente, que sdo expressos pelas células L do
epitélio intestinal. As células L sdo células enteroenddcrinas presentes no ileo e no coldn,
produtoras do peptideo YY (PYY) e do peptideo semelhante ao glucagon (glucagon-like
peptide, GLP-1) (HOLZER; REICHMANN; FARZI, 2012; KAJI; KARAKI, 2014; ULVEN;
SMITH; CHANG, 2012). O peptideo YY € um hormo6nio que age inibindo a secrecdo gastrica,
esvaziamento géstrico, contracdo da vesicula biliar e aumenta o tempo de transito
gastrointestinal. Dessa forma, ao serem ativadas, estas células aumentam a producio de PYY,
fato que favorece a reducao da motilidade intestinal e propicia maior absor¢@o de nutrientes do
lumen intestinal, em especial dos 4cidos graxos de cadeia curta, que sdo substratos para a
lipogénese no figado (HOLZER; REICHMANN; FARZI, 2012).

Estudo em camundongos Gpr41-/-, com ou sem microbiota intestinal, apresentaram
menor peso que camundongos Gpr41+/+, apesar do mesmo consumo alimentar, sugerindo que
a auséncia do receptor esteja ligada a uma menor produ¢do do PYY, consequentemente a uma
maior velocidade no transito gastrico com diminui¢do da absorc¢do energética (HOLZER;

REICHMANN; FARZI, 2012).

2.4.4 Lipopolissacarideos de membrana de bactérias Gram negativas

O lipopolissacarideo (LPS) é um constituinte da parede celular de bactérias Gram
negativas. E formado pelo lipideo A (unidades dissacaridicas de glicosamina fosforilada ligadas
a varios acidos graxos de cadeia longa) ligado a um polissacarideo que contém um ntcleo e
uma série terminal de unidades repetidas (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

O LPS também € denominado de endotoxina, pois possui efeito inflamatério. Somente
¢ liberado quando as células sao lizadas e € extremamente toxico para os animais, apresentando
efeito em concentracdes menores que 1 nM (RAETZ; WHITFIELD, 2002). O Iimen intestinal
€ um reservatorio de LPS e sua entrada para a circulacdo pode ocorrer por meio de duas vias: a
difusdo direta através do aumento da permeabilidade intestinal (devido ao afrouxamento do
espaco paracelular intestinal) que pode ser causado por uma disbiose da microbiota,que por sua
vez pode resultar em uma ativagdo de uma resposta imune de mucosa, levando a uma alteracao

da permeabilidade da mucosa intestinal (EARLEY et al., 2015). Outro mecanismo proposto
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seria por meio da absorcdo e incorporagdo de LPS na estrutura dos quilomicrons (MOREIRA;
TEIXEIRA; GOUVEIAPELUZIO, 2012).

Dietas ricas em gorduras podem alterar a permeabilidade celular através da produgdo
de mediadores inflamatérios como fator de necrose tumoral (TNFa), IL-1p, IL-4; IL-13, que
favorecem a transloca¢do do LPS para a circulagdo sanguinea, onde interagem com o complexo
CD14 e receptores do tipo toll 4 (TLR4), presentes nas células da imunidade inata. Uma vez
ativados os receptores TLR4 iniciam a geracdo de um sinal transmembranar que acaba com o
estimulo da expressdo de genes responsaveis pela sintese de citocinas pro- inflamatorias como
TNFa, I1-6 e IL-1, gerando uma inflamacao subclinica cronica que pode ter efeito na génese da
obesidade e do diabetes melitus tipo 2 (DM2) (CANI et al., 2007; EVERARD; SC; CANI,
2013).

2.5 METODOS INDEPENDENTES DE CULTIVO PARA ESTUDO DE COMUNIDADES
MICROBIANAS.

Conhecer as comunidades microbianas dos diferentes ambientes e seu papel no
ecossistema sempre foi um desafio para os pesquisadores. A limitacdo destes estudos, no
passado, foi devido, principalmente, as metodologias utilizadas. Inicialmente, as investigacdes
eram basicamente observagdes microscopicas mas ndo permitia a diferenciacdo dos
microrganismos. A partir de métodos baseados em cultivo e isolamento, algumas bactérias
comecaram a ser identificadas e essa metodologia foi indispensavel para aumentar a
compreensdo a respeito de microrganismos especificos. Entretanto, a grande maioria dos
microrganismos componentes da MIH ndo podem ser facilmente cultivados e, assim, as técnicas
baseadas em cultivo selecionavam apenas aqueles heter6trofos que melhor se adaptavam as
condi¢des de crescimento dos meios de cultivo (GILBRIDE; LEE; BEAUDETTE, 2006;
WARD, D. M., WELLER, R., & BATESON, 1990).

Para contornar as limita¢des associadas a abordagem dependente de cultivo, diferentes
técnicas de estudo das comunidades microbianas foram desenvolvidas. Algumas anilises
independentes de cultivo permitem o acesso ao genoma de toda a comunidade microbiana de
uma amostra, possibilitando a andlise de dezenas de espécies de maneira simultinea e nao
apenas o estudo de algumas espécies individualmente (HANDELSMAN; HANDELSMAN,
2004; WOOLEY; GODZIK; FRIEDBERG, 2010).

O principal alvo molecular para se estudar comunidades bacterianas € a sub-unidade

menor do RNA ribossomal, 16S rRNA, que possue regides de sequéncias de nucleotideos
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altamente conservadas, intercaladas por sequéncias altamente variaveis (V1-V9), o que permite
o estudo de caracterizagdo filogenética de grupos bacterianos (TANNOCK, 2002).

O sequenciamento de amplicons 16S rRNA, por exemplo, oferece a vantagem de ser
relativamente barato, rapido e capaz de produzir leituras a partir de uma tinica regido gendmica
que pode ser geralmente alinhada (SANSCHAGRIN; YERGEAU, 2014). No entanto, as
sequéncias do gene 16S rRNA utilizadas na maioria dos estudos sdo sequéncias parciais,
portanto, a selecdo de primers adequados é fundamental para a acurécia desses estudos. Outra
desvantagem € a auséncia de valores pré-determinados que possam ser usados na determina¢do
das espécies, uma vez que ndo existe defini¢do universal para identificagdo de espécies através
desse gene. Porém, para contornar este problema é utilizado o conceito de Operational

Taxonomic Units (OTU), ou Unidade Taxondmica Operacional (PORETSKY et al., 2014).

2.5.1 Metagenomica e metataxonomica

A metagendmica € uma das formas de abordagem independente de cultivo que
permite acesso a informagio genética de comunidades microbianas. E baseada na
investigacdo das moléculas de DNA de uma mistura de populacdes microbianas
(HANDELSMANL et al.,, 1998). Representa um conjunto de técnicas que incluem
abordagens relacionadas a gendmica que proporcionam uma visdo menos enviesada do que
a oferecida por técnicas dependentes de cultivo, tanto em relagdo a estrutura da comunidade
(riqueza e distribuicdo de espécies) como sobre o potencial funcional (metabdlico),
dependendo da técnica utilizada (WOOLEY; GODZIK; FRIEDBERG, 2010).

O termo metataxonOdmica € utilizado quando o sequenciamento baseia-se em no
gene alvo 16S rRNA (MARCHESI; RAVEL, 2015). O sequenciamento de amplicons do
gene 16S tem a vantagem de ser simples, barato e acessivel. Para tal, amplifica-se, por PCR,
a sequéncia 16S e se compara os resultados com um banco de dados conhecido. Dessa
forma, é possivel avaliar a comunidade bacteriana a partir da classificagdo taxondmica

(SANSCHAGRIN; YERGEAU, 2014).
2.5.2 Sequenciamento de nova geracio Illumina Miseq
O sequenciamento metagendmico é uma técnica que permite identificar, na ordem

correta, a sequéncia de nucleotideos de uma molécula de DNA ou RNA, visando conhecer as

informacdes genéticas contidas nessa estrutura (HOODLESS, 2011).
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A tecnologia de sequenciamento utilizada na plataforma Illumina, assim como o
sequenciamento de Sanger, € realizada por sintese, utilizando a DNA polimerase e quatro
nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluor6foros que emitem cores distintas. A
diferenca é que a clonagem dos fragmentos de DNA ocorre in vitro, ligados a uma plataforma
s6lida de vidro (flow cells). (GALLO; SILVA; CRISTINA, 2010). Esse processo é conhecido
como PCR de fase sélida (FEDURCO et al., 2006)

As moléculas de DNA clonadas nos clusters sdo sequenciadas de forma paralela
utilizando uma abordagem de sintese de DNA do tipo paired-end, que proporciona o
sequenciamento nas duas extremidades de reads com tamanho entre 200 e 500 nucleotideos, e
que emprega nucleotideos especiais contendo terminador reversivel e radical fluorescente,
sendo quatro cores diferentes para distinguir entre as diferentes bases como citado
anteriormente, com porc¢ao removivel. A incorporacao desses nucleotideos impede que novas
bases sejam incorporadas até que o terminador seja removido. A DNA polimerase utilizada
também foi modificada para permitir a incorporacdo destes nucleotideos modificados
(BENTLEY, 2006).

Durante cada incorporacdo de um nucleotideo, € feita a leitura da fluorescéncia para
identificacdo da base adicionada através da medida de intensidade do sinal em cada ciclo. Em
seguida, esse nucleotideo ¢ enzimaticamente clivado para remoc¢ao do terminal 3° bloqueado e
do fluor6foro, permitindo a incorporagdo do préximo nucleotideo (GALLO; SILVA;
CRISTINA, 2010; METZKER, 2009). A posicao e a sequéncia molde de cada cluster sdo
deduzidas pela leitura da cor identificada em imagens de alta resolucdo obtidas a cada passo de
adicdo dos nucleotideos (BENTLEY, 2006).

As etapas da andlise de sequenciamento na plataforma Illumina Miseq estdo resumidas
na FIGURA 1.

Do exposto, como ja relatado anteriormente e considerando-se:

e A importancia da obesidade nos dias de hoje, considerada uma pandemia pela
Organizacdo Mundial da Saude;

e A complexidade do ecossistema intestinal;

e Aslimitagdes das técnicas de FISH e PCR-DGGE utilizadas em estudo anterior.

e O surgimento da metagendmica como ferramenta importante no estudo da
microbiota intestinal, bem como a reducdo dos custos e a consequente

acessibilidade da técnica.
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Foi proposto para este estudo, a utilizacdo da metagenOmica, pela técnica de
sequenciamento de nova geracdo do gene 16sRNA, avaliar a comunidade bacteriana intestinal
em individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos, para uma melhor compreensdo da

composi¢ao e da associagdo entre microbiota, obesidade e caracteristicas clinicas e nutricionais.

Figura 1: Modelo esquematico do sequenciamento na plataforma Illumina.

i B8 c D

Fonte: Adaptado de GALLO; SILVA; CRISTINA, 2010. (A) ligacao dos adaptadores em ambas
extremidades dos amplicons. (B) Ligacao dos fragmentos de DNA fita simples as suas
sequéncias complementares na superficie das flow cells. (C) Etapa de anelamento, com a
formagdo das “pontes”, a partir da ligacdo do adaptador presente na extremidade livre do
fragmento de DNA. (D) Amplificacao das cadeias de DNA. (E) Etapa de desnaturagdo. (F)
Formagdo dos clusters com milhares de sequéncias idénticas. (G) Adi¢do dos nucleotideos
terminadores marcados e sua incorporagao a cadeia pela DNA polimerase. (H) Excitagdo a laser
e emissao de fluorescéncia em cada cluster € captada pelo sistema (I e J). Repeti¢ao do ciclo de
incorporagdo, excitacao a laser e deteccdo do nucleotideo pelo sistema. (L) Determinacao da
sequéncia de bases em cada fragmento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a comunidade bacteriana intestinal representativa a partir de DNA

metagendmico obtido de espécimes fecais de individuos obesos, com sobrepeso e eutréficos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Construir bibliotecas metagendmicas a partir do banco de DNA metagendmico obtido

de espécimes fecais de individuos voluntarios eutroficos, com sobrepeso e obesos;

. Realizar o sequenciamento das bibliotecas metagenomicas pela plataforma Miseq
(Illumina);

. Analisar as diversidades alfa e beta comparativamente entre os grupos estudados;

. Analisar comparativamente os perfis taxondmicos e a abundéncia relativa dos principais

filos e géneros encontrados na microbiota intestinal dos individuos estudados;

. Determinar a microbiota Core dos grupos estudados;

. Correlacionar a estrutura da comunidade bacteriana, com os dados laboratoriais,

antropométricos e de perfil nutricional, previamente avaliados, comparativamente entre 0s

individuos obesos, com sobrepeso e eutroficos.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto da continuidade a um estudo anterior voltado para o estudo da microbiota,
sistema imunolégico e obesidade individuos eutr6ficos, com sobrepeso e obesos. Este estudo é
do tipo transversal, prospectivo, descritivo e observacional, realizado com individuos adultos,
de ambos os sexos, selecionados na comunidade e no ambulatério do servigo de nutricio do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os participantes foram
divididos em trés grupos distintos (eutréficos, com sobrepeso e obeso) de acordo com o indice
de massa corporal (IMC). Os critérios de inclusido foram: idade entre 18 e 60 anos e IMC a
partir de 18,5 kg/m?. Os critérios de exclusdo foram: doencas intestinais, uso de antibiéticos no
tltimo més e diagndstico confirmado de diabetes. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Juiz de Fora (Parecer
479002/2013) (ANEXO A). Todos os voluntérios foram informados a respeito dos objetivos
do estudo e assinaram o termo de consentimento livre esclarecido (ANEXO B). Os participantes
foram submetidos a avaliacdo antropométrica e nutricional, feita através da aplicacdo de um
questiondrio quantitativo de frequéncia alimentar adaptado (CARDOSO; STOCCO, 2000)
(ANEXO C). Foram realizadas, também, coletas de espécimes clinicos (sangue periférico e
fezes). Analises bioquimicas como glicemia, insulina, colesterol total, triglicérides, HDL, LDL,
cortisol, creatinina, indices HOMA e hemoglobina foram avaliadas no laboratério Cortes
Villela, em Juiz de Fora - MG, apds coleta de sangue periférico in situ, dentro de convénio
estabelecido para a realizagdo deste estudo, sem custo para os participantes. As fezes foram
coletadas em coletores universais estéreis, homogeneizadas e uma aliquota de 200mg separada
em tubo tipo eppendorf estéril e armazenada em freezer a -80°C, para posterior extracdo do
DNA metagendmico (De Paula, 2016).

Para esta etapa de andlise metataxondmica foi utilizado o banco de DNA
metagenOmico obtido de espécimes fecais dos individuos voluntérios eutréficos, com sobrepeso
e obesos, bem como os dados extraidos das avaliagdes, nutricionais, antropométricas e

laboratoriais dos participantes (De Paula, 2016).
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4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Fluxograma 1 — estratégia experimental.

Avaliagdo nutricional e antropométrica,
Selecdo de pacientes . avaliacdo laboratorial e classificacao dos
pacientes
Coleta de amostras fecais | Extracio de DNA das fezes

!

Realizacdo das técnicas de Quantificacdo e andlise de
4_ . .
FISH e PCR-DGGE. integridade do DNA extraido.
Sequénciamento das amostras Construgdo ~ da  biblioteca

utilizando a plataforma MiSeq | metagendmica a partir de gene

16s rRNA bacteriano.

(Illumina).

'

Andlise de bioinformatica dos | __ | | Tratamento dos dados taxondmicos

dados brutos gerados pelo analises estatisticas

sequenciamento.

Fonte: elaborada pelo autor

4.2 CONSTRUCAO DE BIBLIOTECA

As amostras de DNA foram amplificadas na regiao V3-V4 do gene 16S rRNA para
constru¢do de bibliotecas para sequenciamento do tipo paired-end na plataforma Miseq
(INlumina, USA). Inicialmente o DNA de todas as amostras foi diluido a uma concentraciao de

Sng/uL. A amplificacdo daregido V3-V4 do gene 16S rRNA foi realizada utilizando os primers
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341F (5-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3") e
806R
(5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAAT
CC-3") (KLINDWORTH et al., 2013). Foram inseridos na regido 5' dos primers uma sequéncia
overhang que tem complementaridade de base pelos adaptadores fornecidos pelo kit Nextera
XT da Illumina. A reag¢do de amplificagdo encontra-se na tabela 1.

As condicdes utilizadas nessa PCR foram: desnaturacgdo inicial a 95°C seguido de 25
ciclos de desnaturacdo a 95°C, anelamento a 56°C, extensdo a 72°C, e extensao final a 72°C.
A especificidade e eficiéncia da amplificagdo foram checadas em corrida no Bioanalyzer
utilizando o kit Agilient DNA 1000 (Agilient, USA). Em seguida, os produtos amplificados
foram purificados utilizando beads magnéticas da AMPure XP beads (Beckman Coulter, USA).

O passo seguinte na construcdo das bibliotecas foi a ligagdo de um par de index
diferentes para cada amostra, bem como liga¢dao dos adaptadores necessarios para que a reagao
de sequenciamento possa acontecer. Os index e adaptadores utilizados fazem parte do Nextera
XT Index Kit (Illumina, USA). Essa ligacdo foi realizada por uma reacio de amplificagdo de 8
ciclos, descrita na tabela 2.

Ap6s ligacdo do Index, as amostras foram purificadas, novamente, utilizando beads
magnéticas. Em seguida foi realizada uma corrida no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)
e chip Bioanalyzer DNA 1000 (Agilent Technologies) para checagem do tamanho dos
amplicons (500 Pb).
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Tabela 1: Reacdo de PCR utilizada na amplificagdo das regides V3-V4 do gene 16S

rRNA.
Reagentes Concentracao Volume (1x)
Inicial

Primer 341F-mod IuM SuL

Primer 806R- 1uM SuL

mod

KAPA HiFi 2X 12,5uL
HotStart ReadyMix
DNA Sng/1uL 2,5uL

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 2: Reacdo de PCR utilizada para ligacao de index durante a construgdo de
bibliotecas para sequenciamento na plataforma Illumina.

Reagentes Volume

Nextera XT Index Primer 1 SuL
(N7xx)

Nextera XT Index Primer 2 SuL
(S5xx)

2x KAPA HiFi HotStart 25uL
ReadyMix

Agua 10uL

DNA (produto da reacdo SuL
anterior)

Fonte: elaborado pelo autor

4.3 SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA POR MISEQ ILLUMINA

As bibliotecas foram enviadas ao o Centro de Pesquisa René Rachou (CPqRR/
FIOCRUZ-MG) onde realizou-se a quantificacdo das amostras por PCR em tempo real,
utilizando o kit KAPA Library Quantification (Kapa Biosystems, USA).

Posteriormente as bibliotecas foram normalizadas para 4 nM por meio da seguinte

formaula:
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Concentragdo em ng/pL.

X 10° = concentracio nM

(660 g/mol X tamanho médio da biblioteca)

Em seguida foi realizada a etapa de pooling onde misturou-se todas as bibliotecas
normalizadas, depois as amostras foram sequenciadas em uma corrida tnica na plataforma
Miseq (Illumina, USA) utilizando o kit MiSeq Reagent Kit v3- 600 Cycles, sendo o
sequenciamento do tipo paired-end de 2x 300pb.

A preparacdo para o sequenciamento consistiu na desnaturacio das bibliotecas com
NaOH diluido, com tampao de hibridizagao, e em seguida, desnaturacdo por calor, de acordo
com as especificacdes do fabricante. Foi adicionado, ainda, 5% do controle interno Phix. A
fabricante Illumina recomenda o preparo de pool de bibliotecas visando densidade de geracdo
de cluster dentro da margem de 800-1000 k/mm?2 para otimizagao dos reagentes. Para isso, foi

calculado uma concentra¢do de DNA ja desnaturado de 4pM para a corrida.

4.4 ANALISE DE BIOINFORMATICA

O pipeline utilizado para analise das sequéncias obtidas para os genes 16S rRNA foi o
desenvolvido pelo Brazilian Microbiome Project (BMP) (PYLRO et al., 2014). Basicamente
os passos realizados no pipeline foram os seguintes: (i) Os reads das sequéncias brutas obtidas
através do sequenciamento do DNA total foram filtradas por qualidade e tratadas utilizando o
programa FastQC; (ii) Filtro das sequéncias por qualidade e tamanho utilizando o programa
Trimometric v.0.32 (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). Na primeira etapa foi realizado o
corte das 8 primeiras e ultimas bases de cada sequéncia, seguida de uma varredura com filtro
de qualidade percorrendo uma janela de 4 bases e um limiar de escala Phred 13. Todas as
sequéncias foram truncadas com um tamanho de 100 pb. (iii) Dereplicacdo das sequéncias, ou
seja, identificacdo das sequéncias tnicas de modo que apenas uma cOpia de cada sequéncia
continuou sendo utilizada nas analises posteriores. O valor agregado de cada sequéncia tnica
foi armazenado para posterior anélise de abundancia. A Dereplicagdo foi realizada utilizando o
programa VSearch utilizando o comando -derep_fulllength (ROGNES et al., 2016). (iiii)
Categorizacdo da abundancia e descarte de Singletons, que sdo sequéncias que apareceram uma
unica vez, utilizando, também o programa VSearch através do comando -sortbysize. (V)
Clusterizacdo das sequéncias em Unidades taxondmicas Operacionais (OTUs) com 97% de

similaridade, no programa VSearch através do comando -cluster_size. (vi) Filtro das possiveis
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quimeras formadas, utilizando o banco referéncia através do comando -uchimer_ref do
programa VSearch. (vii) Construcdo da tabela de OTUs utilizando o comando -usearch_global.
(viii) Atribui¢do de taxonomia para as OTUs utilizando o método uclust do pacote QIIME
v1.8.0 e o comando assign_taxonomy.py (CAPORASO et al., 2010), a nivel de 97% de
identidade. O banco de dados utilizado foi o SILVA (YILMAZ et al., 2014) . (ix) As sequencias
foram alinhadas atraves do comendo align_segs.py para a construcao da arvore filogenética,
utilizando o comando make_phylogeny.py do QIIME v1.8.0. (x) Utilizou-se o comando

core_diversity_analyses.py para constru¢do dos graficos de taxonomia, alfa e beta diversidade.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado o software GraphPad Prism (GraphPAD Software Inc., San
Diego, CA, USA) para a construcdo dos graficos e andlise estatistica de Kruskal-Wallis seguida
de teste de Dunns para comparar os trés grupos estudados. Foi realizado, previamente as
analises estatisticas o teste de Grubs para detec¢do de outliers utilizando a ferramenta on line
disponivel no site do software GraphPad.

Para comparacgdo dos dados de Alfa-diversidade foi utilizado o teste T de student no
programa Excel®.

Para andlise de correlagdo linear de Pearson, seguida de corre¢do de Benferroni, entre
os valores absolutos dos grupo taxonomico filo, dados antropométricos, nutricionais e

laboratoriais, utilizou-se o software Past 3.0.
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S RESULTADOS

5.1 CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS METAGENOMICAS.

Das 72 amostras de DNA (24 amostras em cada grupo estudado) utilizadas para a
construcdo da biblioteca metagendmica, apenas 66 apresentaram qualidade 6tima exigida para
andlise de sequenciamento, sendo estas amostras divididas da seguinte maneira: 22 pertencentes
ao grupo de eutroficos, 23 pertencentes ao grupo de individuos com sobrepeso e 21 pertencentes
ao grupo de obesos.

A figura 2 representa os resultados de algumas amostras geradas pelo Bioanalyser
2100, onde o primeiro pico padrdo corresponde a 15pb, o segundo pico corresponde a amostra
testada, e se encontra em torno de 500pb, e o terceiro pico padrao corresponde a 1500 pb. Pode
se observar nessa figura que as amostras selecionadas para posterior sequenciamento
apresentam amplicons de tamanho esperado e sem nenhum pico significativo de produtos

inespecificos.

Figura 2: Analise em equipamento Bioanalyzer 2010 (Agilient) das bibliotecas do
gene 16s rRNA do DNA metagendmico fecal de individuos eutréficos, com sobrepeso e

obesos.
FLI FLi
104
T T T T 'I T T T T T
40 80 8 100 120 5] 4 80 80 100 120 5]
60 In2 2 In2
Fu Fulq
1 5L
5 LEH]
0
0 b | N =
T T T T T T B T T | T T
40 60 8 100 120 =] 40 60 8 100 120 =]
107 In2 112 In2

Fonte: elaborada pelo autor
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5.2 METADADOS

Os valores totais do consumo de calorias, macronutrientes (carboidratos, proteinas,
lipideos) e fibras, referentes aos ultimos seis meses, por cada individuo estudado, e que foi
utilizado para analise de correlagdo linear de Pearson, encontram-se no APENDICE 1. Os dados
antropométricos encontram-se no APENDICE 2 e os parimetros clinicos-laboratoriais na
APENDICE 3. Os dados foram submetidos a teste de Grubs para identificacdo de outlier antes

da realizacao da analise de Correlacao.

5.3 RESULTADO DO SEQUENCIAMENTO

Um total de 4070806 reads filtrados pela qualidade e com seus respectivos pares foram
obtidos das 66 amostras analisadas. A contagem de reads entre amostras variou
consideravelmente sendo, 8427 o valor minimo, € 554465 o valor maximo de reads encontrado
em uma amostra, apresentando uma média de 60758,299 reads e um desvio padrao de

102446,971. O numero de reads em cada amostra encontra-se no APENDICE D.

5.3.1 Alfa-diversidade

Para andlises de o- diversidade foram utilizados os indices Chao-1, espécies
observadas, Shannon e Simpsom. O indice Chao-1 € um método nio paramétrico € avalia a
riqueza de espécies, baseando-se na abundancia de OTUs unicas (singletons) e raras
(doubletons) (CHAO, 1984), assim como as espécies observadas, que nada mais € que o nimero
de OTU’s encontrados. O indice de Shannon ¢é utilizado para medir a diversidade de uma
comunidade, baseado na abundancia proporcional das espécies (OTUs). J4 o indice de Simpson
indica a probabilidade de dois individuos tomados ao acaso em uma amostra serem pertencentes
a mesma espécie. Quanto maior o valor do indice, maior a diversidade (MELO, 2008).
Estimativas de a-diversidade foram realizadas com rarefacdo de 8000 sequéncias. Os resultados
estdo apresentados na tabela 3. A média geral de espécies observadas foi maior nos grupo de
eutréficos e com sobrepeso. Esse resultado sugere uma maior riqueza desses dois primeiros
grupos frente ao grupo de pessoas obesas, reforcado pela anélise estatistica do indice Chao-1.
Nao observamos diferenga estatistica significante nos indices de diversidade Shannon e

Simpsom entre os grupos.
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A anélise de rarefacdo, que considera riqueza de OTUs e é bastante utilizada para

comparacdo de amostras. Ilustra o nimero de sequéncias e o nimero de OTUs que essas

sequéncias representam. Em nossa andlise a curva de rarefacio (figura 3) mostra que o esfor¢o

do sequenciamento, ainda que utilizando uma subamostragem de 8000 sequéncias, foi

suficiente para representar a diversidade bacteriana, uma vez que as curvas dos trés grupos estao

proximas ao platd. Além disso, essa andlise refor¢a a menor riqueza do grupo de individuos

obesos.
Tabela 3: indices de alfa-diversidade. Valores calculados para uma subamostragem
de 8000 sequéncias.

Indice Grupo Valor de p

Eutrofico Sobrepeso Obeso Euxsob  Eutx Ob Sob x Ob
Espécies 1187 1186 1063 - - -
Chao-1  1,59E+16 1,3227E+16  9,39E+15 0,105982  0,001388 0,027943
Simpsom 0,987585 0,98750444  0,986437 0,484955 0,318308 0,332504
Shannon 7,62E+15  6,6075E+15  1,34E+16 0,115464  0,08495 0,051293

Fonte: elaborada pelo autor. Valores de p apds andlise de teste t de student com intervalo de

95% de confianca.
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Figura 3: Curva de rarefagdo dos grupos estudados. Dados plotados com uma
subamostragem de 8000 sequéncias.
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Fonte: elaborada pelo autor

5.3.2 Beta-diversidade

A andlise de coordenada principal mostrou que ndo existe diferenca na composi¢dao
taxonOmica dos grupos, tanto considerando a presencga/auséncia de cada OTU (qualitativo,
Figura 4A), quanto considerando a abundéncia de cada uma (quantitativo, figura 4B). Embora
o grafico A apresente quatro grupos bem definidos em relacido a composicao de OTUs, eles sdao

bastante homogéneos em relagdo a composicao de individuos dos diferentes grupos estudados.

Figura 4: Anélises de Coordenadas Principais (PCoA).
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Fonte: elaborada pelo autor. A) PCoA ndo ponderado: a analise foi baseada na matriz de
distancia UniFrac, comparando as amostras com base na presenca/auséncia das OTUs
(qualitativo). B) PCoA ponderado: a analise foi baseada na matriz de distancia UniFrac,
comparando as amostras com base na presenga/auséncia e abudancia relativa das OTUs
(quantitativo). Os eixos 1, 2 e 3 representam o percentual de dados que sdo explicados por cada

coordenada.

5.3.4 Perfil taxonomico

5.3.4.1. Abundancia relativa dos filos

De acordo com os resultados taxondmicos Bacteroidetes foi o filo mais predominante

representando 50%, 45% e 58,6% da microbiota em pacientes eutréficos, com sobrepeso e
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obesos, respectivamente. Firmicutes foi o segundo filo mais encontrado nos grupos de estudo
com frequéncia de 39,3% nos eutréficos, 43% nos com sobrepeso e 33% nos obesos. O filo
Proteobacteria foi o terceiro grupo mais frequente (6,8%; 7,5% e 6,3%); seguido de
Verrucomicrobia (1,3%; 1,6%; 0,7%). O filo Actinobacteria foi o quinto mais frequente apenas
nos grupo de eutrdficos e obeso, apresentando abundancia relativa abaixo de 1% (0,7% e 0,4%
respectivamente). No grupo com sobrepeso, o filo Elusimicrobia ocupou a quinta posi¢do com

uma abundancia relativa de 1% do total (figura 5)

Figura 5: Taxa de abundancia relativa dos principais filos encontrados entre os

grupos de individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos.
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Fonte: elaborada pelo autor.
A andlise comparativa dos principais filos encontrados, entre os trés grupos, foi

realizada usando o teste de kruskal-wallis seguida de teste de Dunns, e mostrou diferenca



42

significativa apenas na abundancia relativa do filo Verrucomicrobia entre os grupos de
eutréficos e obesos (valor de P = 0,0448). Nao foi observada diferenca estatistica significativa
entre a razdo Firmicutes/Bacteroidetes nos trés grupos (figura 6).

Dentre os filos de menor expressdo, Synergistetes nao foi detectado em nenhuma das
amostras de fezes dos participantes do grupo com sobrepeso, e ndo houve diferenca estatistica

significativa na média geral desse filo entre os grupos eutréfico e obeso.

Figura 6: Box-plot da abundéncia relativa dos principais filos encontrados nos grupos

estudados.
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Fonte: elaborada pelo autor. As barras representam os valores miximo e os minimos. +
representam a média e @ representa os outliers. Letras distintas diferem entre si a nivel de

significancia de 95% pelo de kruskal-wallis seguida de teste de Dunns (p<0.05). EU = eutréfico;
SOB = sobrepeso; OB = obesos

5.3.4.1 Abundancia relativa dos principais géneros e outros grupos

Foram analisados géneros bacterianos que estavam presentes em uma abundancia
relativa maior ou igual a 1%, e que foram encontradas em pelo menos 50% dos individuos de

cada grupo estudado.
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Bacteroides foi o género com maior abundancia relativa nos trés grupos, sendo a média
do grupo eutréfico 26,8%; do grupo com sobrepeso 13,4% e no grupo obeso 19,8%. Porém nao
foi observada diferenca estatistica significativa pelo teste de Kruskal-Wallis (p = 0,0611).

A sequéncia dos 5 grupos taxdnomicos de maior representatividade encontrados nos
eutroficos € a seguinte: Ruminococcaceae;Other (5,9%); Prevotellaceae;Other (4,9%);
Lachnospiraceae;Other (3,7%) e Alistipes (2,9%). No grupo com Sobrepeso:
Prevotellaceae; Other (7,9%) Ruminococcaceae;Other (7,0%) Prevotella 9 (5,9%)
Lachnospiraceae; Other (4,2). No grupo de obesos: Prevotellaceae; Other (10,9%); Prevotella
9(7,3%); Prevotella 1 (4,2%); Lachnospiraceae; Other (3,4%).

A abundancia relativa quanto aos géneros e outros grupos taxondmicos encontrados
nos eutroficos, com sobrepeso e nos obesos estd representada na figura 7.

A analise dos géneros bacterianos e outros grupos mostrou que a composi¢ao
microbiana diferiu significativamente entre eutréficos e obesos em relagdo a Prevotella (P =
0,0228), Prevotella 1 (P= 0,0291), Prevotella 9 (P= 0,0178), Alistipes (P = 0,0030) e
Rumicococaceae; Other (P = <0,0001) e Akkermansia (p = 0,0188) , Entre Sobrepesos e obesos
foi encontrado diferenca estatistica entre Alistipes (P = 0,0030), Rumicococaceae;Others (P =
<0,0001) e Fecalibacterium (P= 0,0296). Entre os grupos eutréfico e com sobrepeso nao foi

encontrada nenhuma diferenca. (Figura 8)

Figura 7: Taxa de abundancia relativa dos principais géneros e outros grupos
encontrados.
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géneros e outros grupos entre eutoficos, com sobrepeso e obesos.
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Figura 8: Analise comparativa, por box-plot, da abundéancia relativa dos principais
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5.3.5 Analise do core bacteriano intestinal.

O core bacteriano € caracterizado pelas espécies bacterianas comuns ou OTU’s
pertencentes a dois ou mais individuos associado ao mesmo habitat (SHADE;
HANDELSMAN, 2012). A microbiota intestinal ¢ um ecossistema complexo e um componente
importante da homeostase do TGI e a disbiose desse ecossistema estd associado a diversas
patologias, dentre elas a obesidade. Dessa forma, € de interesse a elucidagdo dos mecanismos

subjacentes a esse desequilibrio, bem como a descoberta de biomarcadores presentes no TGI,
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tanto de individuos saudaveis como de pessoas doentes ou que apresentem algum distdrbio
(TAP et al., 2009)

Um total de 29 OTU’s foram identificadas como uniformemente representadas em
todas as 66 amostras fecais (tabela 3), todas pertemcentes ass filos Fimicutes (23) e
Bacteroidetes (6). Dentre os Firmicutes destacam-se bactérias da familia Lachnospiraceae e
Ruminococcaceae e dentre os Bacteroidetes destacam-se as Paraprevotellaceae,
Prevotellaceae e Bacteroidaceae.

Analisando separadamente a microbiota core de cada grupo, o grupo eutrofico
apresentou um nimero consideravelmente maior de OTU’s - 188 no total — em relacdo ao grupo
com sobrepeso que apresentou 83 OTU s comuns a todos os individuos, € ao grupo de obesos,
que por sua vez apresentou apenas 53 OTU’s comuns ao grupo.

O diagrama de venn abaixo (figura 9) nos mostra como essas OTU"s estdo distribuidas
entre os individuos de maneira geral. Além das 29 OTU’s comuns a todos os individuos,
encontramos, também, 29 OTU’s comuns entre os participantes dos grupos Eutréfico e com
sobrepeso, 16 entre os grupos Eutréfico e Obeso € 5 entre os grupos com sobrepeso € obeso.
Do total de 188 OTUS encontradas no sujeitos do grupo eutrofico, 144 foram exclusivas desse
grupo, ndo aparecendo no demais. No grupo com sobrepeso 20 OTU’s foram exclusivas,
enquanto no grupo de obesos, 7 OTU’s apareceram somente nesse grupo (tabela 4).

A microbiota core do grupo obeso estd representada, pelos géneros: Prevotella;

Faecalibacterium, Veillonella e Blautia.

Tabela 4: Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU’s) pertencentes a microbiota
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core das 66 amostras de fezes analisadas

OTU Taxon

OTU418478416217769 [uk__Bacteria', u'p__ Firmicutes ', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae', u'g__',
u's__']

0OTU452905831453499 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae’, u'g__',
u's__']

0OTU742208389502419 [u'’k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae’, u'g__',
u's_']

0OTU825863835218740 [u'’k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__',
u's__']

OTU205142618194361 [u'’k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia’, u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae’, u'g__/,
u's_ ']

0OTU201935530713857 [uk__Bacteria', u'p__Bacteroidetes', u'c__Bacteroidia', u'o__Bacteroidales', u'f__Bacteroidaceae’,
u'g__Bacteroides', u's__"]

OTU951927877296537 [u'’k__Bacteria', u'p__Bacteroidetes', u'c__Bacteroidia', u'o__Bacteroidales',
u'f__[Paraprevotellaceae]', u'g_ ', u's__']

OTU705053422321288 [u'’k__Bacteria', u'p__Bacteroidetes', u'c__Bacteroidia', u'o__Bacteroidales',
u'f__[Paraprevotellaceae]']

OTU378319355051161 [u'’k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__', u'g_ ',
u's_']

OTU597271801965746 [u'k__Bacteria', u'p__Bacteroidetes’, u'c__Bacteroidia’, u'o__Bacteroidales', u'f__Prevotellaceae’,
u'g__ Prevotella', u's__"]

OTU617645652629704 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales’, u'f__Ruminococcaceae', u'g__',
u's_']

0OTU56766341524628 [uk__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__',
u's__']

OTU553306258490490 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__',
u's__']

OTU981760762826446 [uk__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae’,
u'g__Faecalibacterium', u's__prausnitzii']

OTU881315789570429 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae', u'g__",
u's_']

OTU514095157648355 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia’, u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae', u'g__',
u's__']

OTU552808721163280 [uk__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f __Ruminococcaceae', u'g__',
u's__']

OTU629518788195568 [uk__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae’,

u'g__Faecalibacterium', u's__prausnitzii']



OTU111636903195858

0TU192441515852749

OTUS595735153743344

OTU689397095355815

OTU489487195943134

OTU666139330401893

OTU753857204700626

OTU418465605849931

OTU651113601320144

0TU668943250238932

OTU617874966362663
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'

[u'’k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__ Clostridiales',
u'f__Lachnospiraceae']

[uk__Bacteria', u'p__Bacteroidetes', u'c__Bacteroidia', u'o__Bacteroidales', u'f__Bacteroidaceae’,
u'g__Bacteroides', u's__"]

1

[u'’k__Bacteria', u'p__Bacteroidetes', u'c__Bacteroidia', u'o__Bacteroidales',
u'f__[Paraprevotellaceae]']

[uk__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae’,
u'g__Faecalibacterium', u's__prausnitzii']

[uk__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__,
u's__ "]

[u'’k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales']

[u'’k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia’, u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__/,
u's__']

[u'k__Bacteria’, u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia’, u'o__Clostridiales’, u'f__Lachnospiraceae’,
u'g__ Blautia', u's__']

[uk__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__,
u's__']

[uk__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae',

u'g__Oscillospira', u's__"]

[uk__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae', u'g__",

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 9: Representa¢do do Diagrama de Venn do core bacteriano nos grupos
estudados
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Fonte: elaborada pelo autor

Tabela 5: Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU’s) pertencentes a microbiota core das
amostras de fezes do grupo obeso.

OTU Taxon

OTU108604229759077 [u'D_0__Bacteria', u'D_1__Bacteroidetes', u'D_2__Bacteroidia', u'D_3__Bacteroidales']
0OTU247914312517437 [u'D_0__Bacteria', u'D_1__Bacteroidetes', u'D_2__ Bacteroidia', u'D_3__ Bacteroidales',

u'D_4_ Prevotellaceae', u'D_5_ Prevotella’, u'D_6__uncultured bacterium', u'D_7_ ",
uD_8_ ", uD_9 ' uD_10_",uD_11_"uD_12_ "'u'D_13_ " uD_14_ "]

OTU370569602095251 [u'D_0__Bacteria', u'D_1__Bacteroidetes', u'D_2__ Bacteroidia', u'D_3__ Bacteroidales',
u'D_4_ Prevotellaceae', u'D_5_ Prevotella’, u'D_6__uncultured bacterium', u'D_7_ ",
uD 8 'uD_9_ ', uD_10_ " u'D_11_"uD_12_ "'u'D_13__ " u'D_14_"]

OTU466201231374444 [u'D_0__Bacteria', u'D_1__ Firmicutes', u'D_2_ Clostridia'’, u'D_3__Clostridiales',
u'D_4__ Ruminococcaceae', u'D_5_ Faecalibacterium', u'D_6__uncultured bacterium’,
uD_7_',uD_8_'uD_9_ ',uD_10_'",u'D_11_"uD_12_ ',u'D_13_ ', u'D_14_"]

OTUS570729852219699 [u'D_0__Bacteria', u'D_1__Firmicutes', u'D_2__Negativicutes', u'D_3__Selenomonadales',
u'D_4__Veillonellaceae', u'D_5__ Veillonella']

OTUS579827775676818 [u'D_0__Bacteria', u'D_1__ Bacteroidetes', u'D_2__ Bacteroidia', u'D_3__ Bacteroidales',
u'D_4_ Prevotellaceae', u'D_5_ Prevotella 9', u'D_6__uncultured bacterium', u'D_7__ ',
uD_8__"uD 9_ ' uD_10_',uD_11_"uD_12_ "'uD_13_ ",u'D_14_

0OTU945950245442738 [u'D_0__Bacteria’, u'D_1__ Firmicutes', u'D_2_ Clostridia'’, u'D_3__Clostridiales',
u'D_4__ Lachnospiraceae’, u'D_5__ Blautia', u'D_6__uncultured bacterium', u'D_7__/,

uD_8_,uD_9_',uD_10_",uD_I11_',uD_12_ ", u'D_13_ ', u'D_14_"]

Fonte: elaborada pelo autor

5.3.6 Andlise de correlacio.

A andlise de correlacdo de Pearson seguida de correcdo de Benferroni foi utilizada

para avaliar a existéncia de correlacdo entre os metadados laboratoriais, nutricionais,
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antropométricos e os principais filos encontrados na microbiota intestinal, separadamente por
grupo estudado.

No grupo eutréfico, as correlacdes estatisticamente significantes observadas foram as
seguintes: correlacdo positiva muito forte entre circunferéncia da cintura e circunferéncia
abdominal (0,9224); correlagdo positiva forte entre colesterol e colesterol-LDL (0,8408);
correlagdo positiva forte entre insulina e HOMA-IR) (0,8962); correlagdo negativa muito forte
entre Firmicutes e Bacteroidetes (-0.9277)

No grupo com sobrepeso as correlagdes estatisticamente significantes observadas
foram: correlagcdo positiva forte entre circunferéncia da cintura e circunferéncia abdominal
(0,7136); correlagao positiva forte entre circunferéncia da cintura e relacdo cintura- quadril
(0,8075); correlacdo positiva forte entre relacao cintura quadril e glicose (0,7516); correlagao
positiva muito forte entre colesterol e colesterol-LDL (0,9441); correlag@o positiva muito forte
entre insulina e HOMA-IR (0,9490); correlacdo positiva forte entre fibras e calorias ingeridas
(0,8448); correlagdo negativa forte entre Firmicutes e Bacteroidetes (-0,8290); correlacdo
negativa forte entre Bacteroidetes e Actinobacteria (-0,7502).

No grupo de obesos as correlagdes estatisticamente significantes observadas foram:
correlagdo positiva forte entre indice de massa corporal e circunferéncia da cintura (0,7666);
correlagdo positiva forte entre indice de massa corporal e circunferéncia abdominal (0,8696);
correlagdo positiva forte entre indice de massa corporal e circunferéncia do quadril (0,8222);
correlacdo positiva forte entre circunferéncia da cintura e circunferéncia abdominal (0,8761);
correlacdo positiva muito forte entre insulina e HOMA-IR (0,9338); correlagdo positiva forte
entre fibras e calorias ingeridas (0,8039); correlacdo negativa forte entre carboidratos e lipideos
(-0,8779) correlacdo positiva forte entre Firmicutes e Actinobacteria (0,7402); correlacdo
negativa forte entre Firmicutes e Bacteroidetes (-0,8931).

Em relacdo a correlagdo especificamente entre os metadados frente aos grupos
bacterianos, ndo houve nenhuma correlagdo estatistica significativa, mas podemos notar
tendéncias de correlacdo diferentes entre os grupos (figura 11).

No grupo eutréfico os dados antropométricos- indice de massa corporal, circunferéncia
da cintura e circunferéncia abdominal, circunferéncia do quadril- mostraram uma tendéncia de
correlagdo positiva com o filo Verrucomicrobia e uma correlagdo negativa com Proteobacteria.
Esses mesmos parametros. No grupo com sobrepeso, apresenta uma tendéncia de correlagao
negativa com o filo Actinobactéria. No grupo de obesos os dados antropométricos também
mostraram uma tendéncia de correlacdo negativa com Actinobacteria e Firmicutes e com o

grupo de bactérias nao determinadas (figura 11).
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Os dados laboratoriais, no grupo eutro6fico, mostraram uma tendéncia de correlacio
positiva entre insulina, HOMA-IR e HOMA B e o filo Verrucomicrobia, e entre o parametro
creatinina e o filo Bacteroidetes. Uma tendéncia de correlacdo negativa entre creatinina frente
aos filos Firmicutes e Verrucomicrobia. No grupo com sobrepeso cortisol, insulina e indices
HOMA mostram uma tendéncia de correlacdo positiva com Actinobactéria, Firmicutes,
Proteobacteria, Verrucomicrobia, e negativa com Bacteroidetes. O pardmetro HDL-colesterol
mostrou uma tendéncia de correla¢do positiva frente ao filo Verrucomicrobia. No grupo de
obesos destaca-se o parametro creatinina que mostrou uma tendéncia de correlagdo positiva
com Actinobacteria, Firmicutes e Verrucomicrobia, e negativa com Bacteroidetes.

Com relacdo aos dados nutricionais, no grupo eutr6fico, carboidrato mostrou uma
tendéncia positiva com Verrucomicrobia. No grupo com sobrepeso calorias e carboidratos
mostraram uma tendéncia de correlacdo positiva com Firmicutes e negativa com Bacteroidetes
na mesma intensidade. J4 o parametro fibra se destaca com uma tendéncia de correlacdo
positiva com o filo Verrucomicrobia e lipideos com uma tendéncia de correlagao positiva com
Proteobacteria. No grupo obeso se destaca apenas o parametro carboidrato apresentando
tendéncia de correlagcdo negativa com o filo Proteobacteria e positiva entre o parametro calorias

e bactérias ndo identificadas.
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Figura 10: Gréfico de correlacdo de correlag@o linear Pearson seguida de correcdo de
Benferroni entre os metadados e os principais filos encontrados nos grupos eutroéfico, com

sobrepeso e obeso.
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Fonte: elaborada pelo autor. Abreviaturas: BMI: indice de massa corporal; WC: circunferéncia
da cintura; AC: circunferéncia abdominal; HC: circunferéncia do quadril; WC/AC: relacio
circunferéncia quadril/abdémen. Glyc: glicose; TAG: triglicérides; Chol: colesterol; LDL:
LDL-colesterol HDL: HDL-colesterol; Hb: hemoglobina; Kcal: calorias; Carb: carboidratos;
PTN: proteinas; LIP: lipideos; FIB: fibras. Circulos dentro do quadrado apresentam p < 0,05.
Pontos azuis representam uma correlacdo positiva. Pontos vermelhos representam uma
correlagdo negativa. Quanto maior e mais escuro maior o valor da correlagdo.
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6 DISCUSSAO

Andlises filogenéticas baseadas em PCR e construcdo de bibliotecas metagendmicas
de 16S rRNA tém sido bastante utilizadas na dltima década para a caracterizacdo da microbiota
intestinal (DETHLEFSEN et al., 2008; LEY et al., 2006). O preparo da amostra é de suma
importancia quando se usa técnicas moleculares. Atualmente existem varios kits comerciais
para fazer a extracdo e a purificacdo das fezes frescas ou congeladas. Uma das primeiras etapas
da extragdo do DNA € a lise. Sabemos que as bactérias possuem composi¢ao quimica e estrutura
da parede diferentes, sendo mais ou menos susceptiveis a lise, dessa forma, a extra¢do deve ser
otimizada para constru¢cdo de uma biblioteca efetiva (FURRIE, 2006).

Apesar dos esforcos, as amostras de DNA metagénomicos extraidos das fezes de 6
individuos participantes do estudo ndo geraram uma biblioteca G6tima para posterior
sequenciamento (originalmente 72 individuos participavam do estudo). Apesar das amostras
estarem armazenadas em freezer a -80 C e a molécula de DNA ser bastante estavel, quando
comparada com outras amostras biologicas, a extracdo de DNA de amostra fecal é bastante
dificil, pois possui uma microbiota bastante complexa, varidveis consisténcias e variaveis
componentes endogenos e provenientes da dieta, além de inibidores da reagdao de PCR como os
sais biliares, produtos de degradagdo de hemoglobina e polissacarideos complexos (MCORIST;
JACKSON; BIRD, 2002; MONTEIRO et al., 1997).

A presenca desses inibidores da PCR ¢é varidvel entre os individuos. A dieta é um
importante determinante da composicdo fecal e, consequentemente, pode influenciar o
resultado da PCR nas amostras de fezes. Os inibidores da PCR nas fezes foram reduzidos em
alguns individuos com uma dieta pobre em vegetais (MONTEIRO et al., 2001).

A microbiota intestinal humana € um ecossistema complexo, composto por milhares
de espécies bacterianas. Para melhor compreender e explorar o impacto da MIH na saide e bem
estar humana € necessario conhecer o conteudo, diversidade e funcionalidade dessa microbiota
em individuos saudaveis e doentes (QIN et al, 2010). O conhecimento da composi¢do, o
processo de colonizacdo e as interacdes da MIH com o hospedeiro estdao sendo elucidados nas
ultimas décadas com a ajuda de técnicas independentes de cultivo. No passado, os estudos
dependiam fortemente de abordagens baseadas na cultura, conhecidas agora por capturar apenas

10 a 20% da microbiota real presente (ECKBURG et al., 2006).
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Nos ultimos anos, varios estudos, em modelos humanos e animais, foram voltados a
caracterizacao da microbiota intestinal em individuos obesos (DUNCAN et al., 2008; LEY et
al., 2006; TURNBAUGH et al., 2009).

No presente estudo, os indices de a- diversidade utilizados foram os indices Chao-1,
espécies observadas, Shannon e Simpsom. O indice espécie observada indica o nimero de
OTUs detectadas e foi menor, de maneira geral, no grupo de individuos obesos. O indice de
Chao-1 estima a riqueza total de espécies e foi maior e estatisticamente significativo nos grupos
eutr6ficos e com sobrepeso frente ao grupo obeso. Esses dados sugerem uma diminui¢ao da
riqueza de espécies na MIH de individuos com fendtipo de obesidade. Dado esse, refor¢ado,
ainda, pela andlise de rarefagdo que considera a riqueza de OTUs em funcdo da cobertura do
sequenciamento.

Individuos obesos tendem a ter uma dieta tipicamente ocidental rica em gorduras.
Estudo desenvolvido por ZHANG et al., 2012, no qual camundongos com uma dieta rica em
gordura tiveram sua MI avaliada, mostrou um declinio significativo tanto na riqueza quanto na
diversidade da microbiota dos animais apos algumas semanas de uma dieta rica em gorduras.
Depois da retirada da dieta, os parametros voltaram a subir e se igualar a dos animais com uma
dieta com quantidades de gordura ideais. Porém, em nosso estudo, a média de consumo de
lipideos entre os grupos foram idénticas. Nao podemos, inferir, dessa forma, que em nosso
grupo amostral de obesos a diminuicdo na riqueza tenha sido uma consequéncia da ingestao
excessiva de gordura.

Os indices de Shannon (H") e Simpson foram estatisticamente semelhantes nos trés
grupos. Esses indices consideram abundancia de espécies. Os valores de H” sdo maiores quanto
maior for a abundancia e equitabilidade das OTUs nas amostras. J4 o indice de Simpson ira
retratar a probabilidade de que, numa mesma amostra, dois individuos escolhidos
aleatoriamente pertencam a diferentes OTUs, sendo os valores mais altos retratam uma maior
diversidade (KEYLOCK; LANE, 2005).

Para determinar a presenca de diferenca significativa na diversidade beta entre os trés
grupos os plots PCoA foram construidos com base nas matrizes de distancia UniFrac
ponderadas e ndo ponderadas. Procurou-se agrupar individuos pertencentes a0 mesmo grupo.
A variacdo explicada pelas variaveis nos diversos eixos de PCoA associados as andlises de
UniFrac ndo-ponderado foi baixa, inferior a 20% nos trés eixos, mas apesar disso, notou-se a
formacdo de 4 clusters bem definidos, porém os cluster sdo altamente heterogéneos, contendo

individuos pertencentes aos trés grupos estudados. Essa andlise demonstra uma medida
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qualitativa, apenas, diferenciando as comunidades pelos organismos que podem existir em cada
amostra.

Ao levarmos em conta a abundancia relativa das OTUs a partir da analise comparativa
de diversidade das amostras pelo método UniFrac ponderado, foi possivel observar uma
varia¢do mais alta apenas no eixo PCol e ndo foi possivel observar agrupamento de individuos,
apenas alguns poucos diferenciaram dos demais, ficando claro que nao ha formacao de clusters
quando se leva em conta a abundancia das OTUs presentes em cada amostra.

O Projeto Microbioma Humano foi capaz de descrever os filos mais representativos
da microbiota gastrointestinal, sendo eles, em ordem decrescente: Bacteroidetes (Gram -),
Firmicutes (Gram +), Proteobacteria (Gram -) e Verrucomicrobia (Gram -) (HMP, 2012). A
andlise taxondmica dos principais filos presentes na MI dos trés grupos de nosso estudo
corroboram com os dados do Projeto Microbioma Humano.

Nas ultimas décadas, varios estudos destacaram que a grande variedade de bactérias
que colonizam o intestino humano possui relacao direta na regulacdo de energia, dessa forma,
fica evidente a importancia desse fator ambiental em relacdo ao controle de peso corporal e a
homeostase energética. Esse fato pdde ser comprovado por BACKHED et al., 2004, cujo estudo
comparou os niveis de gordura corporal de camundongos normais frente a animais germ-free.
Os camundongos convencionais possuiam 40% mais gordura que os ndo convencionais, mesmo
consumindo menor quantidade de alimento. Ao transplantar a microbiota dos animais
convencionais para os gnotobidticos, estes tiveram um aumento de 60% da gordura corporal
em um curto periodo de tempo.

No geral, vérios pesquisadores tém apresentado relacdes entre a obesidade e dois filos
bacterianos dominantes, os Firmicutes e Bacteroidetes. O filo Firmicutes compreende 274
géneros de bactérias predominantemente gram-positivas. Possui tanto géneros com atividade
imunomodulatéria benéfica (Clostridium, Lactobacillus), como géneros que induzem
inflamacao e que estdo associados a algumas doencas cronicas (Mollicutes) (FURUHASHI, M.,
TUNCMAN, G., GORGUN, C. Z., MAKOWSKI, L., ATSUMI, G., VAILLANCOURT,
2007). Alguns pesquisadores sugerem que alimentos com elevados teores de gorduras saturadas
e poli-insaturadas proporcionam um ambiente propicio para selecdo deste filo. Por outro lado,
a ingestdo de fibras, frutas e hortalicas, proporciona o aumento da producdo de derivados da
fermentacdo de carboidratos resultando um ambiente desfavoravel para elas. O aumento de
Firmicutes estaria relacionado a um aumento da eficiéncia de extracdo de energia a partir da
dieta, com consequente aumento de estocagem dessa energia em forma de tecido adiposo,

auxiliando o ganho de peso (TURNBAUGH et al., 2006b).
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O filo Bacteroidetes consiste principalmente de bactérias gram-negativas que
modulam o sistema imune intestinal de forma benéfica. Formam um grupo com elevada
diversidade filogenética e sdo descritos como bactérias competitivas, capazes de fermentar
polissacaridos indigeriveis com formagdo de AGCC que podem fornecer até 10% de calorias
quando a dieta € rica em fibras (JOHNSON et al., 2016)

Especificamente, alguns estudos em humanos adultos, criancas e camundongos
observaram uma mudanca na abundancia destes dois filos, tendo um aumento no filo Firmicutes
e uma diminuicdo do filo Bacteroidetes, aumentando, dessa forma, a relacdo
Firmicutes/Bacteroidetes (KOLIADA et al., 2017; LEY et al., 2005; TURNBAUGH et al.,
2006b). Em nosso estudo, ndo observamos diferencga estatistica na abundancia relativa filos
Bacteroidetes, Firmicutes, e nem na razao Firmicutes/Bacteroidetes.

Os achados na abundancia relativa desses dois filos ndo € unanime entre os estudos
que correlacionam a microbiota intestinal e o estado de obesidade. DUNCAN et al., 2007,
analisaram a composi¢do da microbiota intestinal humana de 19 voluntarios obesos do sexo
masculino submetidos a diferentes tipos de dieta durante quatro semanas. Foram coletadas
amostras fecais no final de cada regime dietético e os resultados da pesquisa ndo evidenciaram
mudancas nas contagens relativas dos Bacteroidetes.

Estudo desenvolvido por SCHWIERTZ et al., 2010 analisou a composicao bacteriana
fecal e a quantidade de acidos graxos de cadeia curta nas fezes de individuos eutréficos, com
sobrepeso e obesos, € também ndo encontraram um aumento na proporcao de Firmicutes nos
individuos obesos e com sobrepeso. Em compensagdo encontraram um aumento de AGCC nas
fezes de individuos com aumento de peso corporal. Membros de ambos os grupos produzem
AGCC a partir de compostos dietéticos que escapam da digestdo no intestino delgado, suprindo
o hospedeiro com uma quantidade adicional de energia e, assumindo assim que nao a propor¢ao
de Firmicutes e Bacteroidetes seria importante, mas sim a quantidade de AGCC produzida.

Cerca de 60% da energia consumida pelo epitélio coldnico deriva dos dcidos graxos,
principalmente butirato (SCHEPPACH, 1994). Propionato € largamente absorvido pelo figado
e € um bom precursor para a gliconeogénese, liponeogénes e sintese proteica. O acetato entra
na circulagdo periférica para ser metabolizado pelos tecidos periféricos e € um substrato para
sintese de colesterol (SCHEPPACH, 1994; WOLEVER, T. M. S., SPADAFORA, P., &
ESHUIS, 1991).

Diversas razdes podem ser responsaveis pelas diferencas observadas entre os estudos.
A literatura aponta como as principais fragilidades metodolégicas nos estudos de associacdo

entre microbiota e obesidade o universo amostral que, na grande maioria dos estudos, é pequeno
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e ndo levam em consideracdo as condi¢des clinicas e nutricionais dos participantes. Além da
metodologia, as varidveis intrinsecas aos participantes como etnia, sexo, idade, IMC, torna
dificil a comparacdo entre os diferentes estudos, requerendo, dessa forma, alguma padronizagao
na abordagem (TAGLIABUE; ELLI, 2013).

Vale ressaltar, também, que nosso estudo recrutou somente individuos saudaveis, sem
doencas prévias, comprovadas pelas andlises laboratoriais realizadas, incluindo aqueles que
fazem parte dos grupos de sobrepeso e de obesos. Isto € importante para retratar uma possivel
mudanca na microbiota causada pelo aumento de peso, sem a interferéncia de possiveis
comorbidades associadas a obesidade, que por si s§, podem resultar na modificacdo da
microbiota e levar a resultados erroneos.

Dos principais filos componentes da MIH, nosso estudo mostrou diferenca estatistica
significativa apenas no filo Verrucomicrobia, estando em menor quantidade no grupo obeso
quando comparada ao grupo de eutroficos. Este filo é um membro do superfilo PVC
(Planctomycetes-Verrucomicrobia-Chlamydiae) que inclui bactérias filogeneticamente
relacionadas com caracteristicas como a existéncia de um sistema de endomembrana complexo
e dinAmico que, em alguns aspectos, os torna mais proximos para células eucaridticas. Inclui
um pequeno nimero de géneros isolados de agua doce, solo e fezes de animais; Akkermansia
muciniphila € o principal membro deste filo identificado em seres humanos (FUJIO-VEJAR et
al., 2017).

Assim como o filo Verrucomicrobia, o género Akkermansia pertencente a ele, também
foi estatisticamente diferente entre os grupos de eutréfico e obeso, apresentando menor
abundancia no grupo de obesos.

A. muciniphila coloniza o intestino humano no inicio da vida e aumenta rapidamente
com a idade, atingindo 10%/ g de fezes em adultos (COLLADO et al., 2007). E uma bactéria
altamente especializada capaz de usar mucinas como Uunica fonte de carbono e nitrogé€nio
(DERRIEN et al., 2011) e estimula a expressao de mucina e secrecdo de muco através um
feedback positivo. Sua abundancia € menor em pacientes com doencas inflamatdrias intestinais
(PNG et al., 2010). Uma menor abundancia também foi relatada em estudos envolvendo
animais e humanos obesos (ANJOS e al., 2010; ZHANG et al., 2008). Este € um achado
interessante considerando que este agente apresenta propriedades anti-inflamatérias e
imunoestimulantes. O Aumento nas contagens intestinais de Akkermansia. muciniphila em
individuos obesos, através da administracao de polifendis ou prebiodticos resultaram na melhora

da funcdo de barreira intestinal, endotoxemia, sensibilidade a insulina € no aumento da

expressao do gene Fiaf intestinal (FUJIO-VEJAR et al., 2017).
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Dentre os principais géneros encontrados, nosso estudo mostrou diferenca estatistica
entre eutroficos e obesos nos géneros Prevotella, Prevotella 1, Prevotella 9, Alistipes,
Rumicococcaceae; Others, sendo Prevotella, Prevotella 1, Prevotella 9 maiores nos obesos,
Alistipes maior no grupo eutréfico e Rumicococcaceae; Others maior nos grupos eutréfico e
com sobrepeso . Entre os grupos com sobrepeso e obeso Fecalibacterium foi estatisticamente
diferente. Sendo maior no grupo com sobrepeso.

O género Prevotella, pertence ao filo Bacteroidetes, usa xilano, xilose, e
carboximetilcelulose para produzir altos niveis de AGCC (JIANG et al., 2015). Estudos
revelam uma associa¢do desse género com uma dieta rica em vegetais, sugerindo que a presenca
desses microrganismos seria benéfica ao hospedeiro, porém, outros estudos associaram o
aumento de Prevotella no ecossistema intestinal a condicoes inflamatérias (DILLON et al.,
2015; SCHER et al., 2013). Estudos anteriores mostraram também que a reducdo em
Bacteroides-Prevotella spp. esta relacionado a uma forte diminui¢do da endotoxemia
metabolica e inflamacdo em camundongos com diabetes tipo 2 (LARSEN et al., 2010). ZHU
et al,, 2012 em estudo com criangas obesas sugeriu aumento da abundancia do género
Prevotella e diminui¢do de Alistipes, corroborando nosso trabalho.. Tanto a producdo de AGCC
quanto a endotoxemia provocada pela LPS da parede de bactérias gram-negativas, estdao
implicadas na relacio MIH e obesidade.

Prevotella é um género com alta diversidade de espécies que possuem grande
diversidade genOmica entre linhagens. Na populacdo humana, a grande variacdo entre as
diferentes linhagens pertencentes a esse género torna dificil predizer como ele atua no
ecossistema intestinal. Para prever sua funcio é necessaria uma compreensao mais refinada do
potencial genético desse género, sua ecologia, interagdes com outros microrganismos € com
seu hospedeiro (LEY, 2016).

Alistipes s@o bactérias comensais, pertencentes ao filo Bacteroidetes, e s@o indicativas
de boa saidde gastrointestinal. VERDAM et al., 2013, assim como nosso estudo, também
demonstraram uma associagdo inversa entre alto IMC e a abundancia de Alistipes no intestino.

A familia Ruminococcaceae € uma das mais abundantes pertencentes a ordem
Clostridiales encontrada no ambiente intestinal dos mamiferos. Esta associada a manutencdo
da saude intestinal. Tém a capacidade de degradar os componentes de celulose e hemicelulose
do material vegetal, permitindo aos membros dessa familia decompor substratos que nao sao
digeridos pelo hospedeiro. Estes compostos sdo, entdo, fermentados e convertidos em acidos
graxos de cadeia curta. (principalmente acetato, butirato e propionato) que podem ser

absorvidos e usados como energia pelo hospedeiro (BIDDLE et al., 2013). Como discutido
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anteriormente, a formacdo de AGCC pode estar implicada no processo de obesidade, porém,
esse grupo € mais especializado na a degradacao de material vegetal complexo, um dos motivos
pelos quais podem estar em menor em individuos obesos, pois a base da alimentacdo desses
individuos tende a ser pobre em vegetais e ricas em gorduras saturadas e carboidratos simples
(LAURA et al., 2015).

Faecalibacterium foi encontrada em maior abundéancia no grupo com sobrepeso. Esse
genéro faz parte do filo Firmicutes e seu nivel estd correlacionado negativamente com
marcadores inflamatorios, indicando que essa bactéria pode modular a inflamagdo sist€émica
(comum ao diabetes e obesidade) e contribuir para a melhora do diabetes (TREMAROLI, V.,
& BACKHED, 2012). Em humanos, o género Faecalibacterium é dividido em dois filogrupos
diferentes (CHATEL et al., 2013). O microrganismo Faecalibacterium prausnitzii, uma das
trés maiores abundantes espécies bacterianas encontradas no intestino grosso humano adulto
sauddvel, em particular, tem sido associada a reducio da inflamagdo de baixo grau na obesidade
e diabetes, independentemente de ingestdo caldrica (FURET et al., 2010). Alguns estudos
indicaram uma menor abundancia dessa espécie em pacientes que sdo obesos e diabéticos
(TREMAROLI V., & BACKHED, 2012). No entanto, os niveis de F. prausnitzii foram
significativamente maiores em criancas obesas do sul da India do que em participantes nio
obesos (BALAMURUGAN et al., 2010). Devido as inconsisténcias na correlacdo de F.
prausnitzii com a obesidade em diferentes estudos, o papel deste microrganismo ainda € incerto
e requer mais estudos.

A microbiota core é caracterizada por membros da comunidade microbiana comuns
em duas ou mais amostras associado ao mesmo habitat. Identificar as OTUs centrais € essencial
para compreender a ecologia de consdrcios microbianos em determinado ambiente, uma vez
que, os microrganismos comuns podem ser criticos para a funcdo daquele ecossistema
(SHADE; HANDELSMAN, 2012).

O estudo da microbiota core do nosso trabalho, revelou a presenca de 29 OTUs
pertencentes a todos os individuos, sendo a grande maioria pertencente ao filo Firmicutes, e
uma parcela pertencente ao filo Bacteroidetes. Ja era esperado que a microbiota core da
populacdo estudada pertenca a esses dois filos, uma vez que somam mais de 90% do total de
toda microbiota intestinal bacteriana.

Nossos resultados mostram também que a microbiota core € mais diversa no grupo de
eutroficos, apresentando 144 OTUs exclusivamente encontradas nesse grupo, seguida pelo
grupo com sobrepeso, com 20 OTUs exclusivas e em seguido o grupo do obesos com apenas 7

OTUs exclusivas desse grupo. Podemos inferir, a partir desses dados, que individuos que estao
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acima do peso, assim como na primeira infancia, possuem uma microbiota core menos diversa
quando comparada a de um individuo adulto saudivel (BERGSTROM et al., 2014;
MATAMOROS et al., 2013).

Conjuntos de dados da comunidade microbiana de amostras origem fecal descreveram
padrdes de associacdo do hospedeiro e fatores externos que podem moldar o microbioma
intestinal. No caso do ser humano, como dito anteriormente, a dieta pode influenciar a
composi¢do da microbiota intestinal mais do que fatores genéticos, geogrificos ou outros
(EREN et al., 2014).

Uma vez que Bacteroidetes e Firmicutes compdem a maioria dos microbiota intestinal,
os pesquisadores estudaram seus papéis no metabolismo do hospedeiro (LOPEZ-CEPERO;
PALACIOS, 2015). HOOPER; MIDTVEDT; GORDON, 2002, mostraram que Bacteroidetes
aumenta o processamento de nutrientes de dieta, regula positivamente o co-transportador de
glicose SGLT-1, além de promoverem o aumento da absor¢do lipidica. Além disso, bactérias
pertencentes a esse filo sdo capazes de melhorar a absor¢dao de micronutrientes, como o cobre,
através da regulacdo positiva da expressao do seu transportador CRT1. Estudos com o outro
filo dominante do intestino, Firmicutes, provaram o seu papel no aumento da absorcdo de
lipideos. Os pesquisadores mostraram que peixes-zebra, quando exclusivamente colonizados
com Firmicutes tiveram um aumento significativo na absorcao de lipideos € um aumento de
transporte de acidos graxos para o figado em compara¢do com o peixe-zebra inoculado com
Proteobacteria e Bacteroidetes (SEMOVA et al., 2012).

O "metagenoma" humano € composto de genes do hospedeiro e genes presentes nos
genomas dos trilhdes de microrganismos que colonizam o nosso corpo. O microbioma ¢é
responsavel por reagdes metabdlicas que o organismo do hospedeiro ndo é capaz sozinho, como
exemplo: degradacao de componentes da dieta que ndo somos capazes de digerir, fermentacdo
de polissacarideos, com formacao de acidos graxos de cadeia curta e a regulacdo de genes do
hospedeiro que promovem a deposicao de lipideos nos adipdcitos. Dessa forma, eliminamos a
necessidade de evoluir complexos enzimaticos que seriam necessarios para estas fungdes
(TURNBAUGH et al., 2006b). Nesse caso, um estudo comparativo do metagenoma fecal, a
fim de compreender a complexa interagdo entre genética do hospedeiro, os genes da
comunidade microbiana e as propriedades bioldgicas do "superorganismo" resultante, faz-se
necessario.

Nas andlises de correlacdo entre os metadados, alguns resultados eram esperados,
como por exemplo, correlacdo positiva entre os dados antropométricos, correlacdo positiva

entre insulina e HOMA-IR. Esses resultados reforcam a correta divisao dos individuos nos
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grupos a que pertencem, além de demonstrar a importincia dos dados antropométricos e
laboratorias no diagndstico e prognostico da obesidade.

De maneira interessante, uma correlacao negativa forte e estatisticamente significante
entre os Filos Firmicutes e Bacteroidetes foi observada nos trés grupos, sugerindo que o
aumento de um desses filos tornaria a ambiente intestinal menos propicio para o outro. Dessa
forma, a simples modulacdo da MIH com uso probidticos e prebidticos ou até mesmo através
de uma alimentacdo mais saudavel, proporcionaria um aumento de bactérias benéficas
pertencentes ao filo Bacteroidetes com uma consequente diminui¢do das bactérias ndo tao
benéficas pertencentes ao filo Firmicutes, e que seriam responsaveis pelo aumento da captagao
energética nos individuos obesos.

Outros achados interessantes nas andlises de correlacdo foram: correlacdo negativa
forte entre os filos Bacteroidetes e Actinobactéria no grupo com sobrepeso em contraste com
uma correlacdo positiva forte entre Firmicutes e Actinobactéria. Esses achados nos permitem
inferir e destacar que o microambiente intestinal de individuos com sobrepeso € diferente dos
individuos obesos, mas esse microambiente seria uma mudanca inicial, sendo uma ponte para
se chegar ao microambiente de uma pessoa obesa. Esses resultados reforcam a importancia da
ndo inclusdo desses individuos no mesmo grupo de individuos obesos em estudos que envolvam
a comparacao da microbiota intestinal.

O filo Actinobacteria € composto por bactérias Gram positivas, sendo Bifdobacterium
0 género que pertence a esse filo mais comum no trato gastrointestinal humano. Esse grupo de
bactérias estdo fortemente associadas a uma manuten¢do da permeabilidade da barreira
intestinal, sendo consideradas um grupo benéfico, porém estao associadas, também, a produgao
de grandes concentragdes de AGCC, principalmente acetato que € captado pelo figado onde
serve como substrato para gliconeogénese, sintese de colesterol e triglicerides (BINDA et al.,
2018).

Notamos uma tendéncia correlagao positiva entre o filo Verrucomicrobia e a variavel
HOMA-IR, nos grupos eutréfico e com sobrepeso que nao foi vista no grupo de obesos. Essa
tendéncia, ainda, € maior no grupo de eutréficos. O indice HOMA-IR € um método validado
para medir a resisténcia insulinica a partir da dosagem da glicemia de jejum e insulinemia Os
resultados observados neste estudo sugerem que, em individuos com IMC dentro de eutréficos
e sobrepeso, aqueles que apresentam maior abundancia do filo Verrucomicrobia, apresentam
um valor maior no indice HOMA-IR, porém ainda dentro da faixa de normalidade. Esta

caracteristica se perde no grupo de obesos.
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De maneira interessante, uma correlacdo negativa forte e estatisticamente significante
entre os Filos Firmicutes e Bacteroidetes foi observada nos trés grupos, sugerindo que o
aumento de um desses filos tornaria a ambiente intestinal menos propicio para o outro. Dessa
forma, a simples modulacdo da MIH com uso probidticos e prebidticos ou até mesmo através
de uma alimentacdo mais saudavel, proporcionaria um aumento de bactérias benéficas
pertencentes ao filo Bacteroidetes com uma consequente diminui¢do das bactérias ndo tdo
benéficas pertencentes ao filo Firmicutes, e que seriam responsaveis pelo aumento da captagao

energética nos individuos obesos.

6.2 LIMITACOES DO ESTUDO

Claramente, estamos apenas comecando a entender os mecanismos pelos quais a
microbiota intestinal (ou seus metabdlitos) conduzem o metabolismo do hospedeiro. Isso é em
parte causado pelo fato de que as técnicas necessarias para abordar estas questdes também estao
em desenvolvimento, incluindo a avaliagdo dos métodos de sequenciamento e analise
computacional. Melhorias na padronizacdo destas técnicas proporcionardo um grande passo a
frente para este campo (BOUTER et al., 2017). Embora a grande maioria dos estudos
descrevendo a composi¢do da microbiota intestinal em diferentes populagdes humanas foram
realizada a partir de amostras fecais, € importante observar que microbiota fecal humana nao é
um reflexo do ambiente intestinal como um todo, uma vez que algumas bactérias ficam
fortemente aderidas ao epitélio colonico. Isto €, obviamente, uma importante limitagdo que deve
ser considerada na interpretacdo dos resultados (JIANG et al., 2015)

A microbiota intestinal estd sendo cada vez mais aceita como um fator que afeta o
metabolismo do hospedeiro e contribui para condicdes patolégicas, como a obesidade. No
entanto, a contribuicdo da microbiota intestinal no processo de desenvolvimento da obesidade
em humanos ainda nio é claro. A etiologia da obesidade € heterogénea e, uma vez que a
microbiota pode influenciar na fisiopatologia da obesidade por diferentes mecanismos, também
ndo € de se surpreender que grupos distintos de microrganismos podem estar associados a
obesidade, levando-se em conta género, etnia, condi¢cdes genéticas e socioecondmicas do
hospedeiro em que se encontra (STANISLAWSKI et al, 2019). A maioria dos estudos
realizados até o momento utiliza uma baixa populagao amostral e incluem participantes com
origem étnica e habitos alimentares diversos além de utilizarem diferentes métodos com vieses

especificos, além do fato de que a MIH apresenta grande variagdo interpessoal. Um dos
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principais desafios, até o0 momento, é obter biomarcadores preditivos robustos para obesidade
com base na microbiota intestinal (TREMAROLI, V., & BACKHED, 2012).

Em estudo anterior do nosso grupo, utilizando as metodologias de FISH e PCR-DGGE
que sdo técnicas bem padronizadas e frequentemente utilizadas em estudos de comunidades
microbianas, encontramos resultados que ndo foram corroborados pelo estudo atual utilizando
metagenomica (ROGER; MCCARTNEY, 2010). A técnica de sequenciamento de nova €
considerada padrao ouro no estudo de comunidades microbianas, por ser uma técnica mais
sensivel e revelar dados mais finos, com maior discriminacdo taxondmica que nesse caso,
permitiu inferir diferencas na estrutura da comunidade taxondmica por anélises de distribui¢cado
e diversidade, reforcando a questdo que o uso de diferentes metodologias pode implicar em
diferencas nos resultados obtidos.

Um outro ponto importante no que diz respeito a discrepancia de resultados entre os
estudos € a ndo segregacdo de individuos com sobrepeso do grupo de individuos obesos. Em
nosso estudo demonstramos que individuos com sobrepeso se comportam de maneira
heterogenia, ora mais semelhantes aos eutréficos, ora aos obesos. Dessa forma, encaixa-los nos
grupo de obesos poderia alterar os resultados.

A disparidade nos resultados dos diferentes estudos ilustra a dificuldade para definir
corretamente a composi¢ao da microbiota intestinal. No entanto, esses resultados tém mostrado
que a microbiota € individual e especifica, portanto, as mudangas na microbiota causadas pela
obesidade também tendem a ter essas caracteristicas. Além disso, sua diversidade é muito
grande e sua participacdo no processo satde-doenca do hospedeiro ainda nao foram totalmente

esclarecidas. (VOS; ZOETENDAL; RAJILIC, 2008).
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7 CONCLUSOES

. A biblioteca metagendmica construida para posterior anélise de sequenciamento obteve
qualidade 6tima na grande maioria das amostras, apresentando apenas uma banda, apenas um

amplicon correspondente ao nimero de pares de bases esperados.

. O grupo de individuos obesos possui menor riqueza de espécies quando comparado com

individuos eutréficos e com sobrepeso.

° Nao identificamos diferenca entre os filos Firmicutes e Bacteroidetes nos individuos dos
trés grupos estudados. Porém em outros grupos bacterianos encontramos diferenca,
demonstrando que estrutura da microbiota bacteriana intestinal tende a se diferenciar entre
individuos obesos, com sobrepeso e eutroficos, sendo menos semelhante entre os obesos e

eutroficos.

. Individuos com sobrepeso comportam-se de maneira altamente heterogénea
apresentando uma estrutura de microbiota intestinal intermedidria ora mais semelhante aos

obsesos e ora mais semelhante aos eutroficos.

. A microbiota core de individuos obesos e com sobrepeso € consideravelmente menos

diversa quando comparada aos individuos eutréficos.

. Firmicutes e Bacteroides possuem correlagdo negativa forte nos diferentes ambientes

intestinais estudados.

. A correlag@o entre a estrutura da microbiota intestinal com pardmetros bioquimicos
antropométricos ndo ocorre de maneira uniforme entre os grupos de individuos, e ndo deve ser

preditivo de determinada modifica¢do na estrutura da comunidade microbiana.
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APENDICE A — Dados nutricionais dos individuos estudados.

Tabela 6: dados nutricionais dos individuos estudados.

Namero  Grupo Kcal Carb. PTN LIP FIB
102 Eutréfico 239236 47,11 12,09 32,18 14,75
105 Eutréfico 1808,41 73,93 19,47 26,54 2645
106 Eutréfico 2683,64 66,32 14,81 22,93 56,7
107 Eutréfico 4231,67 69,85 18,67 29,26 48,35
109 Eutréfico 2013,29 56,85 21,91 32,12 23,02
110 Eutréfico 1720,53 37,38 22,6 38,25 13,91
111 Eutréfico 1799,29 51,91 21,77 24,73 21,53
112 Eutréfico 1637,6 58,89 24,03 35,76 11,47
114 Eutréfico 2099,58 63,19 20,66 26,33 48,59
116 Eutréfico 1834,76 56,96 17,25 27,76 11,6
117 Eutréfico 1784,06 31,43 18,08 6597 24,89
119 Eutréfico 982,08 60,16 30,83 39,49 6,4
120 Eutréfico 2317,65 46,52 15,83 40,67 27,34
121 Eutréfico 1599,62 52,41 18,06 31,7 27,38
122 Eutréfico 1592,79 61,62 14,17 27,67 22722
124 Eutréfico 2648,29 58,15 13,72 28,18 33,56
125 Eutréfico 2201,29 48,7 18,77 32,27 22,18
126 Eutréfico 1419,45 35,07 17,84 51,94 16,52
127 Eutréfico 1246,04 56,45 17,04 31,66 8,15
128 Eutréfico 1249,8 54,4 18,11 28,4 15,84
129 Eutréfico 2011,68 53,9 1586 32,57 25,57
130 Eutréfico 1510,44 50,12 20,66 29,87 14,39

2 Sobrepeso 2461,07 67,05 16,42 24,48 28,06
9 Sobrepeso 2383,36 57,8 12,31 19,61 25,27
21 Sobrepeso 1788,24 60,16 15,94 24,7 21,84
22 Sobrepeso 2328,45 60,11 16,22 36,59 23,86
28 Sobrepeso 32774 54,22 19,49 31,89 25,32
29 Sobrepeso 1966,58 56,57 18,13 26,5 25,91
30 Sobrepeso  2176,6 52,12 18,19 29,96 34,6
35 Sobrepeso 1186,13 47 26,11 31,09 20,12
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Obeso
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2254,64
991,82
876,01
4759,7

2892,46
1811,45
1430,07
1998,68
1535,51
143791

2030,87
1449,08
1024,49

2491,95

2460,28
2670,9
973,02

2065,47

4504,78

2377,52
1517,24
1500,33
1986,92
1707,39
1394,31

2708,38

2467,46

5388,86

2009,64

3073,26
1339,59
1890,7

215741

48,62
53,25
51,67
55,69
39,59
50,2
48,65
45,34
62,93
58,86
63,75
62,7
70,69
54,55
71,92
54
49,29
56,84
48,32
46,92
53,82
66,35
55,88
493
48,48
42,47
64,75
68,74
56,91
51,32
54,15
62,77
53,34

21,3
22,21
22,89
11,91
18,59
18,68
20,84
19,29
16,98
17,02
17,52
23,84
19,82
15,46
15,65
15,68
20,66
25,26
14,91
23,51
15,72
14,32
17,91
13,08
17,47
19,69
18,35
14,64
24,22
14,67
23,7
24,72
16,92

31,62
27
24,32
33,78
42,05
30,88
38,51
34,58
38,03
27,09
23,95
35,09
21,28
30,23
28,09
35,09
31,67
27,9
36,95
32,32
31,43
28,13
26,74
38,44
34,98
35,11
16,12
24,11
20,38
31,72
31,46
26,26
30

30,43
13,23
7,99
63,7
33,81
23,51
10,99
21,78
14,56
11,55
47,03
20,08
15,21
40,49
31,57
31,16
17,78
43,03
42,77
40,61
26,82
23,29
40,67
14,23
13
31,43
33,8
52
26,97
49,37
16,14
32,02
22,59
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57 Obeso  1569,87 70,74 21,47 17,24 27,35
59 Obeso  1079,04 74,5 21,47 20,01 18,56
60 Obeso  1736,53 68,25 17,47 25775 27,37

Fonte: elaborada pelo autor. Kcal =calorias ingeridas; Carb.= carboidratos; PTN= proteinas;
LIP= lipideos; FIB= fibras.



APENDICE B —Dados antropométricos dos individuos estudados.

Tabela 7: dados antropométricos dos individuos estudados

Namero Grupo BMI WC AC HC WC/AC
102 Eutréfico 23,61 72,00 78,0 101,00 0,71
105 Eutréfico 22,25 75,00 83,0 98,00 0,76
106 Eutréfico 22,36 76,00 85,0 99,00 0,76
107 Eutréfico 21,75 74,00 79,0 102,00 0,72
109 Eutréfico 20,16 70,00 77,0 92,00 0,76
110 Eutréfico 21,75 78,00 79,0 93,00 0,83
111 Eutréfico 22.85 78,00 84,0 101,00 0,75
112 Eutréfico 24,00 81,00 90,5 111,00 0,72
114 Eutréfico 24,85 78,00 87,0 104,00 0,75
116 Eutréfico 22,29 74,50 88,0 102,00 0,73
117 Eutréfico 24,27 71,00 79,0 100,00 0,71
119 Eutréfico 20,16 73,00 81,0 99,00 0,74
120 Eutréfico 23,46 70,00 75,0 99,00 0,71
121 Eutréfico 23,90 81,00 88,0 97,00 0,84
122 Eutréfico 23,81 85,00 88,0 102,00 0,83
124 Eutréfico 24,60 89,00 96,0 103,00 0,86
125 Eutréfico 21,09 71,00 81,0 93,00 0,76
126 Eutréfico 24,50 102,00 102,0 99,00 1,03
127 Eutréfico 24,49 94,00 99,0 103,00 0,91
128 Eutréfico 24,96 92,00 95,0 100,00 0,92
129 Eutréfico 18,55 71,00 77,0 93,00 0,76
130 Eutréfico 20,68 69,00 72,0 90,00 0,76

2 Sobrepeso 27,70 78,50 88,0 106,00 0,74

9 Sobrepeso 29,33 90,00 106,0 117,00 0,76
21 Sobrepeso 26,17 90,00 96,0 104,00 0,86
22 Sobrepeso 26,42 96,00 101,0 102,00 0,94
28 Sobrepeso 26,64 88,00 97,0 107,00 0,82
29 Sobrepeso 95,50 95,50 98,0 108,00 0,88
30 Sobrepeso 25,13 77,50 83.0 100,00 0,77
35 Sobrepeso 26,78 82,00 91,0 108,00 0,76
38 Sobrepeso 28,94 87,50 96,5 109,00 0,80
41 Sobrepeso 29,06 88,00 98,0 103,00 0,85
42 Sobrepeso 26,16 94,00 93,5 104,00 0,90
44 Sobrepeso 27,66 90,50 92,0 107,00 0,84
108 Sobrepeso 26,15 86,00 92,0 100,00 0,86
113 Sobrepeso 25,60 82,00 86,0 102,00 0,80
203 Sobrepeso 26,43 83,50 95,0 111,00 0,75
205 Sobrepeso 28,85 89,00 92,0 104,00 0,86
206 Sobrepeso 26,25 85,00 90,0 102,00 0,83
207 Sobrepeso 25,17 93,00 97,0 101,00 0,92
208 Sobrepeso 26,92 85,00 95,0 102,00 0,83
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209 Sobrepeso 28,63 95,00 98,0 105,00 0,90
210 Sobrepeso 26,03 95,00 99,0 106,00 0,90

211 Sobrepeso 25,30 91,00 95,0 114,00 0,80
212 Sobrepeso 26,19 94,00 95,0 104,00 0,90
1 Obeso 30,92 97,00 100,0 106,00 0,91
4 Obeso 43,18 113,00 115,0 134,00 0,84
6 Obeso 44,87 120,00 119,0 136,00 0,88
7 Obeso 30,38 89,00 104,0 110,00 0,80
10 Obeso 42,38 139,00 142,0 143,00 0,97
11 Obeso 41,67 113,00 130,0 127,00 0,88
14 Obeso 30,13 91,00 95,0 109,00 0,83
15 Obeso 40,59 115,00 119,0 120,00 0,95
17 Obeso 35,12 106,00 105,0 112,00 0,95
24 Obeso 32,52 110,00 105.,0 112,00 0,98
27 Obeso 40,12 96,00 114,0 121,00 0,79
32 Obeso 50,05 147,00 147,0 145,00 1,01
34 Obeso 31,64 99,00 101,0 11,00 0,89
39 Obeso 37,10 116,00 115,0 120,00 0,96
45 Obeso 50,30 150,00 150,0 112,00 1,34
46 Obeso 37,22 109,00 121,0 131,00 0,83
54 Obeso 31,69 105,00 105,0 113,00 0,93
55 Obeso 32,32 121,00 119,0 105,00 1,15
57 Obeso 30,13 99,00 100,0 102,00 0,97
59 Obeso 35,28 123,00 124,0 113,00 1,09
60 Obeso 32,31 107,00 107,0 110,00 0,97

Fonte: elaborada pelo autor. BMI= indice de massa corporal, WC= circunferéncia da
cintura, AC= circunferéncia abdominal; HC= Circunferéncia do quadril.



APENDICE C - Dados laboratoriais dos individuo estudados.

Tabela 8: dados laboratoriais dos individuo estudados.

HOMA-

Namero Grupo Glyc TAG Chol LDL HDL  Creatine Cortisol Insulina IR HOMA-B Hb
102 Eutréfico 75 49,00 168,00 88,00 71,00 1,03 23,60 3,60 0,70 108,70 13,30
105 Eutréfico 77 53,00 165,00 97,00 58,00 0,87 11,57 4,60 1,80 454,00 12,30
106 Eutréfico 91 181,00 181,00 115,00 42,00 1,00 17,60 7,60 1,70 98,00 13,10
107 Eutroéfico 87 136,00 150,00 100,00 45,00 0,98 15,00 6,30 1,20 96,00 13,50
109 Eutréfico 83 85,00 194,00 122,00 55,00 0,92 13,35 2,40 0,50 43,40 13,00
110 Eutréfico 87 112,00 162,00 97,00 43,00 0,99 18,18 2,80 0,60 42,20 12,00
111 Eutréfico 81 44,00 169,00 93,00 68,00 0,99 17,23 3,20 0,60 64,30 15,10
112 Eutréfico 83 187,00 269,00 151,60 80,00 1,10 17,10 7,40 1,50 133,80 13,30
114 Eutréfico 94 208,00 188,00 96,00 51,00 0,85 24,86 10,00 2,30 116,50 11,00
116 Eutréfico 79 60,00 150,00 88,00 50,00 1,00 23,60 3,60 0,70 108,70 13,30
117 Eutréfico 84 86,00 188,00 100,00 71,00 1,13 15,82 4,80 1,00 82,60 12,60
119 Eutréfico 78 122,00 218,00 136,00 58,00 0,73 12,80 4,70 0,90 113,40 13,50
120 Eutréfico 84 66,00 252,00 179,00 60,00 0,95 13,80 4,50 1,20 112,00 13,40
121 Eutréfico 94 208,00 188,00 96,00 51,00 0,85 24,86 10,00 2,30 116,50 11,00
122 Eutréfico 99 104,00 209,00 114,00 75,00 0,88 11,30 6,50 1,60 65,20 14,40
124 Eutréfico 79 109,00 183,00 120,20 41,00 1,13 4,50 3,80 0,70 85,90 15,30
125 Eutréfico 84 91,00 218,00 141,00 59,00 0,87 13,48 5,30 1,10 91,20 15,00
126 Eutréfico 115 198,00 191,00 112,00 40,00 0,96 6,05 5,20 1,50 36,10 16,80
127 Eutréfico 78 124,00 213,00 147,00 42,00 1,04 8,06 7,00 1,30 168,90 13,70
128 Eutréfico 98 57,00 179,00 113,00 55,00 1,04 14,96 5,70 1,40 58,80 14,50
129 Eutréfico 77 38,00 122,00 64,00 51,00 1,20 15,30 3,10 0,60 80,20 14,30
130 Eutréfico 81 103,00 208,00 126,46 61,00 1,12 11,30 11,30 2,30 120,00 12,90

2 Sobrepeso 80 146,00 182,00 105,00 48,00 0,98 28,20 6,30 1,90 129,90 12,30
9 Sobrepeso 82 70,00 144,00 72,00 58,00 0,86 13,25 6,40 1,30 121,80 12,80
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15,40

84

Fonte: elaborada pelo autor: Gly= glicose; TAG= triglicérides; Chol= colesterol; LDI=colesterol LDL; HDL= colesterol HDL; Hb= hemoglobina



APENDICE D — Niéimero de Reads por amostra

Tabela 9: Niimero de Reads por amostra

Amostra Numero de Reads
32 8427.0
29 8512.0
207 8560.0
203 9931.0
44 10771.0
107 11599.0
108 11619.0
129 12342.0
113 13581.0
42 13734.0
35 14241.0
208 14307.0
205 15120.0
119 16352.0
46 16858.0

7 17267.0
28 17462.0
210 17635.0
114 17888.0
127 18427.0
9 19187.0
41 19287.0
59 19494.0
39 20790.0
212 21681.0
130 23097.0
30 23199.0
22 24065.0
15 24663.0
4 25333.0
106 27509.0
6 28940.0
45 29132.0
126 30118.0
60 30271.0
24 30353.0
122 31387.0
1 31967.0
54 33213.0
209 34068.0
110 34594.0
206 35002.0
112 36144.0
109 37809.0
21 38384.0
105 39491.0
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124
57
34
111
128
11
17
14
110
206
112
109
21
105
124
57
34
111
128
11
17
14
125
10
116
55
102
101
27
38
121
2
120
211
117
14
125
10
116
55
102
101
27
38
121
2
120
211
117

40271.0
44645.0
44717.0
47558.0
47985.0
49770.0
51114.0
53329.0
34594.0
35002.0
36144.0
37809.0
38384.0
39491.0
40271.0
44645.0
44717.0
47558.0
47985.0
49770.0
51114.0
53329.0
58921.0
60074.0
67629.0
80138.0
90715.0
99006.0
111541.0
149524.0
219704.0
281429.0
444598.0
449862.0
554465.0
53329.0
58921.0
60074.0
67629.0
80138.0
90715.0
99006.0
111541.0
149524.0
219704.0
281429.0
444598.0
449862.0
554465.0

Fonte: elaborada pelo autor
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apstract

Dbesiy ks curmenity 3 workdwlse publlc health threst, belng consldered & pandemic
muRHaciarial disease ralated 1o the human Intestinal migrabiofs (HIM). However, most of
e studles on HIM and obesky e bEssd on small sample size and diverse
methodalogizal approaches, which resulis In difficullies for data comparsons. As
regional and soclzl pengylor can play @n Important role In the modulaton of HKI, this
study facused on the Investigation of bacierial diversty in obese, overwelght and
autrophic Braziian indkiduats, using molecular techniques widely Sescrited In e
literature ard Involving studles of intestinal mIpgbiolz, Wolumteers (ne=72) #ere evenly
ciassified according ba thelr body mass index. Musitional, cinkeal, sooial parameters Wels,
[exgreg. Frash g3l Eamples wens colested And ampgenizan. Overall, 523 of obsge
wana fiyperensive, wheneas only 12% of ovenwelght and 43 of eutrophic were. Maogt of
e obese were rated 35 low ncome (303%). %), Lower rzlative bacterial densities were
EII::SEI'I.'EEI In IZIIJE:SE compared to eutrophic for aimaoet all i3gons studled {p <0.05) wih the
ratio = 1) Increased In obese using the FISH technique.
'D".'En'.'EIgl'II: Indrviduals presented bacteral densky representative of Hikd with higher
probabiity of obesHy. All the parficipants were clustered In 3, difierent groups based on
the PCR-DEGE fingerprint pattems (C1, C2, C3). The cluster C1 comprised mosty
ob=ge, whereas eulrophic Indiiduals wers highly represeniative in C3. The chuster C2
showed o be fransitional. Taxocnomic analysls using new generstion sequencing showed
that BAGiEroidelss, was the predominant phylum o the three groups, foliowed by
Elrmiizutes phivium. The comparative analysk of the relatyve abundance of the maln phyla
In Me thres groups showed & BlgnMicant diferencs In Yamucemlershia. phyium pepyesn.,
L4TapNis and obese groups (value of P = 0U0445). No statistically significant difference
wAR-obeeped In the Eimisuter’ Bactepoddeiss ratle between the three groups as
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Titulo da Pesquisa: Microbiota, sistema imunologico e obesidade: diversidade microbiana intestinal e
parametros imunoldgicos de individuos obesos e eutrdficos.

Pesquisador; Claudio Galuppo Diniz

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 23895013.9.0000.5147

Instituigio Proponente: Departamento de Parasitologia, Microbiclogia e Imunologia/UFJF

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 479.002
Diata da Relatoria: 07/14/2013

Apresentagio do Projeto:
Apresentacio do projeto esta clara e detalhada de forma objetiva. Descreve ag bases cientificas que
justificam o estudo.

Objetivo da Pesquisa:
Apresenta clareza e compatibilidade com a proposta de estudo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

IdentificagSo dos riscos € as possibilidades de desconfortes e beneficios esperados, estio adequadamente
descritos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto estéd bem estruturado, delineado e fundamentado, sustenta os objetivos do estudo em sua
metodologia de forma clara e objetiva, e se apresenta em consondncia com os principios &ticos norteadores

da ética na pesquisa cientifica envolvendo seres humanos elencados na reselugdo 466/12 do CNS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
O projeto estd em configuracio adequada e ha apresentagdo de declaragdo de infraestrutura e de
concorddncia com a reafizacBo da pesguisa, assinada pelo responsavel da instituigBo onde sera realizada a

pesquisa. Apresentou de forma adequada o termo de Consentimento Livre e

Enderego: JOSE LOURENCO KELMER SN

Bairro:  SAO PEDRO CEP: 38036-000
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)2102-3788 Fax: (3211023783 E-mail: cep propesq@ufi edubr
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Contnuagdo oo Parecer 479.002

Esclarecido. O Pesquisador apresenta titulagdo e experiéncia compativel com o projeto de pesquisa.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagoes:

Diante do exposto, o projeto estd aprovado, pois esta de acordo com o2 principios éticos norteadores da
ética em pesguisa estabelecido na Res. 466/12 CNS. Data prevista para o término da pesquisa: 30/11/2015

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciacaoe da CONEP:

MNao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as atribuicdes definidas na
Res. CNS 4686/12, manifesta-se pela APRDVAQE{] do protocolo de pesquisa propesto. Vale lembrar ao
pesguisador responsavel pelo projeto, o compromisso de envio ao CEP de relatdrios parciais efou total de
slua pesquisa informando o andamentos da mesma, comunicando também eventos adversos e eventuais

medificagdes no protocolo.
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Assinador por:
Paulo Cortes Gago

(Coordenador)
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido.

=
mn'EnslmnE"l"Eﬁfpj.L DE JUIZ DE FORA

_PRO-REITORTA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CERUEJE
36036-900 JUTZ DE FORA - MG - BRASTL

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

0 5r. (a) estd sendo convidado (a) como voluntirio (a) a participar da pesquisa "MICROBIOTA,
SISTEMA [MUNOLOGICO E OBESIDADE: DIVERSIDADE MICROBIANA INTESTINAL E
PARAMETROS IMUNOLOGICOS DE INDIVIDUOS OBESOS E EUTROFICOS".

MNesta pesquisa pretendemos avaliar a diversidade bacteriana, seu perfil funcional e metabélico, e
parimetros imunclégicos de individuos obesos e eutrdficos para o estabelecimento de possiveis
correlagdes entre composicio microbiana, atividade imuneléagica, perfil nutricional e bioguimico, e a
obesidade.

De acordo com os érgdos internacionais de sadde, investigacbes direcionadas ao entendimento
dos fatores envolvidos na etiofisiopatologia da obesidade considerando-se aspectos imunclégicos e da
microbiota residente intestinal deverde contribuir para minimizar o impacto para saide piiblica dos
custos associados 3s comorbidades e os custos sociais da doenga, dada sua prevaléncia.

Acreditamos que esta pesquisa possa contribuir para dimensionar a distribuicio bacteriana na
microbiota residente intestinal de pacientes obesos, seu papel no ecossistema pela determinagio dos
perfis funcionais e metabélicos, e aspectos da resposta imunolégica sistémica nestes individuos.

Esses conhecimentos poderiam contribuir e suscitar discussées sobre o envolvimento destas
varidveis na etiologia multifatorial da obesidade e suas e comorbidades. Além disso, os resultados
podem gerar indicadores para serem usados em correlagdes entre fatores do comportamento que
possam modular microbiota e imunidade, como perfil nutricional e hibitos de vida

Fara este estudo estio sendo convidados adultos obesos nio diabéticos assistidos em um
servigo de endocrinologia e individuos eutroficos recrutados na comunidade. Os participantes
responderdo a um questionario de dados clinicos e epidemiologicos, serdo submetidos a
avaliacio antropomeétrica (peso atual, altura, Indice de Massa Corporal, circunferéncia da
cintura, relagio entre as circunferéncias da cintura e do quadril, circunferéncia do braco,
circunferéncia muscular do braco e percentual de gordura corporal), avaliacdo nutricional,
pela aplicacio de um registro alimentar de 3 dias, e coleta de espécimes clinicos (sangue e
fezes].

# Considerando-se os riscos envolvendo pesquisa com seres humanos, de acorde com o
preconizado pela legislagio vigente (resclugic 466,12 do Conselho Nacional de Satide). o estudo
& classificado como de risco minimo, isto & o procedimento ndo acarretard riscos para os
participantes, maiores do que agueles aos quais eles estariam expostos na sua rotina.

# Eventuais desconfortos fisicos ou emocionais serfio minimizados, uma wvez que os dadoes
antropomeétricos serdo obtidos durante consulta de endocrinologia e os espécimes clinicos serdo
coletados em domicilio (fezes no coletor fornecido) ou laboratéric de andlises clinicas
participante do projeto [sangue), de acordo com a uma guia de convénio fornecida.

# Para participar deste estudo o 5r(a) ndo terd nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem
financeira. Terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se a participar. Poderd retirar seu consentimento ou interromper a
participagio a qualquer momento. A sua participagio € voluntdria e a recusa em participar nio
acarretard qualquer penalidade ou modificacio na forma em que & atendido pelo pesquisador, que
tratard a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
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# s resultados da pesquisa estardo 3 sua disposicdo quando finalizada, S5en nome ou o material que
indique sua participagio nioc sera liberado sem a sua permissdo e o (a) 5r(a) ndo serd identificado
em nenhuma publicacio que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo gque uma copia serd arquivada
pelo pesquisador responsavel, no Instituto de Ciéncias Biologicas /UFJF, Setor de Microbiologiaea
outra sera fornecida ao senhor(a). Os dados e instrumentos utilizades na pesquisa ficarfo arquivados
com o pesquisador responsdvel por um periodo de 3 (cinco] anos, e apds esse tempo serdo destruidos.

Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetives da pesquisa “MICROEBIOTA, SISTEMA
IMUNOLOGICO E OBESIDADE: DIVERSIDADE MICROBIANA INTESTINAL E PARAMETROS
IMUNOLOGICOS DE INDIVIDUOS OBESOS E EUTROFICOS", de maneira clara e detalhada e esclareci
minhas dividas. 5ei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha
decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concorde em participar. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada 3 oportunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Juiz de Fora, de de 20

Nome Assinatiua participarmte Data
Wome Assinatina pesquisador Data
Nome Assinatura testenminha Data

Em caso de dinidas. com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa. vocg podera consultar
CEP - ConarE DE ETic A BM Pesquisa/UFTF

Camrpus UnmvERSITARIO DA UFJF

PrO-BEITORIA DE PESQUISA

CEP: 36036900

Fome: (32) 2102- 3788 / E-MAIL - cep propesgiiufif edu br

PEsSQUISADOR RESPONSAVEL: PROF, DR, CLAUDIO GALUPPO DNNIZ
DEPTO. PARASITOLOGIA, MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA
ICE/UNIvERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA

Rra JosiE LOURENCO KELMER, 5/5 - CasPUs UNIVERSITARIO
BamRR0 5i0 PEDRO - CEP: 36036-330 - Jurz pE Fora, MG
E-aan: clandio.dinizi@ufjf edo.br
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ANEXO C - Questionario quantitativo de frequéncia alimentar adaptado.

Leite e derivados Quantas vezes vocé | Unidade Média | Grande
come Pequena

Leite integral N 1 2 3 4 5 6/DSM
7 8 9 10

Leite desnatado N 1 2 3 4 5 6|DSM
7 8 9 10

logurte convencional N 1 2 3 4 5 6|/DSM
7 8 9 10

logurte light N 1 2 3 4 5 6|DSM
7 8 9 10

Queijo branco N 1 2 3 4 5 6|/DSM
7 8 9 10

Queijo amarelo N 1 2 3 4 5 6|DSM
7 8 9 10

Requeijao convencional N 1 2 3 4 5 6|/DSM
7 8 9 10

Requeijao light N 1 2 3 4 5 6/DSM
7 8 9 10
N 1 2 3 4 5 6/DSM
7 8 9 10

Paes e substitutos

Pao francés N 1 2 3 4 5 6|/DSM
7 8 9 10

P&o de forma convencional N 1 2 3 4 5 6|DSM
7 8 9 10

Pao de forma Light N 1 2 3 4 5 6|/DSM
7 8 9 10

Pao integral N 1 2 3 4 5 6|/DSM
7 8 9 10

Pao de queijo N 1 2 3 4 5 6|DSM
7 8 9 10
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Biscoito salgado N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Biscoito polvilho N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Biscoito de maisena N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Biscoito recheado diet N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Biscoito recheado convencional |[N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Biscoito Waffer diet N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Biscoito Waffer convencional N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Bolo diet N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Bolo convencional N 1 2 3 DSM
7 8 9 10
N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Gorduras

Margarina convencional N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Margarina Light N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Manteiga N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Maionese convencional N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Maionese light N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Azeite N 1 2 3 DSM
7 8 9 10
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N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Cereais

Arroz N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Arroz integral N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Arroz temperado N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Batata Frita N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Mandioca Frita N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Batata cozida N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Mandioca cozida N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Angu N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Milho Verde N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Macarrao N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Lasanha N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Macarrao instantédneo N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Coxinha N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Quibe N 1 2 3 DSM
7 8 9 10

Esfiha/ enroladinho N 1 2 3 DSM
7 8 9 10
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