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RESUMO 

 

A obesidade, nos dias atuais, é considerada uma pandemia, acometendo pessoas de 

todas as idades, sexo e etnia. É uma doença que cursa com um estado inflamatório crônico de 

baixo grau. Sua causa é multifatorial e está associada a complicações metabólicas de alta 

morbimortalidade que geram elevados custos ao sistema de saúde. A microbiota intestinal 

humana (MIH) possui grande importância no desenvolvimento não só da função intestinal, mas 

de outros sistemas corporais. Estudos recentes têm associados à MIH ao desenvolvimento e 

manutenção da obesidade envolvendo vários mecanismos distintos. O objetivo do presente 

estudo foi avaliar a comunidade bacteriana intestinal, comparativamente entre indivíduos 

eutróficos, com sobrepeso e obesos, a partir de banco de DNA metagenômico fecal, por técnica 

de sequenciamento de nova geração, e correlacionar, através da análise de correlação linear de 

Pearson, o perfil microbiano, os dados nutricionais, laboratoriais e antropométricos 

previamente analisados. Foram avaliados 72 indivíduos classificados em eutróficos (n=22), 

com sobrepeso (n=23) e obesos (n=21), de acordo com o IMC. A análise de rarefação e o índice 

chao-1 mostrou que indivíduos obesos possuem menor riqueza de espécies comparado aos 

outros dois grupos estudados, porém não foi evidenciado diferença na composição taxonômica 

entre os grupos. Diferente da maioria dos estudos, não encontramos diferença estatística na 

abundancia dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, nem na relação Firmicutes/Bacteroidetes, 

Apenas no filo Verrucomicrobia foi evidenciado uma diferença estatística significativa entre 

eutróficos e obesos, sendo a abundancia desse filo no grupo com sobrepeso estatisticamente 

igual aos dois grupos. Em relação aos gêneros os grupos de eutróficos e obesos se diferenciaram 

em relação aos gêneros 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 diferença estatística entre Alistipes (P = 0,0030), Rumicococaceae;Others (P = 

<0,0001) e Fecalibacterium (P= 0,0296). Entre os grupos eutrófico e com sobrepeso não foi 

encontrada nenhuma diferença. A microbiota core do grupo eutrófico apresentou um número 

consideravelmente maior de OTU´s - 188 no total  em relação 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 

relação aos obesos. A análise de correlação mostrou correlação negativa forte ou muito forte 

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



abundância de um deles torna o ambiente intestinal desfavorável para o outro. Em relação às 

correlações especificamente entre os metadados e os principais filos bacterianos, não houve 

nenhuma correlação estatística significativa. Concluímos que a microbiota intestinal do grupo 

obeso possui menor riqueza comparada aos outros dois grupos, além de uma estrutura 

bacteriana claramente distinta em relação a grupos taxonômicos específicos e uma microbiota 

core menos diversa. Indivíduos com sobrepeso comportam-se de maneira altamente 

heterogênea apresentando uma estrutura de microbiota intestinal intermediária. 

 

Palavras Chaves: Obesidade; Microbiota intestinal; biblioteca genômica 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 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

A obesidade é um problema de saúde pública altamente relevante devido a sua 

prevalência, distribuição mundial e associação com outras doenças, como diabetes e síndrome 

metabólica, hipertensão, doenças cardiovasculares, dislipidemias, aterosclerose e algumas outras 

formas de câncer. A doença é definida, ainda, como de incidência crescente, sendo determinada 

pela associação de vários fatores: orgânicos, genéticos, ambientais, culturais, alimentares e 

emocionais. De acordo com a Organização Mundial da Saúde, é caracterizada pelo acúmulo 

excessivo de gordura, que atinge diferentes níveis de severidade, podendo afetar a saúde do 

indivíduo de várias maneiras. Seu diagnóstico é feito através da determinação do índice de massa 

corporal (IMC), sendo os indivíduos eutróficos 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 Saúde 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 população 

brasileira apresenta obesidade ou sobrepeso. O levantamento é da Vigitel (Vigilância de Fatores 

de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico) e os dados foram 

coletados em 26 capitais brasileiras e no Distrito Federal no ano de 2016 na população acima 

de 18 anos de idade.  

Estudos científicos abordando o microbioma humano foram introduzidos como um 

novo conceito microbiológico nos últimos anos, e é caracterizado pela avaliação de vários 

aspectos da comunidade microbiana (genes, padrões de expressão, bem como seu papel 

ecológico) que habita o corpo humano (bactérias, fungos, arqueias e vírus). Estima-se que o 

microbioma humano albergue cerca de 150 vezes mais genes do que o próprio genoma humano.  

Como componente do microbioma humano, a microbiota intestinal é constituída por 

uma grande quantidade de microrganismos distribuídos de maneira não homogênea, de acordo 

com as características de cada porção intestinal, sendo o colón a parte que contém o maior 

número de microrganismos devido, principalmente, à grande quantidade de nutrientes ali 

disponíveis, ausência de secreções intestinais e ao peristaltismo lento característico do local. A 

enorme quantidade e diversidade de microrganismos presentes no trato intestinal contribuem 

com diversas funções, como: função imunomoduladora, contribuindo para a maturação local e 

sistêmica da resposta imune e geração de uma imunotelorância; metabolismo de drogas; 

favorecimento do desenvolvimento de microvilosidades e importantes funções metabólicas. 

Estudos recentes demonstraram o envolvimento da microbiota intestinal na regulação 

energética, assim como no processo inflamatório, sendo, portanto, a microbiota, um fator 
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intermediário entre os fatores ambiental e comportamental relacionados à fisiopatologia da 

obesidade. Estes estudos, utilizando modelos humanos e animais têm sugerido que a 

composição da microbiota intestinal é diferenciada em indivíduos obesos e eutróficos. 

Entretanto, trabalhos avaliando a microbiota de indivíduos com sobrepeso ainda são pouco 

abordados. É importante ressaltar, também, que esses dados requerem atenção em função da 

variação regional e social dos indivíduos, que pode refletir diferenças na comunidade 

microbiana. Dessa maneira, para estudos de microbiota, é essencial a utilização de metadados 

que abrangem variáveis que incluam observações intrínsecas do indivíduo, além da simples 

descrição de peso e IMC, como dados sociodemográficos e clínico-epidemiológicos 

(regionalismos), e outros fatores endógenos dos hospedeiros. 

A participação das bactérias na composição da microbiota humana é bem estabelecida, 

sendo conhecidas as principais espécies bacterianas em alguns sítios anatômicos, como pele, 

cavidade oral, trato geniturinário e trato gastrintestinal. Vários fatores como idade, estilo de 

vida e alimentação influenciam a composição da microbiota intestinal. Estudos sugerem que a 

microbiota pode influenciar a homeostase energética do hospedeiro por vários mecanismos, 

porém, estudos adicionais, de caráter regional ainda são necessários para uma compreensão 

mais detalhada da relação entre a composição da microbiota intestinal e os variados fenótipos 

metabólicos (eutróficos, obesos e com sobrepeso), e de como uma modulação destes 

microrganismos poderia ser benéfica para alteração destes fenótipos. 

Em estudos prévios do nosso grupo, investigou-se a diversidade bacteriana intestinal 

e parâmetros nutricionais de indivíduos obesos, com sobrepeso e eutróficos da cidade de Juiz 

de Fora por técnicas moleculares (hibridização fluorescente in situ - FISH e Eletroforese em 

Gel com Gradiente Desnaturante-DGGE). Os resultados mostraram que a razão 

Firmicutes/Bacteroidetes encontra-se aumentada nos obesos em relação aos eutróficos, 

sugerindo um aumento relativo da proporção de Firmicutes nesses indivíduos. De acordo com 

a literatura, a alteração da distribuição bacteriana e na relação Firmicutes/Bacteroidetes poderia 

contribuir para uma maior biodisponibilidade de geração de ácidos graxos de cadeia curta no 

ecossistema intestinal, que por sua vez resultaria em um superávit energético para o hospedeiro, 

a partir da absorção intestinal dos produtos de metabolismo destas moléculas, além dos efeitos 

colaterais prejudiciais da sua ocorrência em quantidades aumentadas (aumento da lipogênese). 

Os resultados da FISH mostraram, também, que a microbiota dos indivíduos com sobrepeso 

está em um processo de transição, indo ao encontro da microbiota de pessoas obesas. De acordo 

com os dados de DGGE, houve a formação de um agrupamento de indivíduos obesos e com 
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sobrepeso, sugerindo uma sobreposição no perfil de unidades taxonômicas operacionais 

(OTUs) predominantes entre esses indivíduos. 

Os resultados encontrados sugeriram que a microbiota de indivíduos obesos poderia 

ser característica, de acordo com a tendência observada na literatura, considerando outras 

populações com diferentes hábitos nutricionais e de comportamento. Porém, as técnicas 

utilizadas apresentam limitações consideráveis.   A metodologia de FISH tem como limitante a 

cobertura das sondas utilizadas, enquanto o PCR-DGGE não permite a identificação de quais 

grupos taxonômicos compõem a microbiota intestinal.  Dado às limitações dessas técnicas 

independentes de cultivo e à complexidade do ecossistema intestinal, a metagenômica se tornou 

uma importante ferramenta para o estudo da microbiota intestinal. A metagenômica consiste no 

sequenciamento de todos os organismos de um determinado ambiente. Essa metodologia foi 

impulsionada com o surgimento das plataformas de sequenciamento de nova geração e a 

consequente redução dos custos de sequenciamento.  

Do exposto, dando sequência à linha de pesquisa microbiota e obesidade cujas metas 

são investigar aspectos da estrutura da microbiota intestinal humana e sua relação com a 

obesidade, é proposto esse projeto cujo aprofundamento se dá pela abordagem metataxonômica 

da microbiota intestinal representativa a partir de espécimes fecais de indivíduos eutróficos, 

com sobre peso e obesos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Obesidade 

 

A obesidade é uma doença crônica não transmissível, caracterizada pelo acumulo 

anormal de tecido adiposo como consequência de um desequilibro entre a ingesta e o gasto de 

energia. O excesso de energia ingerido é armazenado no tecido adiposo com consequente 

aumento da adiposidade (BREHM; D’ALESSIO, 2014). Atinge todas as faixas etárias, gêneros 

e etnias, sendo considerada, nos dias atuais, uma pandemia. Clinicamente a obesidade é definida 

pelo índice de massa corporal (IMC), calculado pela divisão do peso em quilogramas pela altura 

em metros quadrados, e cujos valores são baseados em estudos de morbidade e mortalidade em 

indivíduos caucasianos (LAGHI, 2018). 

De acordo com o IMC, os indivíduos são classificados em: (i) abaixo do peso, IMC < 

18,5; (ii) eutrófico, IMC entre 18,5 e 24,9; (iii) 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 

III, IMC > 40 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000) 

O IMC é o método diagnóstico preconizado pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) pelo baixo custo e por ser pouco invasivo, porém não difere a composição entre tecido 

adiposo visceral e periférico (LAGHI, 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION., 2000). 

Dessa forma a combinação com dados antropométricos, como a medida de circunferência da 

cintura, uma abordagem prática para analisar a presença de gordura visceral, faz-se necessário 

(KLEIN et al., 2007; ZHU et al., 2002). A gordura abdominal é clinicamente definida com 

valores de circunferência da cintura igual ou superior a 102 cm nos homens e 88 cm ou mais 

nas mulheres (LAGHI, 2018). 

 As causas da obesidade são multifatoriais, estando envolvidos fatores ambientais, 

genéticos, hormonais e comportamentais que se somam para gerar o fenótipo obeso 

(PRENTICE, 2006). Dentre os principais fatores ambientais implicados no processo de 

obesidade temos a alimentação desbalanceada e a inatividade físicas. Nas últimas décadas 

alimentos altamente energéticos ficaram disponíveis em grande quantidade para a população 

do planeta. Juntamente com o aumento dessa disponibilidade de alimentos ricos em calorias 

vazias houve um aumento da prevalência da obesidade no mundo, sugerindo que, um aumento 

no consumo de alguns alimentos específicos ou determinados nutrientes, principalmente os 

macronutrientes como carboidratos, proteínas 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, automação de processos, uso de transportes 

motorizados, dentre outros, contribuiu para um estilo sedentário típico da população ocidental, 

no qual a inatividade física constitui um sério problema de saúde pública, uma vez que está 

associada com um aumento no desenvolvimento de certas doenças crônicas de alta 

morbimortalidade (BREHM; D’ALESSIO, 2014; COHEN-COLE; FLETCHER, 1992). 

A obesidade e comorbidades associadas a ela implicam em uma diminuição da 

qualidade e expectativa de vida dos indivíduos, podendo levar a uma redução 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 população brasileira encontram-se obesa, não havendo diferença entre os sexos, e 

55,4% da população apresenta sobrepeso, sendo a condição 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 país. Estima-se que de 9,1% dos gastos com a saúde no mundo 

são devidos às doenças relacionadas à obesidade. Pessoas obesas e com sobrepeso podem gerar 

um gasto com saúde de 6% a 45% maior do que pessoas eutróficas (WITHROW; ALTER, 

2011). Segundo  BAHIA; ARAÚJO, 2014, o sistema único de Saúde gasta cerca de R$ 3,6 

bilhões por ano com o tratamento dessas doenças, sendo R$ 2,4 bilhões com tratamento 

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

 

2.2. OBESIDADE E INFLAMAÇÃO 

 

A obesidade é considerada uma doença inflamatória, sendo caracterizada por uma 

inflamação crônica de baixo grau no tecido adiposo branco (TAB), que pode ser evidenciada 

pela elevação dos marcadores e citocinas inflamatórias nesses indivíduos, além da presença de 

macrófagos pró-inflamatórios infiltrados no TAB, causada, principalmente, pela hipertrofia e 

hiperplasia do tecido (CANCELLO; CLE, 2006; SUN et al., 2011). 

A hipertrofia dos adipócitos leva a uma compressão dos vasos sanguíneos, impedindo 

o suprimento adequado de oxigênio levando a hipóxia e morte de alguns adipócitos o que 

desencadeia uma resposta inflamatória e a expressão de genes pró-inflamatórios, através da 

ativação das vias do fator de transcrição nuclear  NFkB (FRONT et al., 2003; SCHENK et al., 

2008).  

A elevação dos marcadores inflamatórios em indivíduos obesos seria uma 

consequência da produção destes pelos próprios adipócitos, uma vez que a adipogênese implica 
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na diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos maduros, os quais secretam adipocinas que 

podem ter efeitos autócrinos, parácrinos e endócrinos (SCHO; SALZBERGER, 2007; SUN et 

al., 2011).  

Todo esse processo leva a um tecido adiposo disfuncional que apresenta mudanças na 

sua composição celular ocorrendo um aumento na secreção de citocinas quimiotáticas como 

MCP-1 e IL-8 que irão recrutar macrófagos pró-inflamatórios, que por sua vez, produzirão mais 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-6, importantes no desenvolvimento de resistência 

insulínica (PATTI; KAHN, 1998 SUGANAMI; OGAWA, 2010). 

Existem outros fatores que podem desencadear o processo inflamatório no tecido 

adiposo na condição de sobrecarga nutricional como a ativação dos receptores tipo Toll 4 

(POULAIN-GODEFROY et al., 2010). A ativação dos receptores TLR4 por ácidos graxos 

ativam quinases e fatores transcricionais intracelulares responsáveis pela imunidade inata com 

consequente liberação de quimiocinas e citocinas (HWANG, 2001).  

Adipocinas como a leptina, adiponectina e resistina também estão implicadas no 

processo inflamatório da obesidade (ADAMCZAK; WIECEK, 2013). A leptina é o hormônio 

responsável pela regulação do nível de energia, consumo de alimentos e mediadores 

inflamatórios. Devido ao aumento na massa de adipócitos, indivíduos obesos possuem altas 

concentrações de leptina na corrente sanguínea, porém estes possuem uma resistência periférica 

ao hormônio que perde, dessa forma, seus efeitos benéficos, passando a comprometer a saúde 

do indivíduo (SCHUSTER, 2010).   

A resistina induz a expressão de moléculas de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) e 

a molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), além de citocinas como TNF-α e IL-6 (QI et al., 

2008).  

A adiponectina, por sua vez, possui poder protetor por possuir propriedade anti-

inflamatória que ocorre através da supressão do fator nuclear kappa B (NFkB) em macrófagos 

e monócitos.  A supressão do NFkB suspende processos induzidos pelo TNF-α 

(inflamação/adesão de monócitos). No entanto, níveis reduzidos são encontrados na maioria 

dos estados de obesidade (KADOWAKI; YAMAUCHI, 2005; LORENZO; FERNA, 2008). 

 

2.3. MICROBIOTA INTESTINAL 

 

O trato gastrointestinal (TG) é o sítio mais densamente povoado por microrganismos 

no corpo humano. Há uma estimativa que o conteúdo luminal contenha aproximadamente 1014 

células bacterianas e arqueias por grama de conteúdo luminal, além de fungos, vírus e 
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protozoários. Estes microrganismos apresentam uma relação de anfibiose com o hospedeiro 

(ARUMUGAM et al., 2011).  

As bactérias presentes nesse sítio pertencem, provavelmente, a mais de 1800 gêneros 

e de 15000 a 36000 espécies, distribuídas em mais de 50 filos diferentes, de maneira não 

homogênea, de acordo com as características de cada porção intestinal, sendo o colón a parte 

que contém a maior quantidade de microrganismos, devido ao grande aporte de nutrientes, 

ausência de secreções, pequeno número de placas de peyer e peristaltismo lento  (SEKIROV et 

al., 2010; WALTER; LEY, 2011).  

Bactérias anaeróbias dominam a composição da MIH em uma ordem de magnitude até 

três vezes superior aos aeróbios facultativos e aeróbios, sendo a grande maioria não cultiváveis 

fora do ambiente intestinal (SEKIROV et al., 2010).  

Em indivíduos saudáveis 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 composição da MIH é distinta entre os indivíduos, sendo em parte definida por 

fatores intrínsecos ao sujeito como a genética, e em outra parte determinada por características 

ambientais e individuais como o modo de nascimento, idade e hábitos alimentares (DAVE et 

al., 2012; HMP, 2012).  

Acreditava-se que no útero os fetos seriam estéreis, mudando sua condição 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 presença de bactérias na placenta de 

indivíduos saudáveis (AAGAARD, 2014), no cordão umbilical (JIMONEZ et al., 2005) e no 

mecônio (GOSALBES; LLOP; VALL, 2012), sugere que o contato do feto com 

microrganismos é um fenômeno fisiológico, porém a importância desse fenômeno para o 

desenvolvimento da microbiota intestinal da criança precisa ser, ainda, elucidada (COLLADO 

et al., 2016).  

No momento do parto, os bebês são expostos a uma infinidade de microrganismos e 

rapidamente são colonizados pelos microrganismos aos quais tiveram contato pela primeira vez 

(FILIPPO et al., 2010). Bebês que nascem de parto normal desenvolvem uma microbiota 

semelhante à encontrada no ambiente vaginal da mãe, constituída principalmente por 

Lactobacillus e Prevotella.  Já 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 período pós-natal, o tipo e a duração da amamentação, estado de saúde e uso de 

antibióticos também são impactantes (CLEMENTE et al., 2012). Há evidencias de que fatores 

genéticos estejam relacionados à seleção inicial dos microrganismos componentes da 

microbiota. O genótipo pode determinar o padrão de colonização, por exemplo, através da 

qualidade e quantidade dos sítios de adesão presentes na mucosa intestinal (ANGELAKIS et 

al., 2012).   

Em comparação à microbiota intestinal adulta, os lactentes apresentam maior 

variabilidade da composição microbiana, abrigando menos espécies com menor estabilidade. 

Entre 2 e 3 anos de idade, o ecossistema passa a ser estável e comparável ao de um adulto, 

dominado pelos filos Bacteroidetes e Firmicutes (ANGELAKIS et al., 2012). 

Durante a idade adulta a microbiota é bastante estável, podendo sofrer modificações 

em situações específicas ao longo da vida. À medida que os indivíduos envelhecem, a MIH 

volta a sofrer modificações (BLOTTIE`RE, 2015). Observam-se redução na população de 

Bacteroides, Bifdobacteria e menor produção de ácidos graxos de cadeia curta, assim como 

crescimento de anaeróbios facultativos, tais como Fusobacteria, Clostridia, Eubacteria, e 

maior atividade proteolítica (WOODMANSEY, 2007).  

As bactérias que colonizam o TG são determinantes na manutenção da homeostase do 

hospedeiro. Dentre as funções exercidas por elas destaca-se: i) proteção, impedindo a instalação 

de microrganismos não benéficos, formando uma barreira através da ocupação de sítios de 

adesão celulares da mucosa (WANG et al., 2017); ii) função nutricional através da digestão de 

substratos que chegam ao lúmen, especialmente carboidratos, fermentados em ácidos graxos de 

cadeia curta que são fontes de nutrientes para os colonócitos. A microbiota do TGI sintetiza 

vitamina K e vitamina do complexo B que são úteis e importantes para o metabolismo do 

indivíduo (NICHOLSON et al., 2013); iii) função imunomoduladora pela ativação do sistema 

imune pelo tecido linfoide intestinal que reconhece as espécies e antígenos que são benéficas 

ao hospedeiro, procedendo, assim, uma resposta de tolerância imunológica,  mantendo o 

sistema imune intestinal pronto para ter resposta ágil e de maneira pertinente a uma invasão por 

bactérias não benéficas (HEMARAJATA; VERSALOVIC, 2013).   

Apesar da variabilidade interpessoal na composição da massa microbiana intestinal, o 

microbioma é 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 estão 
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relacionados, por exemplo, à degradação de açúcares complexos, produção de ácidos graxos de 

cadeia curta e biossíntese de vitaminas. Esses genes são expressos, também, pelas espécies 

menos abundantes, o que sugere que mesmo em quantidades reduzidas, ainda assim, essas 

bactérias são essenciais ao bom funcionamento intestinal. (QIN et al., 2010).  

 

2.4. MICROBIOTA INTESTINAL E OBESIDADE 

 

A homeostasia do ecossistema intestinal é determinada pelo equilíbrio entre estes três 

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 últimas décadas, estudos consolidaram as evidências da associação da microbiota 

com o excesso de peso a partir de modelos animais e também humanos (CANI et al., 2007; 

LEY et al., 2006, 2005). 

Os mecanismos envolvidos na relação entre microbiota (e sua composição) e o ganho 

de peso ainda não estão totalmente claros, mas alguns mecanismos e mediadores foram 

propostos para explicar como a composição da microbiota pode influenciar a gênese de doenças 

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

 

2.4.1 Fasting Induced Adipose Factor – FIAF 

 

O Fasting Induced Adipose Factor (FIAF) é um inibidor da lipase de lipoproteína 

(LPL), produzido pelo intestino, fígado e tecido adiposo. A LPL é uma enzima que hidrolisa 

triglicerídeos e estimula o seu armazenamento nos adipócitos. A MI está implicada na inibição 

seletiva desse hormônio, aumentando, dessa forma,  a atividade da LPL que determina a maior 

absorção de ácidos graxos e acúmulo de triglicerídeos nos adipócitos (BACKHED et al., 2004).  

Estudo desenvolvido por DING et al, 2004,  mostrou que camundongos germ free 

posteriormente colonizados, apresentaram aumento do peso corporal, das concentrações de 

triglicerídeos hepáticos e da expressão de proteínas responsáveis pela adipogênese 14 dias após 

a colonização 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 concentrações de leptina e insulina, comprovando a 

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

 

Outro mecanismo proposto no envolvimento da microbiota no processo de obesidade 

é o da via da 5’ -monofosfato-adenosina proteína quinase (AMP-Q), que é uma enzima ativada 

pela adenosina monofosfato (AMP) e que regula o metabolismo energético celular. Esta enzima 

é responsável pelas vias que aumentam o consumo de trifosfato de adenosina (ATP), como a 

glicólise e oxidação de ácidos graxos e possui um papel importante no controle do apetite 

(MANCHESTER; SEMENKOVICH; GORDON, 2007). Quando inibida, os processos 

anabólicos são ativados enquanto os catabólicos são inibidos (TILG et al., 2011).  

Estudo utilizando camundongos germ-free que foram submetidos a uma dieta 

hipercalórica mantiveram peso baixo, fato atribuído à elevação da atividade da AMP-Q no 

fígado e músculo esquelético e à maior oxidação de ácidos graxos, melhorando a sensibilidade 

à insulina (MANCHESTER; SEMENKOVICH; GORDON, 2007). A presença da microbiota 

suprime a oxidação de ácidos graxos muscular via mecanismos que envolvem a inibição da 

AMP-Q e, portanto, favorecem a adiposidade corporal e a geração de resistência à 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 

regulação central do apetite e saciedade (CANI et al., 2010). 

A MIH produz enzimas capazes de digerir fibras que o nosso organismo sozinho não 

conseguiria. Os polissacarídeos não digeríveis são metabolizados a monossacarídeos e a ácidos 

graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente propionato, acetato e butirato, que, por sua vez, 

são 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 

(KAJI; KARAKI, 2014).  

Modelo de estudo com camundongos obesos mostrou que esses animais possuem uma 

microbiota com alta capacidade sacarolítica, que irão fermentar os polissacarídeos não 

digeríveis da dieta, produzindo mais AGCC e monossacarídeos que são absorvidos no intestino, 

dessa forma, o conteúdo energético excretado nas fezes é menor, dependendo da composição 

da microbiota (FERNANDES et al., 2014; TURNBAUGH et al., 2006a).   
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Os AGCC atuam, também, como mediadores químicos que transmitem informações 

do lúmen intestinal para o resto do corpo. Eles se ligam aos receptores acoplados à proteína G, 

Gpr41 e Gpr43, também denominados de receptores de ácidos graxos livres (free fatty acids 

receptors – FFAR), FFAR2 e FFAR3, respectivamente, que são expressos pelas células L do 

epitélio intestinal. As células L são células enteroendócrinas presentes no íleo e no colón,  

produtoras do peptídeo YY (PYY) e  do peptídeo semelhante ao glucagon (glucagon-like 

peptide, GLP-1) (HOLZER; REICHMANN; FARZI, 2012; KAJI; KARAKI, 2014; ULVEN; 

SMITH; CHANG, 2012). O peptídeo YY é um hormônio que age inibindo a secreção gástrica, 

esvaziamento gástrico, contração da vesícula biliar e aumenta o tempo de trânsito 

gastrointestinal. Dessa forma, ao serem ativadas, estas células aumentam a produção de PYY, 

fato que favorece a redução da motilidade intestinal e propicia maior absorção de nutrientes do 

lúmen intestinal, em especial dos ácidos graxos de cadeia curta, que são substratos para a 

lipogênese no fígado (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 ausência do receptor esteja ligada a uma menor produção do PYY, consequentemente a uma 

maior velocidade no trânsito gástrico com diminuição da absorção energética (HOLZER; 

REICHMANN; FARZI, 2012).  

 

2.4.4 Lipopolissacarídeos de membrana de bactérias Gram negativas 

 

O lipopolissacarídeo (LPS) é um constituinte da parede celular de bactérias Gram 

negativas. É formado pelo lipídeo A (unidades dissacarídicas de glicosamina fosforilada ligadas 

a vários ácidos graxos de cadeia longa) ligado a um polissacarídeo que contém um núcleo e 

uma série terminal de unidades repetidas (RAETZ; WHITFIELD, 2002).  

O LPS também é denominado de endotoxina, pois possui efeito inflamatório. Somente 

é liberado quando as células são lizadas e é extremamente tóxico para os animais, apresentando 

efeito em concentrações menores que 1 nM (RAETZ; WHITFIELD, 2002). O lúmen intestinal 

é um reservatório de LPS e sua entrada para a circulação pode ocorrer por meio de duas vias: a 

difusão direta através do aumento da permeabilidade intestinal (devido ao afrouxamento do 

espaço paracelular intestinal) que pode ser causado por uma disbiose da microbiota,que por sua 

vez pode resultar em uma ativação de uma resposta imune de mucosa, levando a uma alteração 

da permeabilidade da mucosa intestinal (EARLEY et al., 2015). Outro mecanismo proposto 
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seria  por meio da absorção e incorporação de LPS na estrutura dos quilomícrons (MOREIRA; 

TEIXEIRA; GOUVEIAPELUZIO, 2012). 

Dietas ricas em gorduras podem alterar a permeabilidade celular através da produção 

de mediadores inflamatórios como fator de necrose tumoral (TNFα), IL-1β, IL-4; IL-13, que 

favorecem a translocação do LPS para a circulação sanguínea, 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 geração de um sinal transmembranar que acaba com o 

estimulo da expressão de genes responsáveis pela síntese de citocinas pró- inflamatórias como 

TNFα, Il-6 e IL-1, gerando uma inflamação subclínica crônica que pode ter efeito na gênese da 

obesidade e do diabetes melitus tipo 2 (DM2) (CANI et al., 2007; EVERARD; SC; CANI, 

2013). 

 

2.5 MÉTODOS 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 limitação destes estudos, no 

passado, foi devido, principalmente, às metodologias utilizadas. Inicialmente, as investigações 

eram basicamente observações microscópicas mas não permitia a diferenciação dos 

microrganismos. A partir de métodos baseados em cultivo e isolamento, algumas bactérias 

começaram a ser identificadas e essa metodologia foi indispensável para aumentar a 

compreensão a respeito de microrganismos específicos. Entretanto, a grande maioria dos 

microrganismos componentes da MIH não podem ser facilmente cultivados e, assim, as técnicas 

baseadas em cultivo selecionavam apenas aqueles heterótrofos que melhor se adaptavam as 

condições de crescimento dos meios de cultivo (GILBRIDE; LEE; BEAUDETTE, 2006; 

WARD, D. M., WELLER, R., & BATESON, 1990).  

Para contornar as limitações associadas à abordagem dependente de cultivo, diferentes 

técnicas de estudo das comunidades microbianas foram desenvolvidas. Algumas análises 

independentes de cultivo permitem o acesso ao genoma de toda a comunidade microbiana de 

uma amostra, possibilitando a análise de dezenas de espécies de maneira simultânea e não 

apenas o estudo de algumas espécies individualmente (HANDELSMAN; HANDELSMAN, 

2004; WOOLEY; GODZIK; FRIEDBERG, 2010).  

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

menor do RNA ribossomal, 16S rRNA, que possue regiões de sequências de nucleotídeos 
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altamente conservadas, intercaladas por sequências altamente variáveis (V1-V9), o que permite 

o estudo de caracterização filogenética de grupos bacterianos (TANNOCK, 2002).   

O sequenciamento de amplicons 16S rRNA, por exemplo, oferece a vantagem de ser 

relativamente barato, rápido e capaz de produzir leituras a partir de uma única região genômica 

que pode ser geralmente alinhada (SANSCHAGRIN; YERGEAU, 2014). No entanto, as 

sequências do gene 16S rRNA utilizadas na maioria dos estudos são sequências parciais, 

portanto, a seleção de primers adequados é fundamental para a acurácia desses estudos. Outra 

desvantagem é a ausência de valores pré-determinados que possam ser usados na determinação 

das espécies, uma vez que não existe definição universal para identificação de espécies através 

desse gene. Porém, para contornar este problema é utilizado o conceito de Operational 

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

 

2.5.1 Metagenômica e metataxonômica 

 

A metagenômica é uma das formas de abordagem independente de cultivo que 

permite acesso à informação genética de comunidades microbianas. É baseada na 

investigação das moléculas de DNA de uma mistura de populações microbianas 

(HANDELSMANL et al., 1998). Representa um conjunto de técnicas que incluem 

abordagens relacionadas à genômica que proporcionam uma visão menos enviesada do que 

a oferecida por técnicas dependentes de cultivo, tanto em relação à estrutura da comunidade 

(riqueza e distribuição de espécies) como sobre o potencial funcional (metabólico), 

dependendo da técnica utilizada (WOOLEY; GODZIK; FRIEDBERG, 2010).  

O termo metataxonômica é 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 acessível. Para tal, amplifica-se, por PCR, 

a sequência 16S e se compara os resultados com um banco de dados conhecido. Dessa 

forma, é possível avaliar a comunidade bacteriana a partir da classificação taxonômica 

(SANSCHAGRIN; YERGEAU, 2014).  

 

2.5.2 Sequenciamento de nova geração Illumina Miseq 

 

O sequenciamento metagenômico é uma técnica que permite identificar, na ordem 

correta, a sequência de nucleotídeos de uma molécula de DNA ou RNA, visando conhecer as 

informações genéticas contidas nessa estrutura (HOODLESS, 2011).   
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A tecnologia de sequenciamento utilizada na plataforma Illumina, assim como o 

sequenciamento de Sanger, é realizada por síntese, utilizando a DNA polimerase e quatro 

nucleotídeos terminadores marcados com diferentes fluoróforos que emitem cores distintas. A 

diferença é que a clonagem dos fragmentos de DNA ocorre in vitro, ligados a uma plataforma 

sólida de vidro (flow cells).  (GALLO; SILVA; CRISTINA, 2010).  Esse processo é conhecido 

como PCR de fase sólida (FEDURCO et al., 2006) 

As moléculas de DNA clonadas nos clusters são sequenciadas de forma paralela 

utilizando uma abordagem de síntese de DNA do tipo paired-end, que proporciona o 

sequenciamento nas duas extremidades de reads com tamanho entre 200 e 500 nucleotídeos, e 

que emprega nucleotídeos especiais contendo terminador reversível e radical fluorescente, 

sendo quatro cores diferentes para distinguir entre as diferentes bases como citado 

anteriormente, com porção removível. A incorporação desses nucleotídeos impede que novas 

bases sejam incorporadas até que o terminador seja removido. A DNA polimerase utilizada 

também foi modificada para permitir a incorporação destes nucleotídeos modificados 

(BENTLEY, 2006). 

Durante cada incorporação de um nucleotídeo, é feita a leitura da fluorescência para 

identificação da base adicionada através da medida de intensidade do sinal em cada ciclo. Em 

seguida, esse nucleotídeo é enzimaticamente clivado para remoção do terminal 3’ bloqueado e 

do fluoróforo, permitindo a incorporação do próximo nucleotídeo (GALLO; SILVA; 

CRISTINA, 2010; METZKER, 2009).  A posição e a sequência molde de cada cluster são 

deduzidas pela leitura da cor identificada em imagens de alta resolução obtidas a cada passo de 

adição dos nucleotídeos (BENTLEY, 2006). 

As etapas da análise de sequenciamento na plataforma Illumina Miseq estão resumidas 

na FIGURA 1. 

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

 A importância da obesidade nos dias de hoje, considerada uma pandemia pela 

Organização Mundial da Saúde; 

 A complexidade do ecossistema intestinal;  

  As limitações das técnicas de FISH e PCR-DGGE utilizadas em estudo anterior. 

 O surgimento da metagenômica como ferramenta importante no estudo da 

microbiota intestinal, bem como a redução dos custos e a consequente 

acessibilidade da técnica. 
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Foi proposto para este estudo, a utilização da metagenômica, pela técnica de 

sequenciamento de nova geração do gene 16sRNA, avaliar a comunidade bacteriana intestinal 

em indivíduos eutróficos, com sobrepeso e obesos, para uma melhor compreensão da 

composição e da associação entre microbiota, obesidade e características clínicas e nutricionais. 

 

Figura 1: Modelo esquemático do sequenciamento na plataforma Illumina.  

 

Fonte: Adaptado de GALLO; SILVA; CRISTINA, 2010. (A) ligação dos adaptadores em ambas 
extremidades dos amplicons. (B) Ligação dos fragmentos de DNA fita simples às suas 
sequências complementares na superfície das flow cells. (C) Etapa de anelamento, com a 
formação das “pontes”, a partir da ligação do adaptador presente na extremidade livre do 
fragmento de DNA. (D) Amplificação das cadeias de DNA. (E) Etapa de desnaturação. (F) 
Formação dos clusters com milhares de sequências idênticas. (G) Adição dos nucleotídeos 
terminadores marcados e sua incorporação à cadeia pela DNA polimerase. (H) Excitação à laser 
e emissão de fluorescência em cada cluster é captada pelo sistema (I e J). Repetição do ciclo de 
incorporação, excitação à laser e detecção do nucleotídeo pelo sistema. (L) Determinação da 
sequência 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 

metagenômico obtido de espécimes fecais de indivíduos obesos, com sobrepeso e eutróficos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Construir bibliotecas metagenômicas a partir do banco de DNA metagenômico obtido 

de espécimes fecais de indivíduos voluntários eutróficos, com sobrepeso e obesos; 

 

 Realizar o sequenciamento das bibliotecas metagenômicas pela plataforma Miseq 

(Illumina); 

 

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

 

 Analisar comparativamente os perfis taxonômicos e a abundância relativa dos principais 

filos e gêneros encontrados na microbiota intestinal dos indivíduos 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 os 

indivíduos obesos, com sobrepeso e eutróficos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este projeto dá continuidade a um estudo anterior voltado para o estudo da microbiota, 

sistema imunológico e obesidade indivíduos eutróficos, com sobrepeso e obesos. Este estudo é 

do tipo transversal, prospectivo, descritivo e observacional, realizado com indivíduos adultos, 

de ambos os sexos, selecionados na comunidade e no ambulatório do serviço de nutrição do 

Hospital Universitário da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os participantes foram 

divididos em três grupos distintos (eutróficos, com sobrepeso e obeso) de acordo com o índice 

de massa corporal (IMC). Os critérios de inclusão foram: idade entre 18 e 60 anos e IMC a 

partir de 18,5 kg/m2. Os critérios de exclusão foram: doenças intestinais, uso de antibióticos no 

último mês e diagnóstico confirmado de diabetes. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Juiz de Fora (Parecer 

479002/2013) (ANEXO A). Todos os voluntários foram informados a respeito dos objetivos 

do estudo e assinaram o termo de consentimento livre esclarecido (ANEXO B). Os participantes 

foram submetidos à avaliação antropométrica e nutricional, feita através da aplicação de um 

questionário quantitativo de frequência alimentar adaptado (CARDOSO; STOCCO, 2000) 

(ANEXO C).  Foram realizadas, também, coletas de espécimes clínicos (sangue periférico e 

fezes). Análises bioquímicas como glicemia, insulina, colesterol total, triglicérides, HDL, LDL, 

cortisol, creatinina, índices HOMA e hemoglobina foram avaliadas no laboratório Cortes 

Villela, em Juiz de Fora - MG, após coleta de sangue periférico in situ, dentro de convênio 

estabelecido para a realização deste estudo, sem custo para os participantes. As fezes foram 

coletadas em coletores universais estéreis, homogeneizadas e uma alíquota de 200mg separada 

em tubo tipo eppendorf estéril e armazenada em freezer a -80ºC, para posterior extração do 

DNA metagenômico (De Paula, 2016). 

Para esta etapa de análise metataxonômica foi utilizado o banco de DNA 

metagenômico obtido de espécimes fecais dos indivíduos voluntários eutróficos, com sobrepeso 

e obesos, bem como os dados extraídos das avaliações, nutricionais, antropométricas e 

laboratoriais dos participantes (De Paula, 2016).  
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341F (5'-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3') e 

806R 

(5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAAT

CC-3') (KLINDWORTH et al., 2013). Foram inseridos na região 5' dos primers uma sequência 

overhang que tem complementaridade de base pelos adaptadores fornecidos pelo kit Nextera 

XT da Illumina. A reação de amplificação encontra-se na tabela 1. 

As condições utilizadas nessa PCR foram: desnaturação inicial à 95°C seguido de 25 

ciclos de desnaturação à 95°C, anelamento à 56°C, extensão à 72°C, e extensão final à 72°C. 

A especificidade e eficiência da amplificação 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 construção das bibliotecas foi a ligação de um par de índex 

diferentes para cada amostra, bem como ligação dos adaptadores necessários para que a reação 

de sequenciamento possa acontecer. Os índex e adaptadores utilizados fazem parte do Nextera 

XT Index Kit (Illumina, USA). Essa ligação foi realizada por uma reação de amplificação de 8 

ciclos, descrita na tabela 2. 

Após ligação 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:  Reação de PCR utilizada na amplificação das regiões V3-V4 do gene 16S 
rRNA. 

Reagentes Concentração 

Inicial 

Volume (1x) 

Primer 341F-mod 1µM 5µL 

Primer 806R-

mod 

1µM 5µL 

KAPA HiFi 

HotStart ReadyMix 

2X 12,5µL 

DNA 5ng/1µL 2,5µL 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

Tabela 2: Reação de PCR utilizada para ligação de índex durante a construção de 
bibliotecas para sequenciamento na plataforma Illumina. 

Reagentes Volume 

Nextera XT Index Primer 1 
(N7xx) 

5µL 

Nextera XT Index Primer 2 
(S5xx) 

5µL 

2x KAPA HiFi HotStart 
ReadyMix 

25µL 

Água 10µL 

DNA (produto da reação 
anterior) 

5µL 

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 quantificação 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 

formúla: 
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                Concentração em ng/µL 

_____________________________________    X 106 = concentração 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 única 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 preparação para o sequenciamento consistiu na desnaturação das bibliotecas com 

NaOH diluído, com tampão de hibridização, e em seguida, desnaturação por calor, de acordo 

com as especificações do fabricante. Foi adicionado, ainda, 5% do controle interno Phix. A 

fabricante Illumina recomenda o preparo de pool de bibliotecas visando densidade de geração 

de cluster dentro da margem de 800-1000 k/mm2 para otimização dos reagentes. Para isso, foi 

calculado uma concentração de DNA já desnaturado de 4pM para a corrida. 

 

4.4 ANÁLISE DE BIOINFORMÁTICA 

 

O pipeline utilizado para análise das sequências 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 sequências brutas obtidas 

através do sequenciamento do DNA total foram filtradas por qualidade e tratadas utilizando o 

programa FastQC; (ii) Filtro das sequências 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 últimas bases de cada sequência, seguida de uma varredura com filtro 

de qualidade percorrendo uma janela de 4 bases e um limiar de escala Phred 13. Todas as 

sequências foram truncadas com um tamanho de 100 pb. (iii) Dereplicação das sequências, ou 

seja, identificação das sequências únicas de modo que apenas uma cópia de cada sequência 

continuou sendo utilizada nas análises posteriores. O valor agregado de cada sequência única 

foi armazenado para posterior análise de abundância. A Dereplicação foi realizada utilizando o 

programa VSearch utilizando o comando -derep_fulllength (ROGNES et al., 2016). (iiii) 

Categorização da abundância e descarte de Singletons, que são sequências que apareceram uma 

única vez, utilizando, também o programa VSearch através do comando -sortbysize. (V) 

Clusterização das sequências em Unidades taxonômicas Operacionais (OTUs) com 97% de 

similaridade, no programa VSearch através do comando -cluster_size. (vi) Filtro das possíveis 
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quimeras formadas, utilizando o banco referência através do comando -uchimer_ref do 

programa VSearch.  (vii) Construção da tabela de OTUs utilizando o comando -usearch_global. 

(viii) Atribuição 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 nível de 97% de 

identidade. O banco de dados utilizado foi o SILVA (YILMAZ et al., 2014) . (ix) As sequencias 

foram alinhadas atráves do comendo align_seqs.py para a construção da árvore filogenética, 

utilizando o comando make_phylogeny.py do QIIME v1.8.0. (x) Utilizou-se o comando 

core_diversity_analyses.py para construção dos gráficos de taxonomia, alfa e beta diversidade. 

 

4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Foi utilizado o software GraphPad Prism (GraphPAD Software Inc., San 

Diego, CA, USA) para a construção dos gráficos e análise estatística de Kruskal-Wallis seguida 

de teste de Dunns para comparar os três grupos estudados. Foi realizado, previamente às 

análises estatísticas o teste de Grubs para detecção de outliers utilizando a ferramenta on line 

disponível no site do software GraphPad. 

Para comparação dos dados de Alfa-diversidade foi utilizado o teste T de student no 

programa Excel®. 

Para análise de correlação linear de Pearson, seguida de correção de Benferroni, entre 

os valores absolutos dos grupo taxonômico filo, dados antropométricos, nutricionais e 

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

 

5.1 CONSTRUÇÃO DAS BIBLIOTECAS METAGÊNOMICAS. 

 

Das 72 amostras de DNA (24 amostras em cada grupo estudado) utilizadas para a 

construção da biblioteca metagenômica, apenas 66 apresentaram qualidade ótima exigida para 

análise de sequenciamento, sendo estas amostras divididas da seguinte maneira: 22 pertencentes 

ao grupo de eutróficos, 23 pertencentes ao grupo de indivíduos 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 padrão corresponde a 15pb, o segundo pico corresponde a amostra 

testada, e se encontra em torno de 500pb, e o terceiro pico padrão 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 

inespecíficos.  

 

Figura 2: Análise em equipamento Bioanalyzer 2010 (Agilient) das bibliotecas do 
gene 16s rRNA do DNA metagenômico fecal de indivíduos eutróficos, com sobrepeso e 

obesos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor 
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5.2 METADADOS 

 

Os valores totais do consumo de calorias, macronutrientes (carboidratos, proteínas, 

lipídeos) e fibras, referentes aos últimos seis meses, por cada indivíduo estudado, e que foi 

utilizado para análise de correlação linear de Pearson, encontram-se no APÊNDICE 1. Os dados 

antropométricos encontram-se no APÊNDICE 2 e os parâmetros clínicos-laboratoriais na 

APÊNDICE 3. Os dados foram submetidos a teste de Grubs para identificação de outlier antes 

da realização da análise de Correlação. 

 

5.3 RESULTADO DO SEQUÊNCIAMENTO  

 

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 mínimo, e 554465 o valor máximo de reads encontrado 

em uma amostra, apresentando uma média de 60758,299 reads e um desvio padrão de 

102446,971. O número de reads em cada amostra encontra-se no APÊNDICE D.  

 

5.3.1 Alfa-diversidade  

 

 Para análises de α- diversidade foram utilizados os índices Chao-1, espécies 

observadas, Shannon e Simpsom. O índice Chao-1 é um método não paramétrico e avalia a 

riqueza de espécies, baseando-se na abundancia de OTUs únicas (singletons) e raras 

(doubletons) (CHAO, 1984), assim como as espécies observadas, que nada mais é que o número 

de OTU’s encontrados. O índice de Shannon é utilizado para medir a diversidade de uma 

comunidade, baseado na abundância proporcional das espécies (OTUs). Já o índice de Simpson 

indica a probabilidade de dois indivíduos tomados ao acaso em uma amostra serem pertencentes 

à mesma espécie. Quanto maior o valor do índice, maior a diversidade (MELO, 2008). 

Estimativas de α-diversidade foram realizadas com rarefação de 8000 sequências. Os resultados 

estão apresentados na tabela 3. A média geral de espécies observadas foi maior nos grupo de 

eutróficos e com sobrepeso. Esse resultado sugere uma maior riqueza desses dois primeiros 

grupos frente ao grupo de pessoas obesas, reforçado pela análise estatística do índice Chao-1. 

Não observamos diferença estatística significante nos índices de diversidade Shannon e 

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

comparação de amostras. Ilustra o número de sequências e o número de OTUs que essas 

sequências representam. Em nossa análise a curva de rarefação (figura 3) mostra que o esforço 

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

suficiente para representar a diversidade bacteriana, uma vez que as curvas dos três grupos estão 

próximas ao platô. Além disso, essa análise reforça a menor riqueza do grupo de indivíduos 

obesos. 

 

Tabela 3: índices de alfa-diversidade. Valores calculados para uma subamostragem 
de 8000 sequências. 

Índice Grupo Valor de p 

 Eutrófico Sobrepeso Obeso Eu x sob Eut x 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 após análise de teste t de student com intervalo de 
95% de confiança. 
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Figura 3: Curva de rarefação dos grupos estudados. Dados plotados com uma 
subamostragem de 8000 sequências. 

  

Fonte: elaborada pelo autor 

 

5.3.2 Beta-diversidade 

 

A análise de coordenada principal mostrou que não existe diferença na composição 

taxonômica dos grupos, tanto considerando a presença/ausência de cada OTU (qualitativo, 

Figura 4A), quanto considerando a abundância de cada uma (quantitativo, figura 4B). Embora 

o gráfico A apresente quatro grupos bem definidos em relação à composição de OTUs, eles são 

bastante homogêneos em relação à composição de indivíduos dos diferentes grupos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Análises de Coordenadas Principais (PCoA). 

E
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obesos, respectivamente. Firmicutes foi o segundo filo mais encontrado nos grupos de estudo 

com frequência de 39,3% nos eutróficos, 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 eutróficos e obeso, apresentando abundancia relativa abaixo de 1% (0,7% e 0,4% 

respectivamente). No grupo com sobrepeso, o filo Elusimicrobia ocupou a quinta posição com 

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

 

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

grupos de indivíduos eutróficos, com sobrepeso e obesos. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

A análise comparativa dos principais filos encontrados, entre os três grupos, foi 

realizada usando o teste de kruskal-wallis seguida de teste de Dunns, e mostrou diferença 
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significativa apenas na abundância relativa do filo Verrucomicrobia entre os grupos de 

eutróficos e obesos (valor de P = 0,0448). Não foi observada diferença estatística significativa 

entre a razão Firmicutes/Bacteroidetes nos três grupos (figura 6). 

Dentre os filos de menor expressão, Synergistetes não foi detectado em nenhuma das 

amostras de fezes dos participantes do grupo com sobrepeso, e não houve diferença estatística 

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

 

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

estudados.  

 

Fonte: elaborada pelo autor. As barras representam os valores máximo e os mínimos. + 

representam a média e ● representa os outliers. Letras distintas diferem entre si a nível de 

significância de 95% pelo de kruskal-wallis seguida de teste de Dunns (p<0.05). EU = eutrófico; 

SOB = sobrepeso; OB = obesos 

 

5.3.4.1 Abundância relativa dos principais gêneros e outros grupos  

 

Foram analisados gêneros bacterianos que estavam presentes em uma abundância 

relativa maior ou igual a 1%, e que foram encontradas em pelo menos 50% dos indivíduos de 

cada grupo estudado. 
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Bacteroides foi o gênero com maior abundância relativa nos três grupos, sendo a média 

do grupo eutrófico 26,8%; do grupo com sobrepeso 13,4% e no grupo obeso 19,8%. Porém não 

foi observada diferença estatística significativa pelo teste de Kruskal–Wallis (p = 0,0611). 

A sequência dos 5 grupos taxônomicos de maior representatividade encontrados nos 

eutróficos é 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 abundância relativa quanto aos gêneros e outros grupos taxonômicos encontrados 

nos eutróficos, com sobrepeso e nos obesos está representada na figura 7. 

A análise dos gêneros bacterianos e outros grupos mostrou que a composição 

microbiana diferiu significativamente entre eutróficos e obesos em relação à 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 diferença estatística entre Alistipes (P = 0,0030),  Rumicococaceae;Others (P = 

<0,0001) e Fecalibacterium (P= 0,0296). Entre os grupos eutrófico e com sobrepeso não foi 

encontrada nenhuma diferença. (Figura 8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Taxa de abundância relativa dos principais gêneros e outros grupos 
encontrados. 
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Fonte: elaborada pelo autor. As barras representam os valores máximo e os mínimos. + 

representam a média e ● representa os outliers. Letras distintas diferem entre si a nível de 

significância de 95% p elo teste de Kruskal-Wallis seguida de teste de Dunns (p<0.05). EU = 

eutrófico; SOB = sobrepeso; OB = obeso 

 

5.3.5 Análise do core bacteriano intestinal. 

 

O core bacteriano é caracterizado pelas espécies bacterianas comuns ou OTU´s 

pertencentes a dois ou mais indivíduos associado ao mesmo habitat (SHADE; 

HANDELSMAN, 2012). A microbiota intestinal é um ecossistema complexo e um componente 

importante da homeostase do TGI e a disbiose desse ecossistema está associado a diversas 

patologias, dentre elas a obesidade. Dessa forma, é de interesse a elucidação dos mecanismos 

subjacentes a esse desequilíbrio, bem como a descoberta de biomarcadores presentes no TGI, 
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tanto de indivíduos saudáveis como de pessoas doentes ou que apresentem algum distúrbio 

(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 eutrófico 

apresentou um número consideravelmente maior de OTU´s - 188 no total – em relação ao grupo 

com sobrepeso  que apresentou 83 OTU´s comuns a todos os individuos, e 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 estão distribuídas 

entre os indivíduos de maneira geral. Além das 29 OTU´s comuns a todos os indivíduos, 

encontramos, também, 29 OTU´s comuns entre os participantes dos grupos Eutrófico e com 

sobrepeso, 16 entre os grupos Eutrófico e Obeso e 5 entre os grupos com sobrepeso e obeso. 

Do total de 188 OTUS encontradas no sujeitos do grupo eutrófico, 144 foram exclusivas desse 

grupo, não 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 está representada, pelos gêneros: Prevotella; 

Faecalibacterium; Veillonella e Blautia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4: Unidades Taxonômicas Operacionais (OTU´s) pertencentes à microbiota 
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core das 66 amostras de fezes analisadas 

OTU Táxon 

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

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

OTU742208389502419 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae', u'g__', 
u's__'] 

OTU825863835218740 [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__'] 

OTU201935530713857 [u'k__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__'] 

OTU56766341524628 [u'k__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 [u'k__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 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__', 
u's__'] 

OTU629518788195568 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', 
u'g__Faecalibacterium', u's__prausnitzii'] 
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OTU111636903195858 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', 
u'f__Lachnospiraceae'] 

 

OTU192441515852749 [u'k__Bacteria', u'p__Bacteroidetes', u'c__Bacteroidia', u'o__Bacteroidales', u'f__Bacteroidaceae', 
u'g__Bacteroides', u's__'] 

OTU595735153743344 [u'k__Bacteria', u'p__Bacteroidetes', u'c__Bacteroidia', u'o__Bacteroidales', 
u'f__[Paraprevotellaceae]'] 

OTU689397095355815 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', 
u'g__Faecalibacterium', u's__prausnitzii'] 

OTU489487195943134 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__', 
u's__'] 

OTU666139330401893 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales']    

OTU753857204700626 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__', 
u's__'] 

OTU418465605849931 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae', 
u'g__Blautia', u's__'] 

OTU651113601320144 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', u'g__', 
u's__'] 

OTU668943250238932 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Ruminococcaceae', 
u'g__Oscillospira', u's__'] 

OTU617874966362663 [u'k__Bacteria', u'p__Firmicutes', u'c__Clostridia', u'o__Clostridiales', u'f__Lachnospiraceae', u'g__',  

Fonte: elaborada pelo autor. 
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antropométricos e os principais filos encontrados na microbiota intestinal, separadamente por 

grupo estudado.  

No grupo eutrófico, as correlações estatisticamente significantes observadas foram as 

seguintes: correlação positiva muito forte entre circunferência da cintura e circunferência 

abdominal (0,9224); correlação positiva forte entre colesterol e colesterol-LDL (0,8408); 

correlação positiva forte entre insulina e HOMA-IR) (0,8962); correlação negativa muito forte 

entre Firmicutes e Bacteroidetes (-0.9277)  

No grupo com sobrepeso as correlações estatisticamente significantes observadas 

foram: correlação positiva forte entre circunferência da cintura e circunferência abdominal 

(0,7136); correlação positiva forte entre circunferência da cintura e relação cintura- quadril 

(0,8075); correlação positiva forte entre relação cintura quadril  e glicose (0,7516); correlação 

positiva  muito forte entre colesterol e colesterol-LDL (0,9441); correlação positiva muito forte 

entre insulina e HOMA-IR  (0,9490); correlação positiva forte entre fibras e calorias ingeridas 

(0,8448); correlação negativa forte entre Firmicutes e Bacteroidetes (-0,8290); correlação 

negativa forte entre Bacteroidetes e Actinobacteria (-0,7502). 

No grupo de obesos as correlações estatisticamente significantes observadas foram: 

correlação positiva forte entre índice de massa corporal e circunferência da cintura (0,7666); 

correlação positiva forte entre índice de massa corporal e circunferência abdominal (0,8696); 

correlação positiva forte entre índice de massa corporal e circunferência do quadril (0,8222); 

correlação positiva forte entre circunferência da cintura e circunferência abdominal (0,8761); 

correlação positiva muito forte entre insulina e HOMA-IR  (0,9338); correlação positiva forte 

entre fibras e calorias ingeridas (0,8039); correlação negativa forte entre carboidratos e lipídeos 

(-0,8779) correlação positiva forte entre Firmicutes e Actinobacteria (0,7402); correlação 

negativa forte entre Firmicutes e Bacteroidetes (-0,8931). 

Em relação a correlação especificamente entre os metadados frente aos grupos 

bacterianos, não houve nenhuma correlação estatística significativa, mas podemos notar 

tendências de correlação diferentes entre os grupos (figura 11). 

No grupo eutrófico os dados antropométricos- índice de massa corporal, circunferência 

da cintura e circunferência abdominal, circunferência do quadril- mostraram uma tendência de 

correlação positiva com o filo Verrucomicrobia e uma correlação negativa com Proteobacteria. 

Esses mesmos parâmetros. No grupo com sobrepeso, apresenta uma tendência de correlação 

negativa com o filo Actinobactéria. No grupo de obesos os dados antropométricos também 

mostraram uma tendência de correlação negativa com Actinobacteria e Firmicutes e com o 

grupo de bactérias não determinadas (figura 11).  
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Os dados laboratoriais, no grupo eutrófico, mostraram uma tendência de correlação 

positiva entre insulina, HOMA-IR e HOMA B e o filo Verrucomicrobia, e entre o parâmetro 

creatinina e o filo Bacteroidetes. Uma tendência de correlação negativa entre creatinina frente 

aos filos Firmicutes e Verrucomicrobia. No grupo com sobrepeso cortisol, insulina e índices 

HOMA mostram uma tendência de correlação positiva com Actinobactéria, Firmicutes, 

Proteobacteria, Verrucomicrobia, e negativa com Bacteroidetes. O parâmetro HDL-colesterol 

mostrou uma tendência de correlação positiva frente ao filo Verrucomicrobia.  No grupo de 

obesos destaca-se o parâmetro creatinina que mostrou uma tendência de correlação positiva 

com Actinobacteria, Firmicutes e Verrucomicrobia, e negativa com Bacteroidetes. 

Com relação aos dados nutricionais, no grupo eutrófico, carboidrato mostrou uma 

tendência positiva com Verrucomicrobia. No grupo com sobrepeso calorias e carboidratos 

mostraram uma tendência de correlação positiva com Firmicutes e negativa com Bacteroidetes 

na mesma intensidade. Já o parâmetro fibra se destaca com uma tendência de correlação 

positiva com o filo Verrucomicrobia e lipídeos com uma tendência de correlação positiva com 

Proteobacteria. No grupo obeso se destaca apenas o parâmetro carboidrato apresentando 

tendência de correlação negativa com o filo Proteobacteria e positiva entre o parâmetro calorias 

e bactérias não identificadas. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Análises filogenéticas baseadas em PCR e construção de bibliotecas metagenômicas 

de 16S  rRNA  têm sido bastante utilizadas na última década para a caracterização da microbiota 

intestinal (DETHLEFSEN et al., 2008; LEY et al., 2006).  O preparo da amostra é de suma 

importância quando se usa técnicas moleculares. Atualmente existem vários kits comerciais 

para fazer a extração e a purificação das fezes frescas ou congeladas. Uma das primeiras etapas 

da extração do DNA é a lise. Sabemos que as bactérias possuem composição química e estrutura 

da parede diferentes, sendo mais ou menos susceptíveis à lise, dessa forma, a extração deve ser 

otimizada para construção de uma biblioteca efetiva (FURRIE, 2006). 

Apesar dos esforços, as amostras de DNA metagênomicos extraídos das fezes de 6 

indivíduos participantes do estudo não geraram uma biblioteca ótima para posterior 

sequenciamento (originalmente 72 indivíduos participavam do estudo). Apesar das amostras 

estarem armazenadas em freezer a -80 C e a molécula de DNA ser bastante estável, quando 

comparada com outras amostras biológicas, a extração de DNA de amostra fecal é bastante 

difícil, pois possui uma microbiota bastante complexa, variáveis consistências e variáveis 

componentes endógenos e provenientes da dieta, além de inibidores da reação de PCR como os 

sais biliares, produtos de degradação de hemoglobina e polissacarídeos complexos (MCORIST; 

JACKSON; BIRD, 2002; MONTEIRO et al., 1997).   

A presença desses inibidores da PCR é variável entre os indivíduos. A dieta é um 

importante determinante da composição fecal e, consequentemente, pode influenciar o 

resultado da PCR nas amostras de fezes. Os inibidores da PCR nas fezes foram reduzidos em 

alguns indivíduos com uma dieta pobre em vegetais (MONTEIRO et al., 2001).  

A microbiota intestinal humana é um ecossistema complexo, composto por milhares 

de espécies bacterianas. Para melhor compreender e explorar o impacto da MIH na saúde e bem 

estar humana é necessário conhecer o conteúdo, diversidade e funcionalidade dessa microbiota 

em indivíduos saudáveis e doentes (QIN et al., 2010). O conhecimento da composição, o 

processo de colonização e as interações da MIH com o hospedeiro estão sendo elucidados nas 

últimas 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).   



54 
 

Nos últimos anos, vários estudos, em modelos humanos e animais, foram voltados à 

caracterização da microbiota intestinal em indivíduos obesos (DUNCAN et al., 2008; LEY et 

al., 2006; TURNBAUGH et al., 2009).  

No presente estudo, os índices de α- diversidade utilizados foram os índices Chao-1, 

espécies observadas, Shannon e Simpsom. O índice espécie observada indica o número de 

OTUs detectadas e foi menor, de maneira geral, no grupo de indivíduos obesos. O índice de 

Chao-1 estima a riqueza total de espécies e foi maior e estatisticamente significativo nos grupos 

eutróficos e com sobrepeso frente ao grupo obeso. Esses dados sugerem uma diminuição da 

riqueza de espécies na MIH de indivíduos com fenótipo de obesidade. Dado esse, reforçado, 

ainda, pela análise de rarefação que considera a riqueza de OTUs em função da cobertura do 

sequenciamento.  

Indivíduos 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 declínio significativo tanto na riqueza quanto na 

diversidade da microbiota dos animais após algumas semanas de uma dieta rica em gorduras. 

Depois da retirada da dieta, os parâmetros 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 

lipídeos entre os grupos foram idênticas. Não podemos, inferir, dessa forma, que em nosso 

grupo amostral de obesos a diminuição na riqueza tenha sido uma consequência da ingestão 

excessiva de gordura.  

Os índices de Shannon (H`) e Simpson foram estatisticamente semelhantes nos três 

grupos. Esses índices consideram abundância de espécies. Os valores de H´ são maiores quanto 

maior for a abundância e equitabilidade das OTUs nas amostras. Já o índice de Simpson irá 

retratar a probabilidade de que, numa mesma amostra, dois indivíduos escolhidos 

aleatoriamente pertençam a diferentes OTUs, sendo os valores mais altos retratam uma maior 

diversidade (KEYLOCK; LANE, 2005). 

Para determinar a presença de diferença significativa na diversidade beta entre os três 

grupos os plots PCoA foram construídos com base nas matrizes de distância UniFrac 

ponderadas e não ponderadas. Procurou-se agrupar indivíduos pertencentes ao mesmo grupo. 

A variação explicada pelas variáveis nos diversos eixos de PCoA associados às análises de 

UniFrac não-ponderado foi baixa, inferior a 20% nos três eixos, mas apesar disso, notou-se a 

formação de 4 clusters bem definidos, porém os cluster são altamente heterogêneos, contendo 

indivíduos pertencentes aos três grupos estudados.  Essa análise 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 abundância relativa das OTUs a partir da análise comparativa 

de diversidade das amostras pelo método UniFrac ponderado, foi possível observar uma 

variação mais alta apenas no eixo PCo1 e não foi possível observar agrupamento de indivíduos, 

apenas alguns poucos diferenciaram dos demais, ficando claro que não há formação de clusters 

quando se leva em conta a abundância 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 

análise taxonômica dos principais filos presentes na MI dos três grupos de nosso estudo 

corroboram com os dados do Projeto Microbioma Humano. 

Nas últimas décadas, vários estudos destacaram que a grande variedade de bactérias 

que colonizam o intestino humano possui relação direta na regulação de energia, dessa forma, 

fica evidente a importância desse fator ambiental em relação ao controle de peso corporal e a 

homeostase energética. Esse fato pôde ser comprovado por BACKHED et al., 2004, cujo estudo 

comparou os níveis de gordura corporal de camundongos normais frente a animais germ-free. 

Os camundongos convencionais possuíam 40% mais gordura que os não convencionais, mesmo 

consumindo menor quantidade de alimento. Ao transplantar a microbiota dos animais 

convencionais para os gnotobióticos, estes tiveram um aumento de 60% da gordura corporal 

em um curto período de tempo.  

No geral, vários pesquisadores têm apresentado relações entre a obesidade e dois filos 

bacterianos dominantes, os Firmicutes e Bacteroidetes. O filo Firmicutes compreende 274 

gêneros de bactérias predominantemente gram-positivas. Possui tanto gêneros com atividade 

imunomodulatória benéfica (Clostridium, Lactobacillus), como gêneros que induzem 

inflamação e que estão associados a algumas doenças crônicas (Mollicutes) (FURUHASHI, M., 

TUNCMAN, G., GÖRGÜN, 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 propício para seleção deste filo.  Por outro lado, 

a ingestão de fibras, frutas e hortaliças, proporciona o aumento da produção de derivados da 

fermentação de carboidratos resultando um ambiente desfavorável para elas. O aumento de 

Firmicutes estaria relacionado a um aumento da eficiência de extração 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 são descritos como bactérias competitivas, capazes de fermentar 

polissacáridos indigeríveis com formação de AGCC que podem fornecer até 10% de calorias 

quando a dieta é rica em fibras (JOHNSON et al., 2016) 

Especificamente, alguns estudos em humanos adultos, crianças e camundongos 

observaram uma mudança na abundância destes dois filos, tendo um aumento no filo Firmicutes 

e uma diminuição do filo Bacteroidetes, aumentando, dessa forma, a relação 

Firmicutes/Bacteroidetes (KOLIADA et al., 2017; LEY et al., 2005; TURNBAUGH et al., 

2006b).  Em nosso estudo, não observamos diferença estatística na abundância relativa filos 

Bacteroidetes, Firmicutes, e nem na razão Firmicutes/Bacteroidetes. 

Os achados na abundância relativa desses dois filos não é unanime entre os estudos 

que correlacionam a microbiota intestinal e o estado de obesidade. DUNCAN et al., 2007, 

analisaram a composição da microbiota intestinal humana de 19 voluntários 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 não evidenciaram 

mudanças nas contagens relativas dos Bacteroidetes.  

Estudo desenvolvido por SCHWIERTZ et al., 2010 analisou a composição bacteriana 

fecal e a quantidade de ácidos graxos de cadeia curta nas fezes de indivíduos eutróficos, com 

sobrepeso e obesos, e também não encontraram um aumento na proporção de Firmicutes nos 

indivíduos obesos e com sobrepeso. Em compensação encontraram um aumento de AGCC nas 

fezes de indivíduos com aumento de peso corporal. Membros de ambos os grupos produzem 

AGCC a partir de compostos dietéticos que escapam da digestão no intestino delgado, suprindo 

o hospedeiro com uma quantidade adicional de energia e, assumindo assim que não a proporção 

de Firmicutes e Bacteroidetes seria importante, mas sim a quantidade de AGCC produzida.  

Cerca de 60% da energia consumida pelo epitélio colônico deriva dos ácidos graxos, 

principalmente butirato (SCHEPPACH, 1994). Propionato é largamente absorvido pelo fígado 

e é um bom precursor para a gliconeogênese, liponeogênes e síntese proteica. O acetato entra 

na circulação periférica para ser metabolizado pelos tecidos periféricos e é um substrato para 

síntese de colesterol (SCHEPPACH, 1994; WOLEVER, T. M. S., SPADAFORA, P., & 

ESHUIS, 1991).  

Diversas razões podem ser responsáveis pelas diferenças observadas entre os estudos. 

A literatura aponta como as principais fragilidades metodológicas nos estudos de associação 

entre microbiota e obesidade o universo amostral que, na grande maioria dos estudos, é pequeno 
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e não levam em consideração as condições clínicas e nutricionais dos participantes. Além da 

metodologia, as variáveis intrínsecas aos participantes como etnia, sexo, idade, IMC, torna 

difícil a comparação entre os diferentes estudos, requerendo, dessa forma, alguma padronização 

na abordagem (TAGLIABUE; ELLI, 2013).  

Vale ressaltar, também, que nosso estudo recrutou somente indivíduos saudáveis, sem 

doenças prévias, comprovadas pelas análises laboratoriais realizadas, incluindo aqueles que 

fazem parte dos grupos de sobrepeso e de obesos.  Isto é importante para retratar uma possível 

mudança na microbiota causada pelo aumento de peso, sem a interferência de possíveis 

comorbidades associadas à obesidade, que por si só, podem resultar na modificação da 

microbiota e levar a resultados errôneos. 

Dos principais filos componentes da MIH, nosso estudo mostrou diferença estatística 

significativa apenas no filo Verrucomicrobia, estando em menor quantidade no grupo obeso 

quando comparada ao grupo de eutróficos.  Este filo é um membro do superfilo PVC 

(Planctomycetes-Verrucomicrobia-Chlamydiae) que inclui bactérias filogeneticamente 

relacionadas com características como a existência de um sistema de endomembrana complexo 

e dinâmico que, em alguns aspectos, os torna mais próximos para células eucarióticas. Inclui 

um pequeno número de gêneros isolados de água doce, solo e fezes de animais; Akkermansia 

muciniphila é o principal membro deste filo identificado em seres humanos (FUJIO-VEJAR et 

al., 2017).  

Assim como o filo Verrucomicrobia, o gênero Akkermansia pertencente a ele, também 

foi estatisticamente diferente entre os grupos de eutrófico e obeso, apresentando menor 

abundância no grupo de obesos. 

 A. muciniphila coloniza o intestino humano no início da vida e aumenta rapidamente 

com a idade, atingindo 108/ g de fezes em adultos (COLLADO et al., 2007). É uma bactéria 

altamente especializada capaz de usar mucinas como única fonte de carbono e nitrogênio 

(DERRIEN et al., 2011) e estimula a expressão de mucina e secreção de muco através um 

feedback positivo. Sua abundância é menor em pacientes com doenças inflamatórias intestinais 

(PNG et al., 2010). Uma menor abundância também foi relatada em estudos envolvendo 

animais e humanos obesos (ANJOS et al., 2010; ZHANG et al., 2008). Este é um achado 

interessante considerando que este agente apresenta propriedades anti-inflamatórias e 

imunoestimulantes. O Aumento nas contagens intestinais de Akkermansia. muciniphila em 

indivíduos obesos, através da administração de polifenóis ou prebióticos resultaram na melhora 

da função de barreira intestinal, endotoxemia,  sensibilidade à insulina e no aumento da 

expressão do gene Fiaf intestinal (FUJIO-VEJAR et al., 2017).  
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Dentre os principais gêneros encontrados, nosso estudo mostrou diferença estatística 

entre eutróficos e obesos nos gêneros Prevotella, Prevotella 1, Prevotella 9, Alistipes, 

Rumicococcaceae;Others, sendo Prevotella, Prevotella 1, Prevotella 9 maiores nos obesos,  

Alistipes maior no grupo eutrófico e Rumicococcaceae;Others maior nos grupos eutrófico e 

com sobrepeso . Entre os grupos com sobrepeso e obeso Fecalibacterium foi estatisticamente 

diferente. Sendo maior no grupo com sobrepeso. 

O gênero Prevotella, pertence ao filo Bacteroidetes, usa xilano, xilose, e 

carboximetilcelulose para produzir altos níveis de AGCC (JIANG et al., 2015). Estudos 

revelam uma associação desse gênero com uma dieta rica em vegetais, sugerindo que a presença 

desses microrganismos seria benéfica ao hospedeiro, porém, outros estudos associaram o 

aumento de Prevotella no ecossistema intestinal a condições inflamatórias (DILLON et al., 

2015; SCHER et al., 2013). Estudos anteriores mostraram também que a redução em 

Bacteroides-Prevotella spp. está relacionado a uma forte diminuição da endotoxemia 

metabólica e inflamação em camundongos com diabetes tipo 2 (LARSEN et al., 2010). ZHU 

et al., 2012 em estudo com crianças obesas sugeriu aumento da abundância do gênero 

Prevotella e diminuição de Alistipes, corroborando nosso trabalho.. Tanto a produção de AGCC 

quanto a endotoxemia provocada pela LPS da parede de bactérias gram-negativas, estão 

implicadas na relação MIH e obesidade. 

Prevotella é um gênero com alta diversidade de espécies que possuem grande 

diversidade genômica entre linhagens. Na população humana, a grande variação entre as 

diferentes linhagens pertencentes a esse gênero torna difícil predizer como ele atua no 

ecossistema intestinal. Para prever sua função é necessária uma compreensão mais refinada do 

potencial genético desse gênero, sua ecologia, interações com outros microrganismos e com 

seu hospedeiro (LEY, 2016). 

Alistipes são bactérias comensais, pertencentes ao filo Bacteroidetes, e são indicativas 

de boa saúde gastrointestinal. VERDAM et al., 2013, assim como nosso estudo, também 

demonstraram uma associação inversa entre alto IMC e a abundância de Alistipes no intestino.  

A família Ruminococcaceae é uma das mais abundantes pertencentes à ordem 

Clostridiales encontrada no ambiente intestinal dos mamíferos. Está associada à manutenção 

da saúde intestinal. Têm a capacidade de degradar os componentes de celulose e hemicelulose 

do material vegetal, permitindo aos membros dessa família decompor substratos que não são 

digeridos pelo hospedeiro. Estes compostos são, então, fermentados e convertidos em ácidos 

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 formação de AGCC pode estar implicada no processo de obesidade, porém, 

esse grupo é mais especializado na a degradação de material vegetal complexo, um dos motivos 

pelos quais podem estar em menor em indivíduos obesos, pois a base da alimentação desses 

indivíduos tende a ser pobre em vegetais e ricas em gorduras saturadas e carboidratos simples 

(LAURA et al., 2015). 

Faecalibacterium foi encontrada em maior abundância no grupo com sobrepeso. Esse 

genêro faz parte do filo Firmicutes e seu nível está correlacionado negativamente  com 

marcadores inflamatórios, indicando que essa bactéria pode modular a inflamação sistêmica 

(comum ao diabetes e obesidade) e contribuir para a melhora do diabetes (TREMAROLI, V., 

& BÄCKHED, 2012). Em humanos, o gênero Faecalibacterium é dividido em dois filogrupos 

diferentes (CHATEL et al., 2013).  O microrganismo Faecalibacterium prausnitzii, uma das 

três maiores abundantes espécies bacterianas encontradas no intestino grosso humano adulto 

saudável, em particular, tem sido associada à redução da inflamação de baixo grau na obesidade 

e diabetes, independentemente de ingestão calórica (FURET et al., 2010). Alguns estudos 

indicaram uma menor abundância dessa espécie em pacientes que são obesos e diabéticos 

(TREMAROLI, V., & BÄCKHED, 2012). No entanto, os níveis de F. prausnitzii foram 

significativamente maiores em crianças obesas do sul da Índia do que em participantes não 

obesos (BALAMURUGAN et al., 2010). Devido às inconsistências na correlação de F. 

prausnitzii com a obesidade em diferentes estudos, o papel deste microrganismo ainda é 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 é essencial 

para compreender a ecologia de consórcios microbianos em determinado ambiente, uma vez 

que, os microrganismos comuns podem ser críticos para a função daquele ecossistema 

(SHADE; HANDELSMAN, 2012).  

O estudo da microbiota core do nosso trabalho, revelou a presença de 29 OTUs 

pertencentes a todos os indivíduos, sendo a grande maioria pertencente ao filo Firmicutes, e 

uma parcela pertencente ao filo Bacteroidetes. Já era esperado que a microbiota core da 

população estudada pertença 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 é mais diversa no grupo de 

eutróficos, 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  indivíduos  que estão 
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acima do peso, assim como  na primeira infância, possuem uma microbiota core menos diversa  

quando comparada a de um indivíduo adulto saudável (BERGSTRÖM et al., 2014; 

MATAMOROS et al., 2013).  

Conjuntos de dados da comunidade microbiana de amostras origem fecal descreveram 

padrões de associação do hospedeiro e fatores externos que podem moldar o microbioma 

intestinal. No caso do ser humano, como dito anteriormente,  a dieta pode influenciar a 

composição da microbiota intestinal mais do que fatores genéticos, geográficos ou outros 

(EREN et al., 2014).   

Uma vez que Bacteroidetes e Firmicutes compõem a maioria dos microbiota intestinal, 

os pesquisadores estudaram seus papéis no metabolismo do hospedeiro (LÓPEZ-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 absorção lipídica. Além disso, bactérias 

pertencentes a esse filo são capazes de melhorar a absorção de micronutrientes, como o cobre, 

através da regulação positiva da expressão do seu transportador CRT1. Estudos com o outro 

filo dominante do intestino, Firmicutes, provaram o seu papel no aumento da absorção de 

lipídeos. Os pesquisadores mostraram que peixes-zebra, quando exclusivamente colonizados 

com Firmicutes tiveram um aumento significativo na absorção de lipídeos e um aumento de 

transporte de ácidos graxos para o fígado em comparação com o peixe-zebra inoculado com 

Proteobacteria e Bacteroidetes (SEMOVA et al., 2012).  

O "metagenoma" humano é composto de genes do hospedeiro e genes presentes nos 

genomas dos trilhões de microrganismos que colonizam o nosso corpo. O microbioma é 

responsável por reações metabólicas que o organismo do hospedeiro não é capaz sozinho, como 

exemplo: degradação de componentes da dieta que não somos capazes de digerir, fermentação 

de polissacarídeos, com formação de ácidos graxos de cadeia curta e a regulação de genes do 

hospedeiro que promovem a deposição de lipídeos nos adipócitos. Dessa forma, eliminamos a 

necessidade de evoluir complexos enzimáticos que seriam necessários para estas funções 

(TURNBAUGH et al., 2006b). Nesse caso, um estudo comparativo do metagenoma fecal, a 

fim de compreender a complexa interação entre genética do hospedeiro, os genes da 

comunidade microbiana e as propriedades biológicas do "superorganismo" resultante, faz-se 

necessário. 

Nas análises de correlação entre os metadados, alguns resultados eram esperados, 

como por exemplo, correlação positiva entre os dados antropométricos, correlação positiva 

entre insulina e HOMA-IR. Esses resultados reforçam a correta divisão dos indivíduos nos 
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grupos a que pertencem, além de demonstrar a importância dos dados antropométricos e 

laboratorias no diagnóstico e prognostico da obesidade. 

De maneira interessante, uma correlação negativa forte e estatisticamente significante 

entre os Filos Firmicutes e Bacteroidetes foi observada nos três grupos, sugerindo que o 

aumento de um desses filos tornaria a ambiente intestinal menos propício para o outro. Dessa 

forma, a simples modulação da MIH com uso probióticos e prebióticos ou até mesmo através 

de uma alimentação mais saudável, proporcionaria um aumento de bactérias benéficas 

pertencentes ao filo Bacteroidetes com uma consequente diminuição das bactérias não tão 

benéficas pertencentes ao filo Firmicutes, e que seriam responsáveis pelo aumento da captação 

energética nos indivíduos obesos. 

Outros achados interessantes nas análises de correlação foram: correlação negativa 

forte entre os filos Bacteroidetes e Actinobactéria no grupo com sobrepeso em contraste com 

uma correlação positiva forte entre Firmicutes e Actinobactéria. Esses achados nos permitem 

inferir e destacar que o microambiente intestinal de indivíduos com sobrepeso é diferente dos 

indivíduos obesos, mas esse microambiente seria uma mudança inicial, sendo uma ponte para 

se chegar ao microambiente de uma pessoa obesa. Esses resultados reforçam a importância da 

não inclusão desses indivíduos no mesmo grupo de indivíduos obesos em estudos que envolvam 

a comparação da microbiota intestinal.  

O filo Actinobacteria é composto por bactérias Gram positivas, sendo Bifdobacterium 

o gênero que pertence a esse filo mais comum no trato gastrointestinal humano. Esse grupo de 

bactérias estão fortemente associadas a uma manutenção da permeabilidade da barreira 

intestinal, sendo consideradas um grupo  benéfico, porém estão associadas, também, a produção 

de grandes concentrações de AGCC, principalmente acetato que é captado pelo fígado onde 

serve como substrato para gliconeogênese, síntese de colesterol e triglicerides  (BINDA et al., 

2018). 

Notamos uma tendência correlação positiva entre o filo Verrucomicrobia e a variável 

HOMA-IR, nos grupos eutrófico e com sobrepeso que não foi vista no grupo de obesos. Essa 

tendência, ainda, é maior no grupo de eutróficos. O índice HOMA-IR é um método validado 

para medir a resistência insulínica a partir da dosagem da glicemia de jejum e insulinemia Os 

resultados observados neste estudo sugerem que, em indivíduos com IMC dentro de eutróficos 

e sobrepeso, aqueles que apresentam maior abundância do filo Verrucomicrobia, apresentam 

um valor maior no índice HOMA-IR, porém ainda dentro da faixa de normalidade. Esta 

característica se perde no grupo de obesos. 
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De maneira interessante, uma correlação negativa forte e estatisticamente significante 

entre os Filos Firmicutes e Bacteroidetes foi observada nos três grupos, sugerindo que o 

aumento de um desses filos tornaria a ambiente intestinal menos propício para o outro. Dessa 

forma, a simples modulação da MIH com uso probióticos e prebióticos ou até mesmo através 

de uma alimentação mais saudável, proporcionaria um aumento de bactérias benéficas 

pertencentes ao filo Bacteroidetes com uma consequente diminuição das bactérias não tão 

benéficas pertencentes ao filo Firmicutes, e que seriam responsáveis pelo aumento da captação 

energética nos indivíduos obesos. 

 

6.2 LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

 

Claramente, estamos apenas começando a entender os mecanismos pelos quais a 

microbiota intestinal (ou seus metabólitos) conduzem o metabolismo do hospedeiro. Isso é em 

parte causado pelo fato de que as técnicas necessárias para abordar estas questões também estão 

em desenvolvimento, incluindo a avaliação dos métodos de sequenciamento e análise 

computacional. Melhorias na padronização destas técnicas proporcionarão um grande passo à 

frente para este campo (BOUTER et al., 2017). Embora a grande maioria dos estudos 

descrevendo a composição da microbiota intestinal em diferentes populações humanas foram 

realizada a partir de amostras fecais, é importante observar que microbiota fecal humana não é 

um reflexo do ambiente intestinal como um todo, uma vez que algumas bactérias ficam 

fortemente aderidas ao epitélio colônico. Isto é, obviamente, uma importante limitação que deve 

ser considerada na interpretação dos resultados (JIANG et al., 2015)  

A microbiota intestinal está sendo cada vez mais aceita como um fator que afeta o 

metabolismo do hospedeiro e contribui para condições patológicas, como a obesidade. No 

entanto, a contribuição da microbiota intestinal no processo de desenvolvimento da obesidade 

em humanos ainda não é claro. A etiologia da obesidade é heterogênea e, uma vez que a 

microbiota pode influenciar na fisiopatologia da obesidade por diferentes mecanismos, também 

não é de se surpreender que grupos distintos de microrganismos podem estar associados à 

obesidade, levando-se em conta gênero, etnia, condições genéticas e socioeconômicas do 

hospedeiro em que se encontra (STANISLAWSKI et al., 2019).  A maioria dos estudos 

realizados até o momento utiliza uma baixa população amostral e incluem participantes com 

origem étnica e hábitos alimentares diversos além de utilizarem diferentes métodos com vieses 

específicos, além do fato de que a MIH apresenta grande variação interpessoal. Um dos 
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principais desafios, até o momento, é obter biomarcadores preditivos robustos para obesidade 

com base na microbiota intestinal  (TREMAROLI, V., & BÄCKHED, 2012). 

Em estudo anterior do nosso grupo, utilizando as metodologias de FISH e PCR-DGGE 

que são técnicas bem padronizadas e frequentemente utilizadas em estudos de comunidades 

microbianas, encontramos resultados que não foram corroborados pelo estudo atual utilizando 

metagenômica (ROGER; MCCARTNEY, 2010).  A técnica de sequenciamento de nova é 

considerada padrão ouro no estudo de comunidades microbianas, por ser uma técnica mais 

sensível e revelar dados mais finos, com maior discriminação taxonômica que nesse caso, 

permitiu inferir diferenças na estrutura da comunidade taxonômica por análises de distribuição 

e diversidade, reforçando a questão que o uso de diferentes metodologias pode implicar em 

diferenças nos resultados obtidos. 

Um outro ponto importante no que diz respeito a discrepância de resultados entre os 

estudos é a não segregação de indivíduos com sobrepeso do grupo de indivíduos obesos. Em 

nosso estudo demonstramos que indivíduos com sobrepeso se comportam de maneira 

heterogenia, ora mais semelhantes aos eutróficos, 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 composição da microbiota intestinal. No entanto, esses resultados têm mostrado 

que a microbiota é individual e específica, portanto, as mudanças na microbiota causadas pela 

obesidade também tendem a ter essas características. Além disso, sua diversidade é muito 

grande e sua participação no processo saúde-doença do hospedeiro ainda não foram totalmente 

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

 

 A biblioteca metagenômica construída para posterior análise de sequenciamento obteve 

qualidade ótima na grande maioria das amostras, apresentando apenas uma banda, apenas um 

amplicon correspondente ao número de pares de bases esperados. 

 

 O grupo de indivíduos obesos possuí menor riqueza de espécies quando comparado com 

indivíduos eutróficos e com sobrepeso. 

 

 Não identificamos diferença entre os filos Firmicutes e Bacteroidetes nos indivíduos dos 

três grupos estudados.  Porém em outros grupos bacterianos encontramos diferença, 

demonstrando que estrutura da microbiota bacteriana intestinal tende a se diferenciar entre 

indivíduos obesos, com sobrepeso e eutróficos, sendo menos semelhante entre os obesos e 

eutróficos. 

 

 Indivíduos com sobrepeso comportam-se de maneira altamente heterogênea 

apresentando uma estrutura de microbiota intestinal intermediária ora mais semelhante aos 

obsesos e ora mais semelhante aos eutróficos.  

 

 A microbiota core de indivíduos obesos e com sobrepeso é consideravelmente menos 

diversa quando comparada aos indivíduos eutróficos.  

 

 Firmicutes e Bacteroides possuem correlação negativa forte nos diferentes ambientes 

intestinais estudados.  

 

 A correlação entre a estrutura da microbiota intestinal com parâmetros bioquímicos 

antropométricos não ocorre de maneira uniforme entre os grupos de indivíduos, e não deve ser 

preditivo de determinada modificação na estrutura da comunidade microbiana.  
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APÊNDICE A – Dados nutricionais dos indivíduos estudados. 

Tabela 6: dados nutricionais dos indivíduos estudados. 
 

Número Grupo Kcal Carb. PTN LIP FIB 

102 Eutrófico 2392,36 47,11 12,09 32,18 14,75 

105 Eutrófico 1808,41 73,93 19,47 26,54 26,45 

106 Eutrófico 2683,64 66,32 14,81 22,93 56,7 

107 Eutrófico 4231,67 69,85 18,67 29,26 48,35 

109 Eutrófico 2013,29 56,85 21,91 32,12 23,02 

110 Eutrófico 1720,53 37,38 22,6 38,25 13,91 

111 Eutrófico 1799,29 51,91 21,77 24,73 21,53 

112 Eutrófico 1637,6 58,89 24,03 35,76 11,47 

114 Eutrófico 2099,58 63,19 20,66 26,33 48,59 

116 Eutrófico 1834,76 56,96 17,25 27,76 11,6 

117 Eutrófico 1784,06 31,43 18,08 65,97 24,89 

119 Eutrófico 982,08 60,16 30,83 39,49 6,4 

120 Eutrófico 2317,65 46,52 15,83 40,67 27,34 

121 Eutrófico 1599,62 52,41 18,06 31,7 27,38 

122 Eutrófico 1592,79 61,62 14,17 27,67 22,22 

124 Eutrófico 2648,29 58,15 13,72 28,18 33,56 

125 Eutrófico 2201,29 48,7 18,77 32,27 22,18 

126 Eutrófico 1419,45 35,07 17,84 51,94 16,52 

127 Eutrófico 1246,04 56,45 17,04 31,66 8,15 

128 Eutrófico 1249,8 54,4 18,11 28,4 15,84 

129 Eutrófico 2011,68 53,9 15,86 32,57 25,57 

130 Eutrófico 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 3277,4 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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38 Sobrepeso 2254,64 48,62 21,3 31,62 30,43 

41 Sobrepeso 991,82 53,25 22,21 27 13,23 

42 Sobrepeso 876,01 51,67 22,89 24,32 7,99 

44 Sobrepeso 4759,7 55,69 11,91 33,78 63,7 

108 Sobrepeso 2892,46 39,59 18,59 42,05 33,81 

113 Sobrepeso 1811,45 50,2 18,68 30,88 23,51 

203 Sobrepeso 1430,07 48,65 20,84 38,51 10,99 

205 Sobrepeso 1998,68 45,34 19,29 34,58 21,78 

206 Sobrepeso 1535,51 62,93 16,98 38,03 14,56 

207 Sobrepeso 1437,91 58,86 17,02 27,09 11,55 

208 Sobrepeso 2030,87 63,75 17,52 23,95 47,03 

209 Sobrepeso 1449,08 62,7 23,84 35,09 20,08 

210 Sobrepeso 1024,49 70,69 19,82 21,28 15,21 

211 Sobrepeso 2491,95 54,55 15,46 30,23 40,49 

212 Sobrepeso 2460,28 71,92 15,65 28,09 31,57 

1 Obeso 2670,9 54 15,68 35,09 31,16 

4 Obeso 973,02 49,29 20,66 31,67 17,78 

6 Obeso 2065,47 56,84 25,26 27,9 43,03 

7 Obeso 4504,78 48,32 14,91 36,95 42,77 

10 Obeso 2377,52 46,92 23,51 32,32 40,61 

11 Obeso 1517,24 53,82 15,72 31,43 26,82 

14 Obeso 1500,33 66,35 14,32 28,13 23,29 

15 Obeso 1986,92 55,88 17,91 26,74 40,67 

17 Obeso 1707,39 49,3 13,08 38,44 14,23 

24 Obeso 1394,31 48,48 17,47 34,98 13 

27 Obeso 2708,38 42,47 19,69 35,11 31,43 

32 Obeso 2467,46 64,75 18,35 16,12 33,8 

34 Obeso 5388,86 68,74 14,64 24,11 52 

39 Obeso 2009,64 56,91 24,22 20,38 26,97 

45 Obeso 3073,26 51,32 14,67 31,72 49,37 

46 Obeso 1339,59 54,15 23,7 31,46 16,14 

54 Obeso 1890,7 62,77 24,72 26,26 32,02 

55 Obeso 2157,41 53,34 16,92 30 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 25,75 27,37 

Fonte: elaborada pelo autor. Kcal =calorias ingeridas; Carb.= carboidratos; PTN= proteínas; 
LIP= lipídeos; FIB= fibras. 
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APÊNDICE B –Dados antropométricos dos indivíduos estudados.  
 

Tabela 7:  dados antropométricos dos indivíduos estudados 

Número Grupo BMI WC AC HC WC/AC 

102 Eutrófico 23,61 72,00 78,0 101,00 0,71 

105 Eutrófico 22,25 75,00 83,0 98,00 0,76 

106 Eutrófico 22,36 76,00 85,0 99,00 0,76 

107 Eutrófico 21,75 74,00 79,0 102,00 0,72 

109 Eutrófico 20,16 70,00 77,0 92,00 0,76 

110 Eutrófico 21,75 78,00 79,0 93,00 0,83 

111 Eutrófico 22,85 78,00 84,0 101,00 0,75 

112 Eutrófico 24,00 81,00 90,5 111,00 0,72 

114 Eutrófico 24,85 78,00 87,0 104,00 0,75 

116 Eutrófico 22,29 74,50 88,0 102,00 0,73 

117 Eutrófico 24,27 71,00 79,0 100,00 0,71 

119 Eutrófico 20,16 73,00 81,0 99,00 0,74 

120 Eutrófico 23,46 70,00 75,0 99,00 0,71 

121 Eutrófico 23,90 81,00 88,0 97,00 0,84 

122 Eutrófico 23,81 85,00 88,0 102,00 0,83 

124 Eutrófico 24,60 89,00 96,0 103,00 0,86 

125 Eutrófico 21,09 71,00 81,0 93,00 0,76 

126 Eutrófico 24,50 102,00 102,0 99,00 1,03 

127 Eutrófico 24,49 94,00 99,0 103,00 0,91 

128 Eutrófico 24,96 92,00 95,0 100,00 0,92 

129 Eutrófico 18,55 71,00 77,0 93,00 0,76 

130 Eutrófico 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= índice de massa corporal, WC= circunferência da 
cintura, AC= circunferência abdominal; HC= Circunferência do quadril. 
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APÊNDICE C - Dados laboratoriais dos indivíduo estudados.  
 

Tabela 8:  dados laboratoriais dos indivíduo estudados. 
 

Número Grupo Glyc TAG Chol LDL HDL Creatine Cortisol Insulina 
HOMA-

IR HOMA-β Hb 

102 Eutrófico 75 49,00 168,00 88,00 71,00 1,03 23,60 3,60 0,70 108,70 13,30 

105 Eutrófico 77 53,00 165,00 97,00 58,00 0,87 11,57 4,60 1,80 454,00 12,30 

106 Eutrófico 91 181,00 181,00 115,00 42,00 1,00 17,60 7,60 1,70 98,00 13,10 

107 Eutrófico 87 136,00 150,00 100,00 45,00 0,98 15,00 6,30 1,20 96,00 13,50 

109 Eutrófico 83 85,00 194,00 122,00 55,00 0,92 13,35 2,40 0,50 43,40 13,00 

110 Eutrófico 87 112,00 162,00 97,00 43,00 0,99 18,18 2,80 0,60 42,20 12,00 

111 Eutrófico 81 44,00 169,00 93,00 68,00 0,99 17,23 3,20 0,60 64,30 15,10 

112 Eutrófico 83 187,00 269,00 151,60 80,00 1,10 17,10 7,40 1,50 133,80 13,30 

114 Eutrófico 94 208,00 188,00 96,00 51,00 0,85 24,86 10,00 2,30 116,50 11,00 

116 Eutrófico 79 60,00 150,00 88,00 50,00 1,00 23,60 3,60 0,70 108,70 13,30 

117 Eutrófico 84 86,00 188,00 100,00 71,00 1,13 15,82 4,80 1,00 82,60 12,60 

119 Eutrófico 78 122,00 218,00 136,00 58,00 0,73 12,80 4,70 0,90 113,40 13,50 

120 Eutrófico 84 66,00 252,00 179,00 60,00 0,95 13,80 4,50 1,20 112,00 13,40 

121 Eutrófico 94 208,00 188,00 96,00 51,00 0,85 24,86 10,00 2,30 116,50 11,00 

122 Eutrófico 99 104,00 209,00 114,00 75,00 0,88 11,30 6,50 1,60 65,20 14,40 

124 Eutrófico 79 109,00 183,00 120,20 41,00 1,13 4,50 3,80 0,70 85,90 15,30 

125 Eutrófico 84 91,00 218,00 141,00 59,00 0,87 13,48 5,30 1,10 91,20 15,00 

126 Eutrófico 115 198,00 191,00 112,00 40,00 0,96 6,05 5,20 1,50 36,10 16,80 

127 Eutrófico 78 124,00 213,00 147,00 42,00 1,04 8,06 7,00 1,30 168,90 13,70 

128 Eutrófico 98 57,00 179,00 113,00 55,00 1,04 14,96 5,70 1,40 58,80 14,50 

129 Eutrófico 77 38,00 122,00 64,00 51,00 1,20 15,30 3,10 0,60 80,20 14,30 

130 Eutrófico 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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21 Sobrepeso 88 50,00 193,00 137,00 46,00 0,92 2,40 14,10 3,10 203,80 13,50 

22 Sobrepeso 95 176,00 174,00 107,00 32,00 1,01 8,42 8,00 1,90 90,30 16,00 

28 Sobrepeso 89 109,00 216,00 127,00 68,00 0,75 5,20 9,40 2,10 130,60 13,60 

29 Sobrepeso 97 138,00 195,00 131,00 37,00 1,07 8,00 11,30 2,70 120,00 15,30 

30 Sobrepeso 88 147,00 137,00 50,00 58,00 0,83 22,30 13,00 2,80 187,90 13,50 

35 Sobrepeso 81 80,00 138,00 73,00 49,00 1,20 14,20 8,00 1,60 160,70 15,80 

38 Sobrepeso 83 101,00 183,00 105,00 58,00 0,87 12,60 9,30 1,90 168,10 13,00 

41 Sobrepeso 108 103,00 242,00 166,00 56,00 0,70 14,70 6,60 1,80 52,90 14,40 

42 Sobrepeso 108 114,00 168,00 96,00 50,00 1,11 16,00 4,20 1,10 33,70 14,40 

44 Sobrepeso 93 60,00 151,00 91,00 49,00 0,78 10,00 5,00 1,50 115,60 13,00 

108 Sobrepeso 95 144,00 264,00 193,00 43,00 1,10 12,35 9,40 2,20 106,10 15,50 

113 Sobrepeso 75 40,00 117,00 65,00 44,00 1,13 13,27 5,50 1,00 166,00 14,30 

203 Sobrepeso 84 142,00 223,00 142,00 53,00 0,80 20,53 16,50 3,40 284,00 12,40 

205 Sobrepeso 93 57,00 151,00 91,00 49,00 0,78 8,46 9,60 2,20 115,60 12,20 

206 Sobrepeso 78 89,00 204,00 106,00 81,00 0,73 18,21 10,30 2,00 248,50 13,20 

207 Sobrepeso 99 235,00 251,00 166,00 38,00 1,14 10,03 5,90 1,40 59,20 15,30 

208 Sobrepeso 80 29,00 182,00 128,00 49,00 0,88 9,60 4,40 0,90 93,60 14,00 

209 Sobrepeso 93 181,00 184,00 112,00 36,00 1,26 13,40 15,40 3,50 185,40 15,80 

210 Sobrepeso 89 50,00 194,00 129,00 55,00 0,76 5,56 6,50 1,40 90,30 13,00 

211 Sobrepeso 87 54,00 163,00 97,00 56,00 1,02 12,77 9,10 2,00 137,00 15,50 

212 Sobrepeso 105 169,00 241,00 165,00 43,00 0,94 12,18 4,50 1,20 38,70 15,00 

1 Obeso 114 681,00 274,00 #NULO! 56,00 1,29 7,80 12,40 2,90 161,20 12,70 

4 Obeso 104 109,00 186,00 125,00 40,00 1,07 5,67 9,80 2,50 86,30 13,90 

6 Obeso 68 41,00 118,00 66,00 44,00 0,64 9,18 6,30 1,10 459,90 11,80 

7 Obeso 127 232,00 221,00 119,00 56,00 0,94 14,10 7,60 2,40 42,80 13,50 

10 Obeso 71 77,00 181,00 119,00 47,00 0,83 4,60 10,00 1,80 454,00 11,90 

11 Obeso 61 66,00 160,00 112,00 35,00 0,81 8,19 41,10 6,20 160,10 13,60 

14 Obeso 85 136,00 142,00 70,00 45,00 0,99 17,10 5,20 1,10 85,40 16,60 

15 Obeso 100 274,00 272,00 158,00 60,00 1,26 16,60 17,30 4,30 168,80 14,00 

17 Obeso 95 144,00 264,00 193,00 43,00 1,10 12,35 9,40 2,20 106,10 15,50 
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24 Obeso 98 82,00 159,00 106,00 37,00 1,30 10,20 10,10 3,10 159,90 15,10 

27 Obeso 83 161,00 194,00 114,00 48,00 0,99 9,70 6,30 1,30 113,90 13,20 

32 Obeso 137 182,00 161,00 91,00 34,00 0,72 10,60 19,30 6,80 88,10 13,80 

34 Obeso 88 226,00 214,00 122,00 47,00 1,19 5,20 6,60 1,40 95,40 15,20 

39 Obeso 110 137,00 262,00 175,00 60,00 0,96 7,60 4,00 1,10 30,70 12,90 

45 Obeso 82 121,00 152,00 87,00 41,00 1,09 9,84 12,70 2,60 241,70 13,90 

46 Obeso 95 144,00 264,00 193,00 43,00 1,10 12,35 9,40 2,20 106,10 15,50 

54 Obeso 77 85,00 152,00 88,00 47,00 0,88 11,36 15,10 2,90 390,40 12,90 

55 Obeso 103 157,00 172,00 109,00 32,00 1,01 10,85 15,10 3,80 136,30 15,00 

57 Obeso 84 136,00 220,00 135,00 58,00 0,74 11,81 10,40 2,20 179,00 12,30 

59 Obeso 125 200,00 215,00 134,00 41,00 0,88 11,90 14,60 4,50 84,90 14,40 

60 Obeso 114 130,00 179,00 126,00 27,00 1,04 8,30 35,00 9,80 247,70 15,40 

Fonte: elaborada pelo autor: Gly= glicose; TAG= triglicérides; Chol= colesterol; LDl=colesterol LDL; HDL= colesterol HDL; Hb= hemoglobina 
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APÊNDICE D – Número de Reads por amostra 

Tabela 9: Número de Reads por amostra 

Amostra Número 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 40271.0 
57 44645.0 
34 44717.0 
111 47558.0 
128 47985.0 
11 49770.0 
17 51114.0 
14 53329.0 
110 34594.0 
206 35002.0 
112 36144.0 
109 37809.0 
21 38384.0 
105 39491.0 
124 40271.0 
57 44645.0 
34 44717.0 
111 47558.0 
128 47985.0 
11 49770.0 
17 51114.0 
14 53329.0 
125 58921.0 
10 60074.0 
116 67629.0 
55 80138.0 
102 90715.0 
101 99006.0 
27 111541.0 
38 149524.0 
121 219704.0 
2 281429.0 

120 444598.0 
211 449862.0 
117 554465.0 
14 53329.0 
125 58921.0 
10 60074.0 
116 67629.0 
55 80138.0 
102 90715.0 
101 99006.0 
27 111541.0 
38 149524.0 
121 219704.0 
2 281429.0 

120 444598.0 
211 449862.0 
117 554465.0 

Fonte: elaborada pelo autor 
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APÊNDICE E – Artigos relacionados ao projeto publicados 
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APÊNDICE F – Artigo em fase de revisão para submissão em periódico 
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ANEXO A - Parecer do comitê de ética em pesquisa- UFJ 
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido.  
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ANEXO C – Questionário quantitativo de frequência alimentar adaptado. 

 

Leite e derivados Quantas vezes você 

come 

Unidade    

Pequena  

Média Grande 

Leite integral N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Leite desnatado N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Iogurte convencional N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Iogurte light N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Queijo branco N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Queijo amarelo N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Requeijão convencional N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Requeijão light N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

 N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Pães e substitutos 

Pão francês N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Pão de forma convencional N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Pão de forma Light N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Pão integral N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Pão de queijo N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    
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Biscoito salgado N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Biscoito polvilho N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Biscoito de maisena N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Biscoito recheado diet N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Biscoito recheado convencional N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Biscoito Waffer diet N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Biscoito Waffer convencional N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Bolo diet N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Bolo convencional N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

 N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Gorduras 

Margarina convencional N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Margarina Light N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Manteiga N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Maionese convencional N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Maionese light N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Azeite N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    
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 N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Cereais 

Arroz N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Arroz integral N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Arroz temperado N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Batata Frita N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Mandioca Frita N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Batata cozida N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Mandioca cozida N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Angu  N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Milho Verde N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Macarrão N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Lasanha N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Macarrão instantâneo  N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Coxinha N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Quibe N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Esfiha/ enroladinho N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    
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Cereais Quantas vezes você 

come 

Unidade 

   

Pequena   

  

Média 

 

Grande 

 

Empada N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Pastel N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

    

Pizza N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

    

Farinha N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

    

Farofa N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

 N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

 N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Frutas 

Laranja N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Banana N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Maçã N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Pêra  N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Mamão N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Melancia/ melão N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Abacaxi N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Uva  N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    
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Outras 

frutas________________ 

N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Suco de laranja natural N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Suco de outras frutas_________ N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

 N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

 N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Leguminosas 

Feijão N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Feijão tropeiro N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Soja N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

 N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Verduras/ legumes 

Alface N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Agrião N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Repolho N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Espinafre N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Couve N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Couve flor, brócolis N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    
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Cenoura crua N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Cenoura cozida N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Abóbora cozida N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Tomate N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Beterraba N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Chuchu N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Abobrinha N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Quiabo N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Pepino N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

Sopas_____________________ N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

 N    1    2    3    4    5    6    

7    8    9    10 

D S M    

 


