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RESUMO

A obesidade é uma doenca de grande impacto para saude publica e esta
relacionada com alteragbes na fisiologia, com reflexo no intestino, sobretudo do
ponto de vista ecoldgico. Nestas condic¢des, alteracdes na estrutura da comunidade
microbiana podem ocorrer, mas pouco se sabe sobre suas implicacbes no
fendbmeno da resisténcia aos antimicrobianos, que atualmente figura como uma
grande ameaca a medicina moderna. E aceito que a microbiota intestinal atue
como reservatorio de genes de resisténcia. Por outro lado, a exposicao a diferentes
xenobioticos pode alterar a composicdo da microbiota e atuar como agente de
pressdo seletiva no intestino, selecionando bactérias resistentes. Considerando as
alteracdes no estilo de vida, dieta e microbiota que acontecem em pacientes com
excesso de peso, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar a ocorréncia de marcadores
genéticos representativos do resistoma clinico no metagenoma intestinal de
individuos eutroficos, com sobrepeso e obesos, sem histdria de antibioticoterapia
recente. Foram avaliados 72 pacientes classificados em eutréficos, com sobrepeso
e obesos, de acordo com o IMC. Medidas antropométricas, avaliagdo socio-
demografica e nutricional dos pacientes foi realizada. Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) convencional a partir do DNA metagendmico fecal extraido foi
utilizada para avaliar a presenca de 59 genes de resisténcia pertencentes a
diferentes familias de antibidticos. A densidade de diferentes grupos bacterianos foi
avaliada por hibridizacdo fluorescente in situ (FISH). Do total de genes
pesquisados, foram detectados 27 tipos de genes, dos quais 17 genes de
resisténcia sdo compartilhados entre os trés grupos (eutréficos, com sobrepeso e
obeso), o que indica a presenca de um nudcleo comum no resistoma formado
principalmente por genes de resisténcia a tetraciclinas e beta-lactamicos. Além
disso, o grupo com obesidade que apresentou maior quantidade de genes
detectados e variedade de genes (176:26), em comparagdo com O grupo
sobrepeso (145:21) e o grupo eutréfico (132:0). A analise da densidade bacteriana
mostrou principalmente a presenca de bastonetes Gram negativos anaerdbios,
seguido por bastonetes Gram negativos e cocos Gram positivos, 0s quais
estiveram aumentados no grupo obeso, especialmente para Escherichia coli e
Acinetobacter. Foi calculada a proporcao de genes de resisténcia em comparacao
com as espécies bacterianas, mostrando uma maior probabilidade do surgimento
de genes de resisténcia para o grupo dos bastonetes Gram negativos. Foi realizado
0 andlise de correlacdo (Odds Ratio) entre os genes de resisténcia o IMC, ingesta
calorica, consumo de xenobioticos, e uso de edulcorantes, e uma correlacao
positiva entre 0 surgimento dos genes de resisténcia e esses fatores foi observada.
Os resultados sugerem que fatores relacionados ao excesso de peso como o IMC,
dieta e a exposicao a diferentes xenobioticos afetam a composicdo da microbiota
intestinal, permitindo uma maior probabilidade da ocorréncia de marcadores
genéticos de resisténcia a drogas antimicrobianas no metagenoma fecal.

Palavras-chave: microbiota intestinal, obesidade, resisténcia aos antibioticos



ABSTRACT

Obesity is a disease of great impact to public health and is related to changes in
physiology, reflected in the gut, especially from an ecological point of view. Under
these conditions, changes in microbial community structure may occur, but little is
known about its implications in the antimicrobial resistance phenomenon, which
currently ranks as a major threat to modern medicine. It is accepted that the
intestinal microbiota acts as resistance genes reservoir. Moreover, exposure to
different xenobiotics can change the composition of the microbiota and act as an
agent of selective pressure in the intestine selecting resistant bacteria. Considering
the changes in lifestyle, diet and microbiota that happen in overweight patients, the
objective of this research was to evaluate the occurrence of genetic markers
representative of the clinical resistoma in the gut metagenome of normal weight,
overweight and obese individuals, with no history of recent antibiotic therapy. 72
patients were evaluated and classified as normal weight, overweight and obese
according to BMI. Also, anthropometric, sociodemographic and nutrition evaluation
of patients was performed. Conventional polymerase chain reaction (PCR) from the
fecal metagenomic DNA extracted was used to assess the presence of 59
resistance genes belonging to different families of antibiotics. The density of
different bacterial groups was assessed by fluorescence in situ hybridization (FISH).
Of the total surveyed genes were detected 27 types of genes, of which 17
resistance genes are shared among the three groups (normal weight, overweight
and obese), which indicates the presence of a common core in resistoma mainly
made up of genes that confere resistance to tetracyclines and beta-lactams.
Moreover, the obese group presents the highest amount of detected genes and
variety of genes (176:26), compared to the overweight (145:21) and eutrophic group
(132:0). The bacterial density analysis showed mainly the presence of Gram
negative anaerobes, followed by Gram negative rods and Gram positive cocci,
which were increased in the obese group, particularly Escherichia coli and
Acinetobacter baumannii. Also, was calculated the ratio of resistance genes in
comparison with the bacterial species showing more likely the emergence of
resistance genes for the group of Gram negative rods. We performed the correlation
analysis (odds ratio) between resistance genes BMI, caloric intake, consumption of
xenobiotics, and use of sweeteners, and a positive correlation between the
emergence of resistance genes and these factors was observed. The results
suggest that factors related to overweight as BMI, diet and exposure to different
xenobiotics affect the composition of the intestinal tract, allowing for a greater
likelihood of genetic markers of antimicrobial drug resistance in fecal metagenome.

Keywords: Antimicrobial resistance, intestinal microbiota, gut, faecal resistome
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1 INTRODUCAO

Os avancos cientificos relacionados ao estudo dos microrganismos
associados a superficies internas e externas de hospedeiros, definidos como
microbiota residente, tem permitido uma compreensdo mais profunda do papel
desses microrganismos na manutencdo do estado geral de saude dos seus
hospedeiros. Neste contexto, sabe-se que a microbiota intestinal participa de varias
funcBes vitais para a fisiologia de seres humanos e outros animais. Além disso, a
microbiota coexiste em um ambiente extremamente complexo, com relacdes
ecologicas bem definidas entre o0s procariotos, células intestinais e o
comportamento do hospedeiro, representado pela sua fisiologia e pelo fluxo de
substancias ou seus metabdlitos, que atuam como substrato para estes
microrganismos anfibionticos.

A analise da microbiota intestinal permitiu ainda estabelecer grupos bacterianos
relativamente fixos em determinadas condi¢des fisiolégicas nesse ambiente, e o0s
beneficios que estdo associados a eles. No entanto, esta relacdo benéfica pode ser
afetada se a microbiota é alterada. Esta condicdo de quebra na homeostase é
conhecida como disbiose, e pode ser causada por varios fatores, como a dieta,
localizac@o geografica e principalmente o uso de antibioticos. Além disso, a disbiose
pode estar associada com o desenvolvimento de diferentes doengas, tais como o
diabetes, a sindrome metabdlica e obesidade.

O ecossistema intestinal representa um ambiente polimicrobiano susceptivel a
acdo de diferentes xenobidticos, como as drogas antimicrobianas, cuja exposi¢cdo em
niveis terapéuticos ou sub-terapéuticos pode influenciar na selecdo de marcadores de

resisténcia. Como um todo, o conjunto dos marcadores de resisténcia presentes em
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uma dada populagédo microbiana € definido como resistoma e os genes de resisténcia
a antibioticos de importancia clinica é conhecido como o resistoma clinico, e seu
estudo é fundamental para compreenséo do papel dos diferentes ecossistemas como
reservatorios de resisténcia, e as condicdes que levam as diferentes formas de
pressdo seletiva, que contribuem para sua persisténcia na auséncia de
antimicrobianos, o que pode impactar a terapéutica em situacdes de doencas
infecciosas.

Atualmente, a contencdo do fendmeno da resisténcia aos antibibticos
representa um dos grandes desafios na saude publica, de acordo com dados da
Organizacdo Mundial da Saude. Assim, o estudo dos fatores relacionados a
resisténcia aos antimicrobianos e seus reservatorios € fundamental e podera permitir
melhor entendimento sobre a origem, causas e fatores ambientais envolvidos na
propagacdo deste fenbmeno, o que podera contribuir no desenvolvimento de novas
estratégias, medicamentos e medidas de controle que permitam um futuro melhor
para a populacdo em geral.

Embora o intestino seja descrito como um dos maiores reservatérios de genes
de resisténcia, e constitui um ambiente propicio para a transferéncia desses
marcadores entre bactérias, a influéncia de condi¢des fisioldgicas do hospedeiro que
resultem em rompimento da homeostase intestinal, como a obesidade, permanece
ainda nado elucidada. Estudos recentes apontam a microbiota intestinal como
importantes componentes participantes da fisiopatologia da obesidade, a medida que
0S microrganismos atuam no superavit energético para o hospedeiro, interferem com
a permeabilidade intestinal, com o transito e degradacdo de substancias,
especialmente no intestino grosso, além de modularem localmente e sistemicamente

padrdes imunoldgicos do hospedeiro.
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Neste sentido, considerando-se a necessidade de contencdo do fendmeno da
resisténcia bacteriana as drogas e o entendimento da influéncia das condi¢des
fisiologicas que possam estar relacionadas a este fendmeno; é necessario o
conhecimento de fatores bidticos e abidticos que possam atuar como fatores de
pressdo seletiva para selecdo e persisténcia de marcadores de resisténcia. Essa
abordagem pode contribuir para novas estratégias terapéuticas e a minimizacao dos
impactos associados.

Neste estudo, com uma abordagem independente de cultivo, pretendeu-se
investigar a influéncia do estado de obesidade na persisténcia de marcadores
genéticos de resisténcia a drogas antimicrobianas no ecossistema intestinal,
representado pelo metagenoma fecal, comparativamente em individuos eutroficos,

com sobrepeso e obesos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota Intestinal: homeostase e dishiose

O corpo humano depende da presenca dos microrganismos para desenvolver
caracteristicas fisioldgicas essenciais para a sua sobrevivéncia, co-evoluindo e
mantendo a estabilidade e o equilibrio ecolégico dindmico com a populagéo
microbiana. A maioria desses microrganismos é residente, e sao definidos como
populacées microbianas de maior ou menor complexidade, estaveis em determinadas
areas anatdmicas, considerando-se idade, fisiologia e o comportamento dos
hospedeiros (XU e GORDON, 2003; GRICE e SEGRE 2012).

Esses microrganismos, também chamados de microbiota residente, indigena
ou autéctone, possuem importantes funcdes para a saude dos hospedeiros, uma vez
que atuam como barreiras contra instalacdo de microrganismos patogénicos,
modulam o sistema imunoldgico, produzem ou degradam substancias prejudiciais ou
Gteis aos hospedeiros, e, ainda, podem participar do seu metabolismo energético
(QIN et al., 2010).

Como um todo, o chamado microbioma, que compreende o total de genes da
microbiota de um dado individuo, contém genes responsaveis por func¢des
bioquimicas essenciais para a fisiologia do hospedeiro. E considerado um 6rgédo
multifuncional adquirido, e coexiste, assim, em uma relacdo homeostética com seu
hospedeiro (O'HARA e SHANAHAN, 2006; HOOPER, LITTMAN e MACPHERSON,
2012).

Nos seres humanos e outros animais de sangue quente, o trato gastrintestinal

representa um ecossistema peculiar de interagdo entre microbiota e seus hospedeiros
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pela quantidade e diversidade de microrganismos nas diferentes por¢cdes anatomicas.
Neste sitio, observam-se diferentes formas de presséo seletiva e aporte nutricional
disponiveis para 0os microrganismos, cuja populagdo microbiana € estimada em 100
trilndes de células (LEY, PETERSON e GORDON, 2006). O cdlon esta associado ao
maior nimero e diversidade de microrganismos, com estimativas de 10** — 10** cél/ml
do conteudo intestinal (WHITMAN, COLEMAN e WIEBE, 1998). Além disso, acredita-
se que esses microrganismos, em conjunto, totalizem em seus genomas em torno de
150 vezes mais genes do que o genoma humano (SOMMER e BACKHEAD, 2013).

A microbiota intestinal exerce varias funcBes sobre a fisiologia de seu
hospedeiro, tais como: (i) processamento de componentes alimentares ndo digeriveis,
principalmente carboidratos, que sao convertidos em acidos graxos de cadeia curta
(acetato, propionato, butirato) (QUIN et al., 2010; SCHEPPACH, 1994); (ii) sintese de
fatores nutricionais, tais como vitaminas e aminoacidos (TAN e O'TOOLE, 2015); (iii)
processamento de xenobioticos; (iv) desenvolvimento e maturacdo do sistema imune
(KABAT, SRINIVASAN e MALOY, 2014); (v) renovagdo do epitélio intestinal e
manutencdo da sua integridade; (vi) e resisténcia a colonizacdo (SOMMER e
BACKHEAD, 2013). Além disso, acredita-se que a microbiota intestinal possua outras
funcBes ainda ndo bem estabelecidas, como papel auxiliar na sintese de metabdlitos
disponibilizados aos hospedeiros (FISCHBACH, WALSH e CLARDY, 2007).

No intestino, a variabilidade taxon6mica microbiana, entretanto, € maior que a
variabilidade funcional. Acredita-se que o numero de espécies bacterianas varia entre
1.000 e 1.500, das quais 160 sdo amplamente compartilhadas, definindo-os como um
"ndcleo comum" entre os individuos adultos com microbiota estavel (QUIN et al 2010).
Nesta situagdo, a microbiota intestinal estavel nos seres humanos é representada,

majoritariamente, pelos filos Bacteroidetes (20-25%), Firmicutes (60—65%),
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Proteobacteria (5-10%), Actinobacteria (3%), e em menor quantidade, bactérias do filo
Verrucomicrobia e Fusobacteria (WOPEREIS et al., 2010 ; ROSENBAUN, KNIGHT e
LIEBEL, 2015). Apesar disso, todas as funcdes necesséarias sdo realizadas no trato
gastrintestinal, o que indica que essas variacbes ndo afetam funcionalmente o
microbioma. Porém, essas diferencas podem afetar a eficdcia da funcdo realizada
(MARCHESI et al., 2015). Além disso, microbiota intestinal apresenta um caréater
anfibibntico e pode estar associada a doengas infecciosas de origem enddgena,
geralmente polimicrobianas, em situacdes de desequilibro ou ao alcancar sitios nédo
colonizados (UNDERWOOD, 2014; AL-SAFFAR et al., 2015). J& foi demostrado que
as alteragcbes na microbiota (disbiose) também tém um papel importante no
aparecimento de varias doencas, ndo sO no intestino, mas também em d&rgaos
distantes, como resultado da ruptura do equilibrio na comunidade microbiana e na
homeostase atingida pelo hospedeiro (SUN e CHANG, 2014; BEIRAO et al., 2014).
Esse desequilibrio, conhecido como disbiose, € um termo que foi utilizado pela
primeira vez em 1900 por Elie Metchnikoff para descrever alteragdes na fisiologia dos
hospedeiros em fungdo de mudancas na microbiota. De acordo com Hawrelak e
Myers (2004), a disbiose pode afetar o hospedeiro devido a: (i) mudancgas qualitativas
e quantitativas na microbiota; (ii) alteracdes em suas atividades metabdlicas e; (iii)
alteracdes na distribuicdo das bactérias no intestino, o que resulta em mudancas na
diversidade e metabolismo bacteriano, com aumento de bactérias potencialmente
patogénicas.
A disbiose estd associada a muitas doencas importantes, como cancer de
cOlon, doenca inflamatoria intestinal, enterocolite necrotizante, sindrome metabdlica,
doencas reumaticas, alergias, doencas cardiacas, asma, ovario policistico, diabetes,

esquizofrenia e obesidade (RUSELL et al.,, 2012; TREMELLEN e PEARCE, 2012;
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ZHANG e ZHANG, 2013; SEVERANCE et al, 2013; UNDERWOOD, 2014;
BIEDERMANN e ROGLER, 2015). Portanto, é aceito que o conhecimento gerado
através do estudo da microbiota intestinal e as doencas relacionadas a sua alteracéo
podera servir para um melhor conhecimento da fisiopatologia das doencas e
desenvolvimento de novas ferramentas e estratégias de prevencado, diagnostico e
tratamento (NICHOLSON, HOLMES e WILSON, 2005).

Estudos recentes sobre composicao e fungédo da microbiota intestinal utilizaram
como parametro populacdes indigenas peculiares, como os indios da tribo Yanomami
na Amazonia venezuelana, os quais ndo tinham tido contato anterior com pessoas
fora da sua comunidade. Os autores demostraram a maior diversidade e
funcionalidade genética descrita em um grupo humano, indicando o impacto da vida
moderna das populagdes humanas na microbiota (CLEMENTE et al., 2015). Assim,
acredita-se que a microbiota residente é dindmica e, como outros componentes
microbianos autdctones, pode ser influenciada por fatores como sexo, a idade, regiédo
geografica, condicdo imunoldgica e comportamento. Acredita-se ainda, que esses
fatores possam afetar a simbiose entre a microbiota e seu hospedeiro, alterando a
fisiologia do hospedeiro, e consequentemente, seu estado geral de saude. Em alguns
casos, pode contribuir negativamente, tanto local, como sistemicamente (PHAM e
LAWLEY, 2014; YATZUNENKO et al., 2012).

O desenvolvimento e diversificacdo da microbiota intestinal € um processo
complexo que comeca com 0 nascimento. A colonizagdo inicial € crucial para o
desenvolvimento e maturacdo das caracteristicas do sistema imunologico, de modo
que doencas tais como asma, diabetes e obesidade podem estar relacionadas com
mudancas na microbiota (COX et al., 2014; WOPEREIS et al., 2014; RUSSELL et al.,

2012). Estudos de andlise do mecénio e da placenta tem mostrado a presenca de
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DNA de bactérias do género Bifidobacterium de procedéncia intestinal, o que sugere
uma transferéncia vertical deste material e 0 comec¢o dos estimulos bacterianos no
corpo humano antes do nascimento (JIMENEZ et al., 2008; SATOKARI et al., 2009).
Apébs o nascimento, a implantagédo da microbiota, tanto qualitativamente quanto
quantitativamente, esta relacionada, sobretudo, ao modo de alimentacdo do recém-
nascido e ao ambiente que ele vive (FALLANI et al., 2011). Theodore Escherich, um
dos pioneiros no estudo da microbiota em criangas, mostrou que a colonizacao
intestinal estd diretamente relacionada com o meio ambiente nas primeiras 3 -24
horas ap0s o nascimento, e modifica-se ao longo do desenvolvimento da crianca
(SHULMAN, FRIEDMANN e SIMS, 2007). Assim, a microbiota vai se diversificando
cada vez mais, até alcangcar uma microbiota mais estavel e proxima a da vida adulta,

sendo estabelecida em torno de 2,5 anos (KOENIG et al., 2010).

2.2 Antimicrobianos e Resisténcia Bacteriana

Antimicrobianos s&o compostos que matam (bactericidas) ou inibem o
crescimento do microrganismo (bacteriostaticos). O termo antimicrobiano inclui
compostos produzidos naturalmente pelos microrganismos como moduladores nas
comunidades microbianas (antibiticos) e também compostos sintéticos ou semi-
sintéticos ou produzidos pela industria farmacéutica (quimioterapicos). A resisténcia
antimicrobiana € a capacidade que o0s microrganismos tem de se multiplicar em
presenca de drogas antimicrobianas, em concentracdes iguais ou superiores as doses
terapéuticas (WHO, 2001).

De acordo com Gillings e Stokes (2012), os antibidticos representam diversas

familias estruturais e moleculares com a capacidade de inibir o crescimento
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bacteriano em altas concentracdes. Sao considerados moléculas sinalizadoras e de
comunicacdo bacteriana, e sé tem fung¢des antimicrobianas em concentra¢cdes muito
mais altas do que aquelas necessérias para desempenhar a sua fung¢do original
(DANTAS, 2008). Seus efeitos podem ser diferentes dependendo das concentracdes
em que se encontram no ambiente, e esta caracteristica é definida como hormese
(ROMERO et al., 2011).

A maioria dos antibidticos sdo produtos secundarios do metabolismo
bacteriano, e sua sintese é ativada durante momentos de estresse, como escassez
de nutrientes, ativando as vias metabdlicas que produzem estes metabdlitos . Nos
diferentes ecossistemas, a funcdo destas moléculas pode variar desde matar ou inibir
0s competidores até modular o crescimento e a morfologia bacteriana (DEMANECHE
et al., 2008).

Andlises dos genomas bacterianos sugerem que apenas 1% do arsenal
antimicrobiano entre os microrganismos foi descrito, e a maior parte destas
substancias sao naturalmente produzidas nos processos fisiologicos microbianos
(FISCHBACH, 2009; OSBOURN, 2010). Os grupos de genes (clusters) que codificam
esses metabolitos podem nédo ser expressos (cripticos) em condi¢cdes de laboratério
que ndo fornecam as condi¢cdes para desencadear sua expressao (FISCHBACH,
20009).

O solo, um dos maiores reservatérios de resisténcia, € a0 mesmo tempo o
habitat de bactérias produtoras de antibiéticos, principalmente bactérias do género
Actinomyces, que sdo as responsaveis pela producado de 80% dos antimicrobianos
utiizados na préatica clinica (D'COSTA, GRIFFITHS e WRIGHT, 2007).
Paradoxalmente, as bactérias que vivem nestes ambientes coexistem na presenca de

doses sub-terapéuticas de antibibticos, utilizando-os como vias de comunicacdo e
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regulacdo genética entre espécies. Além disso, concentragBes sub-terapéuticas de
alguns antimicrobianos, como os beta-lactamicos e aminoglicosideos, podem induzir a
producdo de biofilmes (ROMERO et al.,, 2011), e sugere-se que as bactérias tem
diversificado seu repertério genético para responder eficazmente a certas moléculas,
dependendo do ambiente em que se encontram (WRIGHT, 2007).

Do ponto de vista biotecnolégico e médico, os antimicrobianos séo,
provavelmente, o recurso quimioterapéutico de maior sucesso desenvolvido no século
XX. Desde a sua instituicdo como suporte terapéutico, as drogas antimicrobianas tém
reduzido a mortalidade, mas ndo a persisténcia de doencas infecciosas. Além disso,
esses agentes antimicrobianos sejam naturais ou sintéticos apresentam efeitos
ecologicos (OSBOURN, 2010), principalmente atuando como agentes de pressao
seletiva, que aliada a habilidade de rapida replicagdo das bactérias e da transferéncia
horizontal de genes, faz da multirresisténcia bacteriana um fato inevitavel (WRIGHT,
2007). Assim, a disseminagdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos € um
problema global de saude publica (FAO/OIE/WHO, 2003; ASM, 2009).

A introducd@o da penicilina no inicio dos anos 40, indicada na terapéutica de
infec¢des estafilococicas, marca o inicio de uma nova era (TAVARES, 2000). No
entanto, linhagens do género Staphylococcus resistentes a penicilina foram
rapidamente detectadas, e dez anos depois, cerca de 50 a 60% dos isolados
tornaram-se resistentes (CDC, 2002; LIVERMORE, 2003)

O fendmeno da multirresisténcia aos antimicrobianos é uma das principais
caracteristicas observadas entre linhagens bacterianas hospitalares, e tém incluido
além da resisténcia a oxacilina e a outros beta-lactamicos, também a resisténcia a
eritromicina, clindamicina, tetraciclina, clorafenicol, rifampicina, aminoglicosideos e

guinolonas (PEACOCK, 2005). Os microrganismos podem ser resistentes por
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mecanismos intrinsecos ou adquiridos (POIREL, BONINN e NORDMANN, 2011),
resisténcia adaptativa (BRAOUDAKI e HILTON, 2004), co-resisténcia (SCHWABER et
al., 2005) e resisténcia cruzada (CHUANCHUEN et al., 2001).

Atualmente, microrganismos conhecidos como "super bactérias" tais como
Staphylococcus aureus MRSA, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae
KPC, causam milhares de mortes por ano, tornando a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos um grave problema de saude publica (WHO, 2014; CARLET et al.,

2012).

2.2.1 O Resistoma

O desenvolvimento de técnicas microbiolégicas independentes de -cultivo
revelou uma nova abordagem para o conhecimento dos determinantes genéticos
relacionados a resisténcia aos antibidticos (GRICE e SEGRE, 2012), e revelou o
impacto que tem produzido o surgimento deste fendbmeno (GILLINGS e STOKES,
2012). As terapias antimicrobianas foram concebidas para tratar os agentes
patogénicos em situacdes especificas, mas a sua utilizacdo tem um impacto
ambiental significativo, cujo principal efeito é atuar como um agente de presséo
seletiva, motivando a evolugdo dos microrganismos em direcdo a resisténcia. Além
disso, outros agentes antimicrobianos, como biocidas e desinfetantes, também
desempenham essa funcdo (GILLINGS, PAULSEN e TETU, 2015). Porém, o
surgimento de genes de resisténcia em ambientes que nao sdo afetados diretamente
pela presenca de antibioticos ainda ndo é claro (SENGUPTA, CHATTOPADHYAY e

GROSSART, 2013)
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O microbioma humano interage com o pangenoma bacteriano, é a totalida de
genes presentes em todos os genomas de todos os procariotas na biosfera
(GILLINGS, 2013), e alguns autores descreveram que a troca genética é tao intensa
gue o mundo bacteriano pode ser visto como um grande organismo multicelular, no
qual as células trocam seus genes com facilidade (LEVY, 1998). A por¢do do
pangenoma que contém os genes de resisténcia destes microrganismos € chamado
resistoma, e inclui todas as bactérias, sejam patogénicas ou comensais, em qualquer
ambiente do planeta. (FORSLUND et al., 2014) e os genes de resisténcia a
antibiéticos de importancia clinica que estdo dentro do resistoma, sédo definidos como
o clinico. Andlises metatranscriptbmicas realizadas por Versluis et al. (2015)
mostraram a expressao de genes de resisténcia em condi¢des naturais, em diferentes
ambientes e cuja presenca ndo esta relacionada com a presenca de metabdlitos
secundarios relevantes, e que constituem um reservatorio importante para bactérias
patogénicas.

O resistoma pode ser classificado em intrinseco e ambiental. O resistoma
intrinseco refere-se aos genes chamados de pré-resisténcia, que fazem parte das vias
metabdlicas bacterianas e que eventualmente podem participar na resisténcia aos
antibioticos. Além disso, também podem tornar-se genes de resisténcia reais sob a
pressao seletiva adequada. Uma vez que estes determinantes atingem ambientes
humanos ou relacionados com atividades humanas, como resultado da contaminagéo
por xenobidticos, sofrem uma aceleracdo no seu processo de sele¢do, tornando-se
genes de resisténcia (PERRY e WRIGHT, 2014). Portanto, o conceito de resistoma
intrinseco permite expandir nossa compreensdo dos mecanismos de resisténcia

potenciais e também como os efeitos na producdo de antibidticos influenciam o
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desenvolvimento destes mecanismos, atuando como agentes selecionadores
(FAJARDO et al., 2008).

O resistoma ambiental constitui um grande reservatério de resisténcia aos
antibiéticos e esta distribuido globalmente, mesmo em lugares sem atividade humana.
D’costa et al. (2006) mostraram que diferentes espécies de Actinomycetes sdo
resistentes a todos os tipos de antibiéticos disponiveis comercialmente, incluindo os
mais recentes. Isso demonstra que estes determinantes existem ha muito tempo e
gue podem ser transferidos no seu ambiente por meio de mecanismos de
transferéncia horizontal (PERRY, WESTMAN e WRIGHT, 2014). Essa sele¢cdo sera

acelerada na presenca de ambientes com atividades humanas (GALAN et al., 2013).

2.2.3 O Resistoma fecal

A administracdo de antibiéticos € capaz de produzir altera¢cdes profundas na
microbiota intestinal, principalmente a perda de diversidade microbiana e da
resisténcia a colonizacdo. Os sitios disponiveis podem ser ocupados por bactérias
resistentes que previamente encontravam-se em baixas concentracdes, ou até
mesmo por bactérias patogénicas. Os efeitos dessas alteracdes dependerdo de
fatores como o espectro do agente antimicrobiano; a dose e duracao do tratamento; a
via de administracdo e as propriedades farmacocinéticas da droga (JERNBERG et al.,
2010). Fouhyi et al. (2012) demostraram que recém-nascidos tratados com
gentamicina e ampicilina apresentaram diminuicdo de bactérias benéficas do
intestino, como as bifidobactérias e lactobacilos, que foram substituidas por
proteobactérias, ricas em elementos genéticos méveis envolvidos na resisténcia aos

antibioticos (BAQUERO, TEDIM e COQUE, 2013).
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As bactérias que habitam normalmente o intestino de seres humanos e de
outros animais carreiam a maioria dos determinantes genéticos. Este reservatério de
genes de resisténcia aos antibioticos denomina-se resistoma fecal, que é definido por
Dantas e Sommer (2012) como um sistema aberto que é alterado constantemente
pela transferéncia de determinantes de resisténcia entre as espécies bacterianas por
meio de elementos genéticos moveis. Este processo é agravado pelo tratamento oral
com antibiéticos de amplo espectro, que tem efeito também nas bactérias comensais,
enriguecendo o reservatério de genes de resisténcia disponivel para os patdgenos
(WILLMAN et al., 2015). No intestino, as bactérias compartilham genes de resisténcia
e podem receber e doar esses determinantes a bactérias transitorias (LESTER et al.,
2006; LINDBERG et al., 2000; NAKAO et al., 2014). Além disso, no intestino estao
presentes bactérias anfibionticas, como Escherichia coli, Clostridium spp. e
Enterococcus spp., que também podem doar e receber material genético, além de
causar infeccdes, tais como bacteremia, endocardite, contaminacdo cirargica, entre
outras (TACONELLI, 2012).

No entanto, sabe-se pouco sobre a presenca de genes de resisténcia no
intestino na auséncia de estimulo. Estudos realizados por Moore et al. (2015)
mostraram que o resistoma fecal € estabelecido entre um a dois meses apds o
nascimento, e seu enriquecimento esta associado com fatores relacionados ao
ambiente de crianca. Além disso, ja foi descrito o resistoma fecal de populacdes
indigenas isoladas que ndo tem recebido tratamento antibiético, indicando que os
genes sdo mantidos na auséncia de pressdo seletiva atribuida pelos antibiéticos
(CLEMENTE et al.,, 2015). J& foi demonstrado que esses genes nao estdo

relacionados com sinteses de metabdlitos secundéarios, o que indica que eles
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poderiam ser expressos constitutivamente e realizar outras fungbes, além da
resisténcia aos antibidticos no intestino.

De acordo com Ruppé e Andremont (2014), o resistoma fecal pode ser dividido
em resistoma residente, que é composto pelos genes de resisténcia naturalmente
presentes nos membros permanentes da microbiota intestinal, tais como os do género
Bacteroides; e resistoma variavel, composto de genes exdgenos de bactérias
transitérias ou adquiridos por transferéncia horizontal. Esses elementos moveis de
transferéncia genética presentes em procariotas formam parte do mobiloma, e sdo
responsaveis pela manutencado e transferéncia horizontal de genes de resisténcia na
microbiota intestinal (SALYERS, GUPTA e WANG, 2004).

Os trés principais mecanismos de transferéncia horizontal de genes sao a
conjugacao, a transformacao e a transdugdo. A conjugacdo € o principal mecanismo
de transferéncia horizontal no intestino, e permite a transferéncia de material genético,
como plasmideos, transposons e integrons (ARUTYUNOV e FROST, 2013). E aceito
que a conjugacdo seja altamente importante para disseminacdo de marcadores
genéticos de resisténcia a drogas antimicrobianas entre as bactérias intestinais, com
grande impacto na pratica clinica (SHOEMAKER et al., 2001).

A transformacao permite a recepcado de DNA plasmidial e cromossomico, por
isso € um mecanismo importante na evolugdo dos microrganismos. Neste processo,
as células bacterianas podem capturar o DNA livre no ambiente e incorpora-lo no seu
genoma. Estima-se que existem pelo menos 80 espécies que utilizam este processo,
dos quais, pelo menos 12 sédo patogénicas, isolados no ambiente clinico (LORENZ e

WACKERNAGEL, 1994).
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A transducdo é outro mecanismo importante envolvido na aquisicdo de genes
de resisténcia, no qual os bacteri6fagos desempenham um papel crucial na

transferéncia de material genético (MUNIESA, LLUCH e JOFRE, 2013).

2.3 Obesidade

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial da Saude como um acumulo
anormal ou excessivo de gordura, que apresenta um risco para a saude (WHO, 2014),

Estima-se que em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com
sobrepeso; e mais de 700 milhdes, obesos. Além disso, 0 numero de criangas com
sobrepeso e obesidade no mundo poderia chegar a 75 milhdes, caso nada seja feito
(ABESO, 2015). Uma das formas de se diagnosticar a obesidade é a avaliacdo do
indice de massa corporal (IMC), que mede a relacdo peso/altura do individuo. Um
individuo com um IMC de 30 ou mais é geralmente considerado obeso, enquanto uma
pessoa com um IMC igual ou superior a 25 apresenta sobrepeso (LIN et al., 2002).

De acordo com o relatério global de doencas nao transmissiveis da
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2014), a prevaléncia mundial da obesidade
duplicou-se entre 1980 e 2014, e atualmente o Brasil ocupa a quinta posicdo mundial
em relacdo a esta doenca. De acordo com pesquisas realizadas pelo Ministério da
Saude do Brasil, 52.5% da populacdo do Brasil esta na faixa de sobrepeso, e 17.9%
podem ser caracterizados como obesos. Além disso, 3,4 milhdes de mortes por ano
estédo relacionadas com a obesidade, com alta concentracdo de casos na regido das
Américas (LIM et al., 2014).

A obesidade tem causas multifatoriais relacionada com fatores genéticos,

metabdlicos, sociais, comportamentais e culturai (REF). Acredita-se que fatores
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genéticos podem estar relacionados a eficiéncia no aproveitamento, armazenamento
e mobilizagcdo dos nutrientes ingeridos, ao gasto energético, em especial a taxa
metabdlica basal, ao controle do apetite e ao comportamento alimentar (SCHIERRI et
al.,, 1994). A obesidade pode estar associada também a algumas desordens
enddcrinas, como o hipotireoidismo e problemas no hipotalamo (GIGANTE et al.,
1997). Além disso, as pessoas que referem obesidade materna e paterna
apresentaram risco quase duas vezes mais alto de tendéncia a obesidade do que
aqueles cujos pais ndo sao obesos (MOTTA et al., 2004). O crescimento acelerado
da obesidade nas popula¢cfes tem destacado a modernizagao das sociedades, a qual
tem provocado mais oferta de alimentos aliada a melhoria das formas de trabalho
devido a mecanizagdo e a automacado das atividades (MANCINI, 2001). O modo de
viver foi alterado pela economia do gasto energético no trabalho e nas atividades de
vida diaria, associada a maior oferta de alimentos. Por essas razfes, a obesidade
vem sendo denominada "doencga da civilizagdo" ou "sindrome do Novo Mundo".
(MANCINI, 2001; TAVARES, NUNES e SANTOS, 2010).

A obesidade esta associada com uma grande quantidade de doencas cronicas
como: i) Doencas cardiovasculares que sao a causa de um terco das mortes no Brasil
(Rodrigues, 2008). ii) Diabetes Mellitus que corresponde a um grupo de doencas
metabdlicas caracterizadas por hiperglicemias resultantes de defeitos na secrecao de
insulina, na acdo da insulina ou em ambas (SILVA, 2007). lii)) A hipertensao arterial
que é uma doenca crénica que se caracteriza pelo aumento dos valores de presséo

sistélica e/ou distdlica (JESUS, 2009) entre outras.
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2.4 Obesidade e microbiota intestinal

Os microrganismos intestinais possuem a capacidade de degradar carboidratos
ndo digeriveis pelas enzimas do hospedeiro, fornecendo calorias “extras”
(SONNENBURG et al., 2005; FLINT et al., 2008). Harley e Karp (2012) propdem
varios mecanismos biolégicos para definir o papel da microbiota no desenvolvimento
da obesidade, tais como: (i) o aumento da capacidade de extrair energia dos
alimentos; (i) alteracdo direta dos mecanismos energéticos do hospedeiro
(armazenamento e uso de energia) através de metabdlitos microbianos; (iii)
intervencao direta no sistema imune do hospedeiro e; iv) regulacdo da insulina e
colesterol (CANI, 2013).

Diferentes estudos tém mostrado que o desenvolvimento da obesidade esta
relacionado a mudancas na abundancia relativa de dois filos dominantes no intestino,
Bacteroidetes e Firmicutes. Os individuos eutroficos possuem uma populacdo
predominante de Bacteroidetes, enquanto individuos obesos possuem maior
proporcao de Firmicutes (LEY et al., 2006). Os microrganismos pertencentes ao filo
Firmicutes possuem enzimas que degradam polissacarideos que nao séo digeridos
por humanos, e essa energia adicional contribui para a obesidade no hospedeiro
(DAS, 2010). Assim, individuos com uma comunidade microbiana mais eficiente na
extracdo de energia ou com capacidade de promover a adiposidade podem estar
predispostos a obesidade. Esta hipotese foi confirmada por diversos estudos, onde
camundongos germ free, a principio mais resistentes a obesidade, quando
transplantados com bactérias intestinais, sem aumento na quantidade de alimentos
ingeridos, apresentaram adiposidade aumentada, sugerindo que a colonizacéo
bacteriana induz o aumento da lipogénese hepatica e aumento no armazenamento de

gordura pelos adip6citos (BACKHED et al., 2007; HARLEY e KARP, 2012;
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REINHARDT). Além disso, alteragBes na extracdo de energia pela microbiota
intestinal ja foram descritas por Shin, Whon e Bae (2015) com um incremento no filo
Proteobacteria.

O sistema imunoldgico é responsavel por controlar e regular a relacao entre o
hospedeiro, a mucosa intestinal e sua populagéo bacteriana residente, e quando ha o
desequilibrio, pode resultar em um estado de inflamacgé&o baixo grau, caracteristico da
obesidade. Estudos tém mostrado que a microbiota intestinal pode provocar este
estado inflamatério através da atividade do lipopolissacarideo (LPS), um componente
da parede celular de bactérias Gram-negativas (MOREIRA et al., 2012) relacionado
principalmente ao consumo de gorduras saturadas (LAM et al., 2015). Além disso, o
estado de obesidade esta relacionado com um aumento de leptina circulante
associado ao decréscimo nos niveis de grelina e adipocitocina, estdo correlacionados
com a manutencédo dessa inflamacdo (MANCO et al., 2007; SMITH et al., 2007;
VALERA MORA , 2007; ZHANG et al., 2009).

Devido a esta inflamacéo crénica de baixo grau, individuos obesos possuem
maiores niveis de citocinas inflamatérias circulantes. O tecido adiposo dos obesos se
torna um sitio de células inflamatorias, principalmente macréfagos (M®) do tipo M1,
que secretam grandes quantidades de citocinas inflamatdrias e quimiocinas que, por
sua vez, atraem um maior numero de células, aumentando assim os niveis destas
moléculas, que contribuem ativamente para a inflamacgéo sistémica nestes individuos
(LUMENG, BODZIN e SALTIEL, 2007)

Cani et al. (2007) demonstraram que camundongos alimentados com dieta rica
em gordura apresentaram endotoxemia metabdlica, que corresponde ao aumento de
LPS no plasma. Entretanto, foi 10-50 vezes menor do que 0s niveis encontrados em

um choque séptico. A relevancia do complexo CD14/TLR4 no processo inflamatério
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foi confirmada quando camundongos CD14KO (CANI et al., 2007) e TLR4KO foram
protegidos contra a obesidade e doencgas metabdlicas (SHI et al., 2006). Este LPS
enddgeno € liberado no intestino apds a morte de bactérias Gram-negativas e seu
acesso a circulacdo ocorre principalmente por duas vias: ou através de difuséo direta,
devido ao aumento da permeabilidade intestinal, uma vez que o0 aumento na ingestao
de gordura saturada e carboidratos simples podem inibir a produgéo de proteinas de
ligacdo intestinal (MOREIRA et al.,, 2012; LAM et al.,, 2015) ou por absorcdo e

incorporagao do LPS na estrutura dos quilomicrons (VREUGDENHIL et al., 2003).

2.4 Metabdlitos e Xenobidéticos no Intestino

Os xenobiodticos sao definidos como substancias quimicas estranhas ao
hospedeiro que entram no corpo através da pele, ingestdo ou inalacdo, ndo sendo
considerados como nutrientes (DORRESTEIN, MAZMANIAN e KNIGHT, 2014). De
acordo com Apajalathi, (2005) séo classificados em: (i) quimicos naturais presentes
na dieta; (ii) poluentes do ar e da &gua, constituidos por substancias quimicas
inorganicas e organicas complexas e; iii) drogas e produtos quimicos agricolas, como
pesticidas e fertilizantes, aditivos alimentares, metais pesados, plastificantes, produtos
quimicos domésticos e industriais. A principal via de exposicdo a xenobidticos é a
oral, pela ingestdo de agentes terapéuticos e exposicdo ndo intencional a poluentes
ambientais presentes nos alimentos e agua. Assim, 0s xenobidticos presentes em
fontes alimenticias representam uma fonte significativa de quimicos com capacidade
de influenciar a microbiota intestinal, causando disbiose (POSSEMIERS et al., 2009).

O metabolismo é o processo pelo qual esses metabdlitos sdo processados. Os

xenobioticos administrados por via oral sdo metabolizados por enzimas da microbiota
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intestinal, e esse processo depende da composi¢cdo da microbiota intestinal e da
quantidade do xenobidtico que alcanga o célon, onde podem ser transformados em
metabdlitos ativos, inativos ou téxicos (SWANSON, 2015; KIM, 2015).

Por exemplo, o arsénico € um dos xenobibticos mais estudados, € ja foi
mostrado que pode causar alteragcdes ndo s6 na composi¢cdo da microbiota, mas no
microbioma e nos metabdlitos presentes no intestino, o que pode afetar diretamente o
hospedeiro (LU et al.,, 2014). Maurice, Haiser e Turnbaugh (2012) observaram a
influéncia de diferentes xenobibticos, entre eles etanol, &cidos, e drogas
antimicrobianas no comportamento microbiano intestinal, e concluiram que os
antibiéticos apresentaram o maior efeito na microbiota intestinal, induzindo alteragéo
nos padrdes regulares de transcricao, traducao, biosintesse de vitaminas e transporte
de fostatos; j& os outros xenobidticos foram capazes de induzir alteracdes nas
funcdes microbianas relacionadas ao transporte transmembrana, metabolismo (via
pentose-fosfato) e mecanismos catabdlicos relacionados a biodegradacdo dessas
substéancias.

Além disso, estudos realizados por Kohanski (2007) mostraram que 0S
xenobioticos podem induzir estresse metabdlico, sugerindo que a exposi¢cao a esses
agentes pode ser um fator de pressdo seletiva, e é possivel que as respostas
expressadas pelo microbioma na presenca de xenobidticos estejam relacionadas com
respostas a outros alvos naturais. A microbiota intestinal produz uma grande
guantidade de metabdlitos, como acidos graxos de cadeia curta, exotoxinas e
enzimas, proteinas relacionadas ao quorum sensing, metabdlitos secundarios e
outros que ainda ndo foram caracterizados, mas que tem capacidade de afetar o
microambiente intestinal (VOGT, DIAZ e FINLAY, 2015), e sua sintese depende de

uma comunicagdo cruzada entre o hospedeiro, microrganismos e xenobi6ticos
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(DORRESTEIN, MAZMANIAN e KNIGHT, 2014). Esses produtos metabdlicos podem
ser toxicos. Por exemplo, os acidos graxos de cadeia curta podem inibir a colonizagéo
de bactérias patogénicas, e, além disso, altas concentracdes de acidos graxos de
cadeia curta e pH externo baixo promovem o acumulo destes acidos no citoplasma
bacteriano, dissipando a forca proton-motiva envolvida na sintese de ATP e
mobilidade dos microrganismos(VOGT, DIAZ e FINLAY, 2015).

Diferentes alimentos também podem ter produtos finais téxicos, como € o caso
das proteinas, que no final do seu processo metabdlico (putrefacdo) gera substancias
potencialmente toxicas, como amdnia, aminas, fendis e tidis (GUARNER e
MAGALEGADA, 2003). No caso da amonia, concentracO0es baixas afetam a
morfologia e metabolismo das células intestinais, além da sintese de DNA. Outro
derivado do metabolismo da carne, o fecapentano, induz mutagdes, aberracbes nos
cromossomos, mudancas nas cromatides e reduz o tempo de vida das células
(HUGHES e ROWLAND, 2000). Outros fatores relacionados com o estilo de vida
como o estresse, podem alterar a quantidade de bactérias potencialmente benéficas,
como as do género Lactobacillus (GUR e BAILEY, 2016).

No caso da obesidade, estudos em camundongos eutréficos e com exceso de
peso mostraram mudancas nos padrdes metabdlicos. Niveis aumentados de &cido
oxolitocdlico, oxocolendico e colandiendico foram observados exclusivamente em
camundongos com obesidade, o que permite sugerir a correlagdo entre a dieta, a
microbiota e os metabdlitos presentes no intestino (WALKER et al., 2014). Apesar
disso, sabe-se pouco sobre todas as funcdes que esses metabdlitos realizam no
ambiente intestinal, e quais sdo as consequéncias dessas alteragcbes na microbiota

intestinal.
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2.5 Justificativa

Do exposto, dando sequéncia a linha de pesquisa “Epidemiologia da

resisténcia e resposta bacteriana aos antimicrobianos”, do Laboratério de Fisiologia e

Genética Molecular Bacteriana do ICB/UFJF e considerando-se:

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

Organizacao Mundial da Saude;

Os estudos que relacionam a obesidade com a disbiose e seu impacto na
microbiota intestinal, bem como fatores associados que podem contribuir para
este estado, como o estilo de vida, alimentacdo, exposi¢cao aos antimicrobianos e

outros xenobiobticos;

A importancia do fendmeno da resisténcia as drogas antimicrobianas e a
necessidade de estudos regionais sobre sua epidemiologia para proposi¢cédo de

medidas de prevencao e controle;

A caréncia de informacBes sobre os impactos da obesidade na selecdo ou
persisténcia de marcadores genéticos relacionados a resisténcia bacteriana as

drogas no ecossistema intestinal;

A investigacdo da influéncia do comportamento e da fisiologia de individuos com

sobrepeso e obesos no fenbmeno da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos,

torna-se altamente relevante. A literatura atual € carente de informacao cientifica,
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sobretudo, considerando-se o ecossistema intestinal nestes individuos de fisiologia

alterada, como reservatério de genes de resisténcia relacionados a drogas

antimicrobianas de uso clinico.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Avaliar a ocorréncia de marcadores genéticos de resisténcia a drogas
antimicrobianas do resistoma clinico bacteriano em espécimes fecais obtidos
de individuos categorizados como obesos, com sobrepeso e eutréficos,
residentes em Juiz de Fora, MG, e a correlacdo da sua ocorréncia com grupos
bacterianos representativos de espécies que comumente albergam esses

marcadores no seu genoma.

3.2 Objetivos Especificos

Recrutar individuos, realizar medidas antropométricas, avaliacdo sécio -
demografica e avaliacdo nutricional para caracterizacdo de participantes

eutroficos, com sobrepeso e obesos na cidade de Juiz de Fora, MG;

Obter DNA representativo do metagenoma intestinal a partir de espécimes
fecais dos individuos participantes categorizados em eutréficos, com

sobrepeso e obesos;

Avaliar a presenca de marcadores de resisténcia a drogas antimicrobianas do

resistoma clinico nos metagenomas obtidos, por PCR,;



38
Avaliar a distribuicio de grupos bacterianos associados aos genes de

resisténcia pesquisados, nos metagenomas obtidos, por FISH;

Correlacionar os parametros clinico-epidemioldgicos dos participantes, a
distribuicdo de grupos bacterianos e os marcadores de resisténcia a drogas

observados nos metagenomas obtidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

A estratégia experimental € descrita no fluxograma 1.

Selecédo de pacientes

« Servico de Nutricio Determinacéo de medidas antropométricas,

HU/UFJF avaliacédo sociodemogréfica e nutricional.

e Comunidade l

Coleta de amostras fecais e obtencdo de DNA metagendmico.

!

Quantificacdo e andlise de integridade do DNA extraido.

Avaliacdo das espécies bacterianas Avaliacdo da ocorréncia de genes

relacionadas aos genes de resisténcia. de resisténcia aos antimicrobianos

Correlacdo dos parametros clinico-epidemioldgicos dos participantes, distribuicdo de grupos

bacterianos e os marcadores de resisténcia.

Fluxograma 1: Representagdo esquematica da estratégia experimental para o estudo de ocorréncia de
genes de resisténcia bacterina as drogas no metagenoma intestinal de individuos eutréficos, com
sobrepeso e obesos e sua correlacdo com ocorréncia de grupos bacterianos de interesse e

caracteristicas antropométricas, sociodemografica e nutricional dos individuos.
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4.2 Selecao de pacientes, coleta e preparo de amostras.

Este estudo é do tipo transversal, prospectivo, descritivo e observacional,
realizado com individuos adultos, selecionados na comunidade e no ambulatério do
servigco de nutricdo do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora.
Os critérios de inclusdo foram: idade entre 18 e 60 anos e indice de Massa Corporal
(IMC) a partir de 18,5 kg/m?. Os critérios de exclusdo foram: doencas intestinais, uso
de antibiéticos no ultimo més e diagnéstico confirmado de diabetes. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Juiz de Fora (Anexo 1). Todos os voluntarios foram informados a respeito
dos objetivos do estudo e assinaram o termo de consentimento livre esclarecido
(Anexo 2).

Para avaliagdo antropométrica, foram aferidos o peso, a estatura, as
circunferéncias da cintura (CC), abdominal (CA) e quadril (CQ). O peso dos
participantes foi aferido em balanca digital com o individuo em posi¢éo central, ereto,
descalco, com o0s pés juntos, e usando o minimo de roupa possivel. A altura foi
verificada utilizando-se um estadibmetro vertical fixo a balanca, também descalgo e
ereto, com calcanhares unidos, com a cabeca livre de adere¢os e olhando para o
horizonte. O IMC foi calculado a partir da relacdo peso (kg)/altura (m?) e avaliado de

acordo com o proposto pela Organizacao Mundial de Saude (1998).

As afericbes das circunferéncias foram feitas usando fita métrica flexivel e
inextensivel de 150cm de comprimento, estando no plano horizontal e no mesmo
nivel em todas as partes, com o individuo em pé, ereto, bracos estendidos ao longo
do corpo e sem comprimir os tecidos. A circunferéncia da cintura foi aferida a 2 dedos

acima da cicatriz umbilical e com a roupa afastada, sendo analisada segundo os
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pontos de OMS (1998), onde CC = 94 cm e = 80cm indica risco cardiovascular para
homens e mulheres respectivamente. Ja circunferencia abdominal foi medida na
altura da cicatriz umbilical também com a roupa afastada e a circunferencia do quadril
foi aferida na area de maior proeminéncia da regido glutea. A relagao cintura quadril é
obtida pela divisdo da circunferéncia da cintura pelacircunferéncia do quadril, sendo
usado para analise com valores de corte considerados pela OMS (1995), onde RCQ
>1 para homens e >0,85 para mulheres séo indicativos de obesidade androide e risco
aumentado de doencas relacionadas com a obesidade. Para diminuir o viés neste
estudo, as medidas foram tomadas sempre pelo mesmo profissional de nutrigéo,
usando a mesma cinta métrica e balanca. Assim, com base nesses critérios, 72
individuos foram selecionados e divididos em 3 grupos: eutréficos (IMC = 18.5 — 25),

com sobrepeso (IMC= 25 — 30) e obesos (IMC > 30).

Para estimar a ingestdo habitual dos participantes, aplicou-se um questionario
quantitativo de frequéncia alimentar (QQFA) adaptado. Para cada item do QQFA,
validado por Ribeiro e Cardoso (2002), os voluntarios informaram a frequéncia média
de consumo habitual de alimentos (diaria, semanal ou mensal) relativa aos ultimos
seis meses e 0 tamanho da porcdo ingerida. Para ajudar os participantes na
estimativa das porcdes, usou-se o album fotografico elaborado por Sales, Costa e
Silva (2004), que contém imagens dos alimentos questionados e diferentes tamanhos
das porc¢des ingeridas.

Amostras fecais dos participantes foram coletadas em domicilio no inicio da
manha, por demanda espontanea pelos participantes, em recipientes coletores
universais esterilizados e fornecidos pelos pesquisadores. Os recipientes com as
amostras fecais foram prontamente enviadas para o Laboratorio de Fisiologia e

Genética Molecular Bacteriana do ICB/UFJF, onde foram aliquotadas.
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Para extragdo de DNA metagenOomico, foram pesados 200mg de fezes, e
armazenados em freezer -20°C; para andlise dos grupos bacterianos de interesse, por

FISH, 150mg de fezes foram pesados e fixados em paraformaldeido 2%.

4.3 Extracao de DNA das amostras fecais.

O DNA total foi extraido usando o kit comercial QlAamp™ DNA Stool Mini Kit e
a plataforma automatizada Qiacube (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as
instrugcdes do fabricante, e algumas modificagcdes para aumento no rendimento do
DNA metagendmico. Inicialmente, trés pérolas de vidro foram adicionadas por
amostra na etapa de lise celular e homogeneizadas em vortex durante 2 minutos. Em
seguida as amostras foram incubadas a 95°C, por 15 min, e subsequentemente
agitadas em vortex, vigorosamente, por mais 2 minutos adicionais. ApOs esta etapa,
300 mL de tampéao InhibiTex (fornecido no kit) foram adicionados as suspensdes
fecais, seguido de homogeneizacéo, incubagcao e centrifugacdo. Posteriormente, o
procedimento de obtenc&o dos extratos de DNA foram continuados na plataforma
automatizada Qiacube, de acordo com o proGrama especifico para o QlAamp™ DNA
Stool Mini Kit. O DNA representativo do metagenoma intestinal foi eluido em volume
de 200uL e mantido em freezer a -70°C para estudos posteriores.

A concentracdo e a pureza do DNA metagendmico foram determinadas por
fluorimetria usando-se o fluorimetro Qubit™ 2.0®, com o kit Qubit™ dsDNA HS Assay
(Life Technologies, California, USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A
integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% em

tampdo TBE (Tris-HCI-Borato-EDTA). O gel foi corado com brometo de etidio e
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analisado em transiluminador de luz ultravioleta (GE Healthcare, Reino Unido). O

DNA extraido foi aliquotado e armazenado em freezer a -70°C.

4.3 Deteccgéo dos genes de resisténcia

Os marcadores de resisténcia tet(A), tet(B), tet(E), tet(L), tet(K), tet(M),
tet(Q),tet(O), aacA-AphD, ampC, blaz, blaCTX-M, ereA, ereB, linA, mecA, mphA,
mrsA, mef, mrsB, blasny, blatem, vatA, vatB, vatC, vga, vgb, bla-KPC, ermA, ermB,
ermC, mexB, mexD, mexF, mexY, blaoxazs, blaoxasi, blaoxass, blaoxazs, blaoxai,
blaoxai0, blaoxaz, blaoxaias, blaspm-1, sull, sul2, sul3, niml, nim2, nim3, nim4, gnrS,
gnrB, cepA, cfxA, cfxA, cfiA, gnrB, gnrS, representativos do resistoma clinico fecal,
foram pesquisados a partir do DNA metagen6mico extraido das amostras fecais por
PCR convencional, utilizando oligoiniciadores especificos e condi¢cdes de amplificacao
ja descritas na literatura (Tabela 1).

As reacOes de PCR foram realizadas em volumes de 25 pL, contendo 12,5 pL
de PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI, USA), 1uL de DNA
(~20ng/pL), o volume do primer foi de acordo com a referéncia usada e o volume foi
completado com agua. Foi realizado em termociclador automatizado (Biometra T1
Thermal Cycler, Gttingen, Alemanha). Os amplicons foram visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta (GE Healthcare, Reino Unido) apGs eletroforese em
gel de agarose 1.5% e corados com brometo de etidio. Foi utilizado o padréo de peso
molecular 100bp DNA ladder (Promega Corporation, Madison, WI, USA). As
condicbes de amplificagdo, bem como as concentragbes de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores seguiram o0s protocolos das referéncias. O controle

negativo foi realizado a partir de reagcdes sem DNA molde. Como controle positivo,
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foram utilizadas amostras da colecdo positivas para os genes: blaz, tet(K), tet(M),
mecA, blactx-v, ereB, mrsa, blargy, aacA-aphD, mexB, mexD, mexF, mexY, blaoxaz2s,
blapxasi, blaoxaias, blaoxaio, blaoxaz, blaspm-1. Para os demais genes pesquisados
foram realizados ensaios de sequenciamento de amplicons selecionados numa
amostragem de 10% das reacdes especificas de cada um dos marcadores. Para as
reacoes do sequenciamento foram utilizados os produtos de PCR de cada gene
estudado em duas réplicas. As reagbes foram processadas em equipamento ABI

3730 DNA analyser (Applied Biosystems/USA).
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo, tamanhos dos fragmentos esperados e referéncias.

Gene alvo Antimicrobiano Sequéncia (5 - 3') Amplicon (bp) Referéncia

) ATG TGC AGY ACC AGT AAA G
blactx.m Beta-lactamico 562 Jones et al., 2009
GGT CAC CAG AAG GAG C

) ATG TCACTG TAT CGC CGT CT
blakpc Beta-lactamico 892 Jones et al., 2009
TTT TCA GAG CCT TAC TGC CC

) CTTTACTCG CCTTTATCG GC
blagny Beta-lactamico 982 Jones et al., 2009
TTA CCG ACC GGC ATCTTT CC

o GTG CGC GGA ACC CCT ATT
blarem Beta-lactamico 968 Jones etal.,, 2009
TTA CCA ATG CTT AAT CAG TGA GGC

) GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA
blapgxa-23 Beta-lactamico 501 Woodford et al., 2006
ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT

) TAATGC TTT GAT CGG CCT TG
blapgxas1 Beta-lactamico 353 Woodford et al., 2006
TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG

L GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA
blagxa.24 Beta-lactamico 246 Woodford et al., 2006
AGT TGA GCG AAAAGG GGATT

) TGG CACTTT CAG CAGTTCCT o
blapxa-143 Beta-lactamico 149 Higgins et al., 2010
TAA TCT TGA GGG GGC CAA CC

) AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG
blapgxass Beta-lactamico 599 Woodford et al., 2006
CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC

L TCT TTC GAG TAC GGC ATT AGC
blagxa-10 Beta-lactamico 760 Naas et al., 2000
CCAATG ATG CCCTCACTTTCC

) GCC AAA GGC ACG ATAGTT G
blapgxa-2 Beta-lactamico 701 De Champs et al., 2002
GCG TCC GAG TTG ACT GCC GG




Tabela 1. Continuagéo...

blaz

cfxA/cfxA2

ampC

blaSPM-1

cfiA

tet(A)

tet(B)

tet(E)

tet(K)

tet(L)

tet(M)

Beta-lactamico

Beta-lactamico

Beta-lactamico

Beta-lactamico

Beta-lactamico

Tetraciclina

Tetraciclina

Tetraciclina

Tetraciclina

Tetraciclina

Tetraciclina

ACT TCAACACCTGCTGCTTTC
TGACCACTT TTATCA GCAACC
CGT AGT TTT GAG TAT AGC TTT
GAT GTT GCC TAT ATATGT C
ATA ACC ACC CAG TCA CGC
CAG TAG CGA GAC TGC GCA
CCT ACAATC TAACGG CGACC
TCG CCG TGT CCA GGT ATAAC

TCCATG CTT TTC CCT GTC GCA GTT AT

GGG CTATGG CTT TGA AGT GC
GCT ACATCCTGCTTGCCTTC
CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG
TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG
GTA ATG GGC CAATAA CAC CG
AAA CCA CAT CCT CCATAC GC
AAA TAG GCC ACA ACC GTC AG
GTA GCG ACA ATA GGT AAT AGT
GTA GTG ACA ATAAAC CTC CTA
TCGTTAGCG TGC TGT CAT TC
GTATCC CAC CAATGT AGC CG
AGT GGA GCG ATT ACA GAA
CAT ATG TCC TGG GGT GTC TA

173

802

630

649

683

210

659

278

360

267

158

Martineu et al., 2000.

Morin, Madinier e Fosse, 2003.

Odeh et al., 2002

Gales et al., 2003

Soki et al., 2004

Ng et al., 2001

Ng et al., 2001

Ng et al., 2001

Strommenger et al., 2003

Ng et al., 2001

Strommenger et al., 2003
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tet(O) Tetraciclina
tet(Q) Tetraciclina
mrsA Meticilina
mecA Meticilina
mef Meticilina
ereA Eritromicina
ereB Eritromicina
mphA Eritromicina
ermA MLS

ermB MLS

ermC MLS

AGC GTC AAAGGG GAATCACTATCC
CGG CGG GGT TGG CAA ATA
TTATACTTC CTC CGG CAT CG

ATC GGT TCG AGAATG TCC AC

TCC AAT CAT AGC ACA AAATC

AAT TCCCTC TAT TTG GTG GT

GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATAA
CCAATT CCACATTGT TTC GGT CTAA
AGT ATC ATT AAT CAC TAG TGC

TTC TTC TGG TAC AAA AGT GG

AAC ACC CTG AACCCAAGG GAC G
CTT CACATC CGG ATTCGCTCG A
AGA AAT GGA GGT TCATAC TTACCA
CAT ATA AAT CAT CAC CAC CAATGG CA
AAC TGT ACGCACTTGC

GGTACT CTTCGTTACC

AAG CGG TAAACC CCTCTG A

TTC GCAAAT CCCTTC TCAAC
CTATCT GAT TGT TGA AGA AGG ATG AAA
GTT TAC TCT TGG TTT AGG ATG AAA
AAT CGT CAATTC CTG CAT GT
TAATCG TGG AAT ACG GGT TTG

1723

904

163

310

348

420

546

837

190

142

299

Trzcinski et al., 2000

Ng et al., 2001

Chaieb et al., 2007

Zhang et al., 2004

Chaieb et al., 2007

Sutcliffe et al., 1996

Sutcliffe et al., 1996

Sutcliffe et al., 1996

Strommenger et al., 2003

Martineau et al., 2003

Strommenger et al., 2003
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Tabela 1. Continuagéo...

gnrB Quinolona
gnrS Quinolona
sull Sulfonamida
sul2 Sulfonamida
sul3 Sulfonamida
nim1 Metronidazole
nim2 Metronidazole
nim3 Metronidazole
nim4 Metronidazole
aacA - aphD Aminoglicosideo
vatA

MLS*

GAT CGT GAA AGC CAG AAA GG

ATG AGC AAC GAT GCC TGG TA

GCA AGT TCATTG AAC AGG GT

TCT AAACCG TCG AGT TCG GCG

ATG GTG ACG GTG TTC GGC ATT CTG A
CTAGGC ATGATCTAACCCTCGGTCT
CCT GTT TCG TCC GAC ACA GA

GAA GCG CAG CCG CAATTC AT

GAG CAA GAT TTT TGG AAT CG

CAT CTG CAG CTAACC TAG GGC TTT GGA
ATG TTC AGA GAA ATG CGG CGT AAG CG
GCTTCCTTG CCT GTCATGTGC TC

ATG TTC AGA GAA ATG CGG CGT AAG CG
GCTTCCTTG CCT GTCATGTGCTC

ATG TTC AGA GAA ATG CGG CGT AAG CG
GCTTCCTTG CCT GTCATGTGC TC

ATG TTC AGA GAA ATG CGG CGT AAG CG
GCTTCCTTG CCT GTCATGTGC TC

TAA TCC AAG AGC AAT AAG GGC

GCC ACACTATCATAACCACTA

TGG TCC CGG AAC AAC ATT TAT

TCC ACC GAC AAT AGA ATA GGG

476

428

815

396

396

458

458

458

458

227

268

Kim et al., 2009

Kim et al., 2009

Grape, Sundstrom e Kronvall,
2003.

Hindi, Shubbar e Addos, 2013.

Grape, Sundstrom e Kronvall,
2003.

Trinh e Reysset, 1996.

Trinh e Reysset, 1996.

Trinh e Reysset, 1996.

Trinh e Reysset, 1996.

Strommenger et al., 2003

Strommenger et al., 2003

*Macrdlido, Lincosamida e estreptoGramina
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vatB

vatC

vga

vgb

linA

mrsB

cepA

mexB

mexD

mexF

mexyY

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

MLS

GCT GCG AAT TCAGTT GTT ACA

CTG ACC AAT CCC ACC ATT TTA

AAG GCC CCA ATC CAG AAG AA
TCAACGTTCTIT GTC ACA ACC

CCG AAC TGC TAT TAG CAG A

AAG TTCGTT TCT CTT TTC GA

ACT AAC CAA GAT ACACAG GACC
TTATTG CTT GTC AGC CTT CC

GGT GGC TGG GGG GTA GAT GT

GCT TCT TTT GAA ATA CAT GG

TAT GAT ATC CAT AAT AAT TAT CCA ATC
AAG TTTA TAT CAT GAATAG ATT GTCCTGTT
TTTCTG CTATGT CCT GCC C

ATC TTT CAC GAA GAC GGC

GTGTTC GGC TCG CAG TACTC

AAC CGT CGG GAT TGACCT TG
CGAGCG CTATTC GCT GC

CGAGCG CTATTC GCT GC

GGC AGT TGCACG TCG A

CGC CTG GTC ACC GAG GAAGAG T

TAG TCC ATG GCT TGC GGG AAG C
CCG CTACAACGG CTATCCCT

136

467

470

734

323

334

743

244

165

255

250

Strommenger et al., 2003

Strommenger et al., 2003

Lina et al., 1999

Lina et al., 1999

Sutcliffe et al., 1996

Lina et al., 1999

Nakano et al., 2011

Yoneda et al., 2005

Xavier et al., 2010

El Amin et al., 2005

Yoneda et al., 2005

* Bombas de efluxo que conferem resisténcia cruzada a diferentes drogas antimicrobianas
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4.4 Avaliagcdo quantitativa e qualitativa das espécies bacterianas por

hibridizacao fluorescente in situ (FISH).

A partir das amostras fixadas previamente com paraformaldeido 2%, foram
adicionados 1100puL de TWEEN 0,001%, e incubadas a temperatura ambiente
durante 60 min. Posteriormente, as amostras foram sonicadas (Sonicador Vibra Cell
VCX 130PB), imersas em gelo, a uma amplitude de 90% por 3 vezes com pulsos de
duracdo de 60 segundos e vortex de 60 segundos entre cada pulso. Apéds, foi
realizada centrifugacdo por 5 min, o sobrenadante foi coletado em tubo do tipo
Falcon de 50 mL, e lavados duas vezes com 5 mL de agua destilada, e novamente
centrifugados por 5 min. O sobrenadante foi filtrado em filtro de policarbonato de
25mm de diametro, 0.2 um de poro (Whatman GE Healthcare, Maidstone, Reino
Unido).

A céamara de hibridizac&o foi preparada com um lenco de papel no fundo de
um tubo tipo Falcon de 50mL e saturado com 1mL de solucdo de hibridizacdo. Apés,
20uL de cada sonda foi colocado em uma lamina coberta com parafilme junto com o
filtro e mais 20uL de sonda foram colocados no papel de filtro. A lamina foi colocada
na camara de hibridizacéo e incubada a 42°C, por 16 h. Para a lavagem dos filtros
apos a hibridizagéo, foi adicionado 1mL da solucdo de lavagem correspondente a
concentracdo da sonda, e os filtros foram colocados a 48°C durante 15 min e
corados durante 3 min com 30uL de DAPI e lavados 3 vezes com etanol 80%.

Os filtros corados com DAPI foram secados e colocados em uma nova lamina,
com uma gota de glicerol e laminula por cima. A presenca de bactérias no filtro foi

visualizada em microscépio de epifluorescéncia Olympus I1X-71 com o filtro UV para



51
o DAPI e filtro de acrilamida para as sondas. As sequéncias das sondas utilizadas

estao disponiveis na Tabela 2.



Tabela 2: Marcadores especificos utilizados para analise da composi¢do da comunidade bacteriana por FISH
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Nome Bactérias Grupo Sequéncia (5’ - 3') Forng(;);mda Referéncia
Bfra602 Grupo B. fragilis B. Gram negativos anaerobios s ccG CAA ACT TTC ACA A 30% Franks et al., 1998,
Bfrag998 Bacteroides fragilis B. Gram negativos anaerobios 1+ 1oc ACA TCA TTC CAC TG 30% Rigottier-Gois et al., 2003.

_— . Bastonetes Gram negativos Neef, Amann e Schleifer,
ECO1167 Escherichia coli GCATAAGCG TCG CTG CCG 40% 1995
Enc1259 Enterococcus spp. Cocos Gram positivos GAA GTC GCG AGG CTA AGC 35% Behr et al., 2000.
FUS664 Fusobacterium sp Gram negativos anaerobios CTT GTAGTT CCG CYT ACC TC 40% Gmur et al., 2004.
PINT649 Prevotella intermedia Gram negativos anaerobios ggc GCC RCT GAA STC AGG 40% Gmur e Thurnheer, 2002.
PNG675 Prevotella nigrescens Gram negativos anaerobios TCC GCC TGC GCT GCG TGT A 40% Gmur e Thurnheer, 2002.
Pae997 Pseudomonas sp. Bastonetes Gram negativos TCT GGA AAG TTC TCA GCA 35% Amman et al., 1996.

i Cocos Gram positivos Franke, Klammer e Insam,

KO218 S. aureus, S. haemolyticus GAA GCA AGC TTC TCG TCC G 20% 2005
Str Streptococcus spp. Cocos Gram positivos CAC TCT CCC CTT CTG CAC 30% Trebesius et al., 2000.
ACAB52 Género Acinetobacter B. Gram negativos ATC CTC TCC CAT ACT CTA 35% Wagner et al., 1994.
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4.5 Andlise estatistica

Foi realizado teste t de Student, para comparagdo entre médias, considerando-
se valores de p < 0,05 para as analises, utilizando-se a calculadora estatitica do
Social Science Statistics, 2015.

O teste de Wilcoxon foi utilizado para determinar se houve diferencas
significativas na frequéncia de deteccdo dos marcadores de resisténcia,
considerando-se valores de p < 0,05 para as analises e utilizando-se o programa de
analise estatistica Biostat 5,0.

Foi estudada a relacéo entre a densidade dos grupos bacterianos estudados e
a frequéncia de deteccédo dos marcadores de resisténcia os quais foram agrupados de
acordo com as referéncias usadas. Posteriormente foi calculada uma razdo entre o
namero absoluto de detec¢cdo dos marcadores de cada conjunto e a frequéncia
relativa de cada grupo bacteriano (Quadro 1).

A andlise da correlagédo entre a ocorréncia dos marcadores de resisténcia, e
caracteristicas antropométricas e nutricionais dos individuos eutréficos, com
sobrepeso e obesos foi avaliada calculando-se razdo de Odds (OR) (BLAND e
ALTMAN, 2000). Valor de OR igual a 1 indica que a condicdo sob estudo é
igualmente provavel de ocorrer nos dois grupos. OR maior do que 1 indica que a
condigcdo tem maior probabilidade de ocorrer no primeiro grupo, e valor de OR menor

do que 1 indica que a probabilidade € menor no primeiro grupo do que no segundo.
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Quadrol. Agrupamento dos marcadores de resisténcia a drogas antimicrobianas avaliados e os grupos

bacterianos relacionados a eles.

Grupo Bacteriano

Marcadores associados

Bastonetes Gram negativos Anaerébios

cfiA, cepa, cfxA, cfxA, niml, nim2, nim3, nim4

Bastonetes Gram negativos

blagxa2, qnrB, gnrS, sull, sul2, mexY, tet(Q), tet(B),
ampC, tet(L), tet(A), tet(E), tet(O), blacrx.m, blarewm,
tet(M), blaSHv, blaOXA143, mexyY, tet(M), bla.o)(Azg,

blaoxas1, blaoxass, blaoxazs, blaoxai, blaoxaio, blaspm-1,
mexB, mexD, sul3, blaKPC, tet(K), mexF

Cocos Gram positivos

aaca-aphd, mef, ereB, mphA, vgb, blaz, ereA, vatA,
vatB, vatC, mecA, erma, ermB, ermC, mrsB, linA, vga,

vgb, vatA, vatB, vatC, mrsA.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas Sécio-demograficas, antropométricas e nutricionais dos

participantes

Dos 72 individuos participantes deste estudo, totalizando 24 individuos em
cada grupo amostrado (eutréficos, com sobrepeso e obesos), 62.5% pertenciam ao
sexo feminino e 37.5% ao masculino, com uma média de idade de 39,61 anos. Os
dados de género e idade por grupo, além do estado civil, ragca, renda mensal e
escolaridade dos pacientes, estdo apresentados na Tabela 3.

Em relacdo as caracteristicas antropomeétricas, existe um aumento gradual
nas medidas de circunferéncia abdominal, cintura, quadril, relacdo cintura quadril e
IMC de acordo com os grupos estudados. Assim, a menor medida foi a achada no
grupo eutroéfico, e a maior no grupo obeso, sendo o grupo de transicdo o grupo com

sobrepeso (Tabela 4).



Tabela 3. Caracteristicas sécio-demograficas dos participantes.
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Variaveis analisadas Eutréficos Sobrepeso Obeso
(n=24) (n=24) (n=24)

Idade média (anos; variagdo) 37,91;+12 38,12; £ 13.38 42,79; £ 11.67
Sexo: n (%)

Masculino 7 (30%) 12 (50%) 9 (37,5%)

Feminino 17 (70%) 12 (50%) 15 (62,5%)
Estado civil: n (%)

Solteiro 12 (50%) 10 (41,6%) 10 (41,6%)

Casado 11 (45.8%) 13 (54,1%) 13 (54,1%)

Outro 1 (4,1%) 1 (4,1%) 1(4,1%)

Raca (cor da pele): n (%)
Branca
Parda
Negra
Indefinido*
Renda mensal**: n (%)
1-3
4-6
7-9
10-13
Escolaridade: n (%)

Fundamental completo
Fundamental incompleto

Médio completo
Médio incompleto

Superior completo

Superior incompleto

16 (66,6%)
5 (20,8%)
2 (8,3%)
1 (4,1%)

10 (41,7%)
2 (8,3%)
3 (12,5%)
9 (37,5%)

2 (8,3%)
4 (16,6%)
4 (16,6%)
1 (4.1%)
11 (45,8 %)
2 (8,3 %)

15 (62,5%)
5 (20,8%)
3 (12,5%)
1 (4,1%)

13 (54,1%)
8 (33,3%)
1 (4,1%)
2 (8,3%)

6 (25%)
7 (29,1%)
7 (29,1%)

0
3 (12,5%)
1 (4,1%)

12 (47,4%)

7 (42,1%)

5 (10,5%)
0

20 (83,3%)
0
2 (8,3%)
2 (8,3%)

3 (12,5%)
3 (12,5%)
7 (29,1%)
1 (4,1%)
7 (29,16%)
3 (12,5%)

* O participante ndo soube definir;
** Renda mensal em salarios minimos de referéncia, Brasil em 2015 (R$788,00).



Tabela 4. Caracteristicas antropométricas dos participantes.
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Variaveis analisadas Valores de Eutroficos Sobrepeso Obeso
(n; variagéo; sexo) referencia (n=24) (n=24) (n=24)
IMC * 22.82+1,77 29.79 + 14,05 36,98 + 6,04
Circunferéncia Homens Normal 82,049 88,6 £ 3,8 0
abdominal = 94cm 98,0+3.1 97,4+2,0 98,6 + 3,2
Mulheres Normal 77,0+x24 0
> 80cm 83,7+£2,0 845+2,1
Circunferéncia Homens Normal 0 0 0
cintura = 80cm 92,4 +6,3 90,54 +5 106,5+ 9,5
Mulheres Normal 74,27 + 3,7 0 0
= 90cm 0 84,44+ 4.3 1158+ 18,4
Circunferéncia
quadril * * 99,2+ 4,6 105,4 + 4,2 114,9 £ 25,0
Relacao Homens Normal 0.73+0.4 0 0
cintura/quadril >1 0 0.88+0.7 1.02 £0.2
Mulheres Normal 0.71+0.3 0 0
>0,85 0 0.89+04 11 +£0.8

*Valores de referéncia e classificdo de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (1998); ** Nao ha
valores de referéncia. H = Homem; M = Mulher

Em relacdo a avaliacdo nutricional, foi determinado o consumo calorico e de
macronutrientes dos pacientes (carboidratos, proteinas, lipidios e fibras). Em relacéo
a ingestao caldrica diaria, observou-se uma diferenca significativa entre a quantidade
de calorias médias ingeridas pelos individuos dos grupos eutréfico e obeso, sendo o
consumo médio de calorias pelos eutréficos 1891.58kcal/dia, enquanto que os obesos
relataram ingestdo média de 2191.33kcal/dia. O grupo formado pelos individuos com
sobrepeso apresentou uma ingestdo média de calorias de 2018.79kcal/dia
caracterizando um grupo de transicdo semelhante tanto ao grupo eutréfico, quanto ao

grupo obeso (Figura 1).
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Figura 1. Média da ingestéo caldrica pelos individuos dos grupos em estudo. As letras a e b indicam
diferenca significativa no consumo calérico entre os grupos (p<0.05).

Em relagdo a ingesta de carboidratos e fibras totais, os resultados mostraram
que existe uma diferenca significativa no consumo destes nutrientes entre 0s grupos
de individuos eutréfico e obeso, que apresentaram médias de consumo diario de
carboidratos de 54 e 57%, e de fibras 23 e 30%, respectivamente. Ja considerando-se
0 grupo de individuos com sobrepeso, foi observado um consumo diario destes
nutrientes semelhante aos os dois primeiros grupos, na forma de uma transi¢céo
(carboidratos 55% e fibras 25%) (Figuras 2A e 2D). Para a avaliagdo do consumo
diario de proteinas e lipidios ndo foi observada diferenca significativa entre os

individuos avaliados (Figura 2B; 2C).
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Os pacientes relataram néo ter usado antibiéticos no ultimo més, porem, foi
identificado o uso de diferentes medicamentos, suplementos nutricionais e adocantes
artificiais (edulcorantes). Em geral, os individuos do grupo obeso relataram uso de
antidepressivos, antiacidos, anti-inflamatoérios, diuréticos, barbitaricos, e outros
medicamentos sem descricdo dos principios ativos ou nomes comerciais. Os
individuos do grupo com sobrepeso relataram uso de antidepressivos, anti-
inflamatorios, tamoxifeno, anticoncepcionais e suplementos nutricionais. Com uso
menor de medicamentos, os individuos eutréficos relataram apenas o uso de
antidepressivo e suplementos nutricionais como: whey protein, sulfato de glicosamina

e condroitina. (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo de medicamentos e suplementos alimentares em uso pelos individuos dos
grupos em estudo, segundo declaracdo durante o inquérito nutricional.



61

Além dos medicamentos e dos suplementos nutricionais, foi investigado, ainda,

0 uso de outros xenobibticos, como os adogantes artificiais (edulcorantes), os quais
foram classificados de acordo com sua composi¢do. Todos os grupos de individuos
relataram fazer uso dessas substancias, embora seu uso, no geral, foi menos relatado

entre os eutréficos (Figura 4).

2,5 -

M Eutroficos
B Sobrepeso

1 Obeso

0,5 -

Sucralose + Steviosidio + sacarina Sacarina + ciclamato Outros
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Figura 4. Distribuicdo de edulcorantes em uso pelos individuos dos grupos em estudo, segundo
declaracdo durante o inquérito nutricional.
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5.2 Deteccao de marcadores genéticos de resisténcia a antimicrobianos

O resistoma clinico referido neste estudo foi composto de 59 marcadores
genéticos de resisténcia, representativos de antimicrobianos de uso corrente na
medicina humana e animal no Brasil. Esses marcadores sao tanto de origem
cromossbmica, quanto de origem extracromoss6mica. Desse total, 27 tipos de
marcadores foram observados no metagenoma fecal dos individuos amostrados,
sendo que entre os individuos obesos foram detectados maior numero desses

marcadores (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Avaliacdo comparativa da quantidade de marcadores genéticos de resisténcia a drogas
antimicrobianas amplificados a partir metagenoma fecal, representativo do resistoma clinico de
individuos eutroficos, sobrepeso e obesos. As letras a e b indicam diferencas estatisticas significativas
(p>0,05).
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Figura 6. Distribuicdo de marcadores genéticos de resisténcia a drogas antimicrobianas avaliados a
partir metagenoma intestinal, representativo do resistoma clinico de individuos eutréficos, com
sobrepeso e obesos. A: resistoma clinico avaliado; B: marcadores detectados.
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Entre os marcadores detectados no resistoma clinico fecal dos individuos
eutroficos, com sobrepeso e obesos, aqueles referentes a resisténcia as tetraciclinas
foram os mais observados em todos 0s grupos, seguidos de marcadores de
resisténcia as drogas beta-lactamicas, aminoglicosideos, sulfonamidas e quinolonas.
Marcadores de resisténcia aos nitroimidazois, macrolideos lincosaminas e
estreptoGraminas, além de bombas de efluxo ativo, também foram amostrados. De
maneira geral, os marcadores foram detectados em maiores frequéncias entre os

individuos do grupo obeso (Figura 7).
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Figura 7. Ocorréncia de marcadores genéticos, por grupo farmacolégico de drogas antimicrobianas,
entre os diferentes grupos, amplificados a partir metagenoma intestinal representativo do resistoma
clinico de individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos. As letras a e b indicam diferencas
estatisticas significativas (p>0,05).

Foram observados 17 tipos de marcadores que sao comuns entre todos os
grupos de individuos avaliados, pertencentes principalmente ao grupo das
tetraciclinas,  beta-lactamicos, quinolonas, sulfonamidas, macrolideos e

aminogliosideos. No grupo eutrofico, foram detectados 19 tipos de marcadores,
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enquanto que no grupo de individuos com sobrepeso, 21 tipos foram detectados, com
a presenca exclusiva do gene blaoxa-143, relacionado com resisténcia a beta-
lactamicos em bastonetes Gram negativos ndo fermentadores. No grupo de
individuos obesos, 26 tipos de genes foram detectados, com a presenca exclusiva
dos marcadores blaz, ereA, tet(M) e vgb, relacionados com resisténcia a beta-
lactamicos, macrolideos, lincosamidas e estreptroGraminas, além de tetraciclina

(Figura 8).

Sobrepeso
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Eutrofico
(19)

Figura 8. Diagrama de Venn com a distribuicAo dos marcadores genéticos de resisténcia a drogas
antimicrobianas amplificados a partir metagenoma fecal, representativo do resistoma clinico de
individuos eutroficos, sobrepeso e obesos (27 dos 59 marcadores amostrados).



5.3 Avaliacdo quantitativa de espécies bacterianas por FISH

Foi realizada a analise por hibridizagdo fluorescente in situ da densidade
relativa das espécies bacterianas relacionadas com os marcadores de resisténcia,
em relacdo a densidade bacteriana total. Para andalise dos dados, posteriormente
os diferentes grupos taxondmicos foram agrupados em: (i) bastonetes Gram
negativos anaerobios (Fusobacterium sp., Prevotella sp., Bacteroides sp.), (ii)
bastonetes Gram negativos (Acinetobacter sp., E. coli, Pseudomonas sp.), (iii)
cocos Gram positvos (Staphylococcus sp., Enterococcus sp., Streptococcus sp.).

Como um todo, foi observado maior densidade bacteriana no grupo obeso,
seguido pelos grupos com sobrepeso e eutrofico; porém sem diferencas
significativas nos 3 grupos. Bastonetes Gram negativos anaerobios foram
detectados em maior quantidade, seguido pelos bastonetes Gram negativos e
cocos Gram positivos. Os trés grupos bacterianos estiveram aumentados no

metagenoma fecal dos individuos obesos (Figura 9).
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Figura 9. Densidade bacteriana relativa detectada a partir do metagenoma fecal, de individuos

eutréficos, sobrepeso e obesos. Nao houve diferenca significativa entre as densidades bacterianas
avaliadas (p>0,05)

66



67

Os grupos bacterianos encontraram-se diferentemente distribuidos. Existe uma

maior densidade de bactérias do grupo Fusobacterium sp., principalmente no grupo
obeso, e diferencas significativas nas quantidades de Enterococcus sp. e E. coli entre
0s grupos eutréfico e obeso. No caso das outras espécies bacterianas estudadas,
existem discretas diferencas na distribuicdo nos diferentes grupos, porém ndo séo

significativas (Figura 10).
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Figura 10. Densidade bacteriana relativa dos diferentes grupos taxondmicos detectados a partir do

metagenoma fecal, de individuos eutréficos, sobrepeso e obesos. As letras a e b indicam diferencas
estatisticas significativas (p>0,05).



68
5.4 Relacdo entre os parametros clinico-epidemiolégicos e nutricionais,
distribuicdo de grupos bacterianos e os marcadores de resisténcia a drogas

observados nos metagenomas obtidos.

Para andlise da relacdo entre os parametros clinico-epidemiolégicos e
nutricionais e os marcadores de resisténcia a drogas observados nos metagenomas
obtidos; foram calculadas as razdes de Odds entre os valores de IMC, ingesta
caldrica, uso de xenobiodticos e uso de edulcorantes, foi estabelecido arbitrariamente a
observacdo de pelo menos cinco marcadores genéticos de resisténcia a drogas
antimicrobianas como parametro de corte, valor que corresponde numericamente em
torno de 10% do total de marcadores avaliados.

Em todos os casos, foi observada correlagédo positiva entre uma deteccao de
marcadores de resisténcia a drogas no metagenoma fecal dos individuos obesos e 0s

parametros avaliados

Tabela 5. Correlagdo entre os pardmetros nutricionais dos pacientes e numero marcadores de
resisténcia detectados.

Parametros avaliados Odds ratio (Variagao)
IMC >25 2,14 (0,75 — 6,07)
Calorias (2000 Kcal) 1,44 (0,51 - 4,07)
Uso de Xenobioticos 1,93 (0,55 - 6,67)

Uso de edulcorante 1,6 (0,40 — 6,64)
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Na avaliacdo da relacdo entre a densidade de grupos bacterianos estudados e

a frequéncia de deteccdo de marcadores de resisténcia, a razao obtida sugere que 0s

bastonetes Gram negativos anaerébios exibem um maior nimero de marcadores de

resisténcia no grupo dos individuos eutréficos, o que foi observado da mesma forma
observado nos cocos Gram positivos.

Considerando-se os bastonetes Gram negativos, existe um maior numero de

marcadores de resisténcia a antibiéticos nos grupos de individuos com sobrepeso e

obesos em relacdo com a densidade bacteriana (Tabela 6).

Tabela 6. Raz&o entre 0 numero de deteccdes de marcadores de resisténcia a drogas antimicrobianas
no metagenoma fecal de individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos, e a frequéncia relativa da

densidade dos diferentes grupos bacterianos associados a esses marcadores.

G Bastonetes Gram Bastonetes Gram Cocos Gram
rupos . o ] o
negativos anaerdbios negativos positivos
Eutrofico 0,60 8,63 4,20
Sobrepeso 0,19 9,56 2,70

Obeso 0,35 9,36 3,51
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7. DISCUSSAO

A obesidade, atualmente, configura-se como um sério problema de salde
publica (WHO, 2010), sendo reconhecida como um fator negativo associado a um
grande numero de doencas, como diabetes do tipo 2, doencas vasculares, cardiacas
e cancer. Suas complicacbes e implicacbes metabdlicas sdo consideradas os
principais desafios a serem combatidos no século XXI, uma vez que o numero de
obesos é crescente em todo o mundo, atingindo inclusive os paises mais pobres ou
em desenvolvimento (FLEGAL et al., 2007; DIXIT, 2008; PRENTICE, 2006).

Apesar de a obesidade ser historicamente associada a uma ma alimentacéo
com ingestdo de excesso caldrico e sedentarismo, estudos atuais sugerem a doenca
com alteracdes metabdlicas, de causa multifatorial, com participagdo de hormdnios,
neuropeptideos e citocinas e, ainda, participacdo da microbiota residente intestinal
(MOREIRAS et al, 2013; PRENTICE, 2006; MOLLER et al.,, 2005).
Epidemiologicamente, é aceito que a obesidade seja uma forma de agravo a saude,
relacionada, sobretudo, a pessoas do sexo feminino, com grande influéncia de fatores
econdmicos com implicacbes diretas na educacédo e comportamento. Por outro lado, a
condicao de sobrepeso é relatada ser mais comum em individuos do sexo masculino
(MINISTERIO de SAUDE DO BRASIL, 2014; IBGE, 2009).

Neste estudo, foram avaliados 72 individuos, em uma amostragem por
conveniéncia, recrutados na comunidade ou em servico de nutricdo de um hospital
universitario, em uma cidade de porte médio na regido sudeste do Brasil. De acordo
com as recomendagfes da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1995), esses
individuos foram classificados em eutroficos, com sobrepeso e obesos, avaliando-se
suas caracteristicas antropométricas, especialmente seu Indice de Massa Corporal

(IMC). Assim, o grupo de individuos obesos foi formado por pessoas com uma idade
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média de 47 anos, principalmente do sexo feminino que recebem entre 1 e 3 salarios
minimos de referéncia no Brasil, em 2015. O grupo de individuos com sobrepeso
apresentou uma distribuicdo muito mais equilibrada entre os sexos, mas ainda com
predominio de participantes de baixa renda, o que afeta a qualidade dos alimentos
ingeridos por esses individuos (SNYDER, 2004).

O consumo de macronutrientes esta de acordo com o esperado para a regido
sudeste do Brasil (ARAUJO et al., 2013). Porém, 0s pacientes obesos tiveram um
consumo significativamente aumentado de calorias, carboidratos, lipidios e fibras, em
comparacdo com o0s outros grupos. Uma alimentacdo rica em acucares €
caracteristica da sociedade ocidental e ja foi descrito amplamente que dietas
aumentadas em carboidratos, principalmente carboidratos simples; permitem um
balanco energético positivo, inflamacdo de baixo grau e modificagbes na
permeabilidade intestinal levando ao estado de obesidade (JONASSON et al, 2014).
Em relagdo ao consumo de no consumo de proteinas e lipidios, ndo houve diferenca
significativa no consumo entre 0s grupos.

Além disso, foi observado um maior uso de xenobidticos pelos pacientes
obesos, entre eles anti-hipertensivos, anti-inflamatérios, anti-depressivos, anti-acidos
e edulcorantes. Por outro lado, o grupo de individuos eutréficos foi caracterizado pelo
consumo de diferentes suplementos nutricionais como: whey protein, sulfato de
glicosamina e condroitina. Os dados relacionados com as alteracoes da microbiota
intestinal e o consumo de adogantes artificias ndo caldricos foram descritos por Suez
et al. (2014). Porém, a presenca de marcadores de resisténcia aos antibiéticos no
intestino e o consumo desses xenobidticos ndo tem sido descrito anteriormente.

Apesar da literatura ndo discutir os efeitos destes xenobibticos sobre a
microbiota intestinal, e nem tdo pouco foram dosados residuos destas substancias no

trato gastrintestinal, nossos dados permitem sugerir que a carga de xenobidticos
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ingerida possa atuar como agentes de presséo seletiva locais, reforcando a maior
observacdo de genes de resisténcia a drogas antimicrobianas no metagenoma do
grupo de individuos obesos. Deve-se considerar, no entanto, que embora 0 ndo uso
prévio de antimicrobianos ndo possa garantir um ecossistema microbiano isento de
desestruturacao, esse viés foi igualmente considerando em todos os participantes.

Avancos recentes nas metodologias de estudo de ecossistemas microbianos
tem permitido a caracterizagdo da mudanga na arquitetura da microbiota em seres
humanos e de organismos-modelo, em resposta a antibioticoterapia (SOMER e
DANTAS, 2011). Essas altera¢fes incluem diminui¢do na diversidade filogenética do
ecossistema microbiano previamente estavel (DETHLEFSEN et al., 2008). De acordo
com a literatura, embora a microbiota comeca a se recuperar em direcdo aos estados
de equilibrio iniciais, em espacos de tempo de uma semana ap0s a exposi¢cdo aos
antibioticos, esse estado de equilibrio ndo é atingido antes de pelo menos meses ou
anos apos a exposicdo (DETHLEFSEN e RELMAN, 2011). E importante destacar que
as alteracOes sdo mais ou menos persistentes, dependendo do espectro de agao dos
antimicrobianos, como observado em modelos murinos com administracdo de
diferentes regimes de uma ou varias drogas (ANTONOPOULOS et al., 2009).

Uma grande consequéncia da exposicdo repetida de antimicrobianos a
microbiota € a observacdo de um aumento na abundancia de marcadores de
resisténcia, ndo apenas relacionado a continuidade da pressao seletiva, mas também
pelo favorecimento de transferéncia génica entre 0s microrganismos pelos
mecanismos de recombinagdo genética bacteriana. Acredita-se, no entanto, que o
desenvolvimento dessa microbiota alterada seja dependente da existéncia de niveis
basais de resisténcia antibidtica entre os microrganismos daquele ecossistema.

Mesmo na auséncia de exposi¢cdo a antimicrobianos por vias antropogénicas, outros
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xenobidticos poderiam atuar na resisténcia cruzada ou na co-selecdo (READY et al.,
2004; ALLEN et al., 2010).

Ainda, especula-se sobre a presenca de subpopulacbes de microrganismos
resistentes na microbiota humana e de outros animais, independente de exposi¢céo
prévia de drogas ou outros xenobiéticos, tal como observado em ecossistemas
ambientais mais primitivos ou isolados (VERSLUIS, 2015).

De acordo com a literatura, nos ultimos 40 anos a prevaléncia de marcadores
como tet(Q), tet(M), ermF e ermG tem sido aumentada no ecossistema intestinal em
individuos que nao receberam tratamento antimicrobiano, sugerindo a persisténcia
destes determinantes na auséncia de selecdo causada pela presenca de antibidticos
(SHOEMAKER et al., 2001).

Neste sentido, estudos mais recentes tem revelado a presenca de
microorganismos resistentes as tetraciclinas e outros antimicrobianos na microbiota
oral de criangcas que ainda ndo fizeram o0 uso de agentes antimicrobianos
(LANCASTER et al., 2003). De acordo com a literatura, foi relatado que
enterobactérias isoladas do trato gastrintestinal de voluntarios humanos sem uso
prévio de antimicrobianos por pelo menos um ano mostraram a presenca de
marcadores resisténcia a pelo menos 13 drogas antimicrobianas (SOMMER et al.,
2009). Ainda, mais recentemente, estudos realizados em indios da Amazonia
venezuelana que nunca receberam tratamento antibiotico, mostraram a presenca de
marcadores de resistencia no intestino dos participantes sem estimulo aparente
(CLEMENTE, 2015).

No nosso estudo, foram avaliados 59 marcadores genéticos pertencentes ao
resistoma clinico representativo de drogas antimicrobianas de uso rotineiro no
tratamento e profilaxia de doengas infecciosas em serem humanos e outros animais.

Foram detectados 27 genes de diferentes familias de antibioticos, dos quais 17 sao
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compartilhados ou aparecem pelo menos uma vez nos diferentes grupos, o que indica
a presenca de um core ou nucleo comum de genes de resisténcia que esta presente
em todos os pacientes, independentemente do grupo. Esse nucleo esta formado
principalmente por marcadores de resisténcia a tetraciclina e beta-lactamicos, seguido
pelas quinolonas, aminoglicosideos e sulfonamidas, e esses achados estdo de acordo
com diferentes pesquisas, que tem mostrado a existéncia de um ndcleo comum de
marcadores de resisténcia (FORSLUND et al.,, 2013; VERSLUIS et al.,, 2015;
CLEMENTE et al., 2015;).

Porém, a frequéncia de deteccdo e a variedade nos marcadores foi
significativamente maior no grupo obeso, com a presenca exclusiva de tet(M), ereA,
blaZz e vgb, que conferem resisténcia a tetraciclina, beta-lactamicos e macrolideos,
respectivamente. No grupo com sobrepeso, houve uma frequéncia de deteccao e
variedade de genes maior, mas sem diferenca significativa em comparagdo com o
grupo eutréfico, porém significativamente menor que no grupo obeso e além disso,
mostrou a presenca exclusiva do marcador blapxa-143, que confere resisténcia a beta-
lactamicos em ndo fermentadores. No grupo eutrofico, a frequéncia de deteccgéo foi
significativamente menor e n&o houve enriquecimento na variedade de marcadores
detectados nem presenca exclusiva de genes para esse grupo.

De maneira semelhante, outros estudos tem mostrado a existéncia de um
nacleo de genes dentro do resistoma fecal, que € compartilhado pelos individuos
independentemente se tiveram exposicdo aos antibidticos ou ndo, sugerindo que
esses genes poderiam pertencer a bactérias comensais do intestino. Esse nucleo é
formado principalmente por genes que conferem resisténcia a tetraciclinas,
macrolideos, amiglicosideos, beta-lactamicos e cloranfenicol (BARTOLINI et al., 2003;
MOORE et al.,, 2013; BENGSTON-PALMER et al., 2015; CLEMENTE et al., 2015;

RAYMOND et al., 2015; VERSLUIS et al., 2015). Além disso, andlise metagenémica
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realizada por Forslund et al. (2013) mostraram que 0s genes de resisténcia mais
abundantes no intestino estdo relacionados aos antibidticos utilizados por tempo
prolongado na pratica clinica, principalmente aqueles usados como promotores de
crescimento em animais, como é o0 caso da tetraciclina. As tetraciclinas sé&o
antibioticos de amplo espectro que foram descobertos em 1945 e tiveram um uso
indiscriminado tanto na area clinica quanto na avicultura, sendo usados como
promotores de crescimento em animais. Com 0 aumento da prevaléncia de
resisténcia aos antibiodticos, medidas para regular seu uso foram adotadas
(ROBERTS, 1996). Assim, no Brasil, o uso de cloranfenicol, penicilinas, tetraciclinas e
sulfonamidas foi proibido a partir de 1998; ja no periodo de 2002 — 2004 foi proibido o
uso de arsénico, antiménio, nitrofurano e olanquindox (SANTANA et al., 2011).
Porém, o impacto ambiental do uso desses xenobidticos no ambiente tem tido
implicagbes ambientais importantes e ja foi mostrada a ampla presenca de
marcadores genéticos de resisténcia a tetraciclina no ambiente (VERSLUIS, 2015).

De maneira geral, as analises mostraram uma correlacdo positiva entre o IMC,
a ingesta caldrica, uso de xenobibticos, uso de edulcorantes e a deteccdo de pelo
menos 5 marcadores genéticos no metagenoma amostrado. Estes resultados
sugerem uma inter-relagdo entre o excesso de peso e o incremento no niamero de
marcadores genéticos de resisténcia a antibidticos de importancia clinica (resistoma
clinico), a qual poderia estar relacionada com diversos fatores de presséo seletiva
exclusivos do grupo obeso.

Embora alguns limites do intervalo interior sejam menores do que um (1), o que
poderia sugerir uma auséncia de correlacéo, os limites do intervalo superior reforgam
a tendéncia de uma correlagcdo fortemente positiva entre as caracteristicas
antropomeétricas e nutricionais e a ocorréncia dos genes de resisténcia entre os

grupos.
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Apesar da caréncia de estudos disponiveis na literatura para comparagdo desses
resultados, os dados apresentados discordam daqueles descritos por Forslund et al
(2013); que nao encontraram relacéo entre o IMC e a presenca de marcadores de
resisténcia no intestino humano, em um estudo que avaliou o resistoma fecal de 252
individuos em 3 paises. Porém, seus resultados em quanto aos marcadores geneticos

achados sao similares aos nossos.

Em relagdo aos parametros nutricionais de ingestdo de carboidratos, proteinas
e lipidios, a ampla variagcdo nos niveis de consumo aceitaveis, de acordo com 0s
guias nutricionais disponiveis, impossibilitaram a definicdo de um ponto de corte para
as analises de correlacéo (IOM, 2005).

A avaliacdo da densidade de grupos bacterianos relacionados aos marcadores
genéticos avaliados mostrou diferentes niveis populacionais, ao considerar-se 0s
grupos de individuos amostrados. Considerando-se o agrupamento dos bastonetes
Gram negativos anaerdbios, representados pelos géneros Bacteroides, Prevotella e
Fusobacterium, foi observado um aumento significativo de Fusobacterium no
metagenoma fecal dos individuos do grupo obeso; considerando-se o0 agrupamento
dos bastonetes Gram negativos, representados por E. coli, Pseudomonas sp. e
Acinetobacter sp., um aumento significativo na espécie E. coli foi também observado
no grupo de individuos obesos; e considerando-se o agrupamento dos cocos Gram
positivos, representado pelos géneros Staphylococcus, Enterococcus e
Streptococcus, houve um aumento na densidade dos Staphylococcus e Enterococcus,
porém sem diferenca significativas no grupo de individuos obesos em comparacao
com grupos de individuos eutroficos e com sobrepeso.

Diferentes estudos tem demonstrado diferencas nas densidades bacterianas no

intestino de pacientes obesos, porém, coincidem no incremento de Enterococcus,
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Prevotella, Staphylococcus, E. coli, Acinetobacter e Fusobacterium (ANGELAKIS et
al., 2012 ; CHIU et al., 2014). Bactérias do género Bacteroides tém sido extensamente
relacionadas com a presenca de resisténcia a antibiéticos, principalmente tetraciclinas
e macrolideos (SHOEMAKER et al., 2001). Além disso, 0 aumento das bactérias do
grupo das Proteobacterias em desequilibrios energéticos no intestino ja foi descrito
por Shin, Won e Bae (2015), o que poderia explicar a presenca aumentada de E. coli
no intestino e os niveis de observacdo de marcadores de resisténcia associados a
bastonetes Gram negativos, no nosso estudo.

Em relacdo a avaliacdo da relagédo entre os grupos bacterianos e a observacéo
dos marcadores genéticos de resisténcia a antimicrobianos, embora ndo existam
estudos disponiveis para comparacdo dos nossos resultados, a razdo obtida permite
sugerir que existe uma maior probabilidade de associacdo dos marcadores genéticos
com os bastonetes Gram negativos principalmente nos grupos com sobrepeso e
obeso. Como relatado anteriormente, apesar da deteccédo desses marcadores possa
estar relacionada a niveis basais na populagéo, ou consequéncia de pressao seletiva
antimicrobiana anterior ao critério estabelecido no estudo, todos os individuos
participantes estavam sujeitos ao mesmo viés. Assim, essa observacao,
considerando-se os bastonetes Gram negativos poderia estar relacionada com os
diferentes xenobioticos ingeridos pelos individuos dos grupos com sobrepeso o
obeso.

A mesma observacdo ndo poderia ser extrapolada, no entanto, para o 0s
bastonetes Gram negativos anaerébios e cocos Gram positivos, sugerindo um
aumento na pressao seletiva principalmente para o grupo dos bastonetes Gram
negativos.

De maneira geral, a distribuicAo dos genes de resisténcia parece ser

aumentada no metagenoma dos individuos eutrdéficos, considerando a densidade dos



78
bastonetes Gram negativos anaerobios. Entretanto, € importante destacar que na
microbiota fecal dos individuos com sobrepeso e obeso, a densidade relativa desses
microrganismos estava aumentada. Esse fendmeno pode contribuir para uma
diminuig&do no valor da razdo entre o numero de eventos de detecgdo de marcadores,
e a frequéncia relativa bacteriana. O mesmo fendbmeno foi observado para cocos
Gram positivos e a distribuicdo de marcadores detectados entre os individuos.

Por outro lado, mesmo que a razdo entre 0 nimero de eventos de deteccdo de
marcadores e a frequéncia relativa dos bastonetes Gram negativos tenha sido maior
nos grupos de individuos com sobrepeso e obesos, ha de se considerar que a
densidade desses microrganismos, nestes individuos, se mostrou aumentada. Esse
fendmeno reforca a ideia da maior presséo seletiva para persisténcia de marcadores
de resisténcia a drogas associados a enterobactérias e Gram negativos nao
fermentadores nos individuos com excesso de peso, associado a sua fisiologia e

comportamento.



CONCLUSOES

e Alteragdo na estrutura da microbiota residente intestinal esta relacionada ao

excesso de peso e os fatores associados, na populacdo amostrada;

e EXxiste no resistoma clinico fecal humano, de maneira geral, um nudcleo de
genes de resisténcia que sdo compartilhados homogeneamente entre os
individuos, os quais correspondem aos antibiéticos de maior uso rotineiro na

medicina humana e animal;

¢ Individuos com altos valores de IMC tem maior probabilidade da ocorréncia
de marcadores genéticos de resisténcia a drogas antimicrobianas no

metagenoma fecal;

e Individuos com alta ingesta calorica diaria e que fazem uso rotineiro de
xenobioticos, dentre eles adocgantes, tem maior probabilidade da ocorréncia
de marcadores genéticos de resisténcia a drogas antimicrobianas no

metagenoma fecal;

e Entre individuos com sobrepeso e obesos, existe uma tendéncia de maior
ocorréncia entre genes de resisténcia a drogas antimicrobianas nos
bastonetes Gram negativos intestinais em comparagcdo com o0s bastonetes

gram negativos anaerébios e os cocos Gram positivos.
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8.2 Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

LW ERS AT I'I.III:LL DEJUIL OE FOA
PRO-ERT TR, [ 1S %A,
COMITE DE ETes EM FESTHUISS - CEFLUFIF
S0 JLLE D PO - Belh - BRCAS].

(r &r. [a) estd sendo convidado [2]) como voluntdria (a) a participar da pesguis “MICROEIOTA,
SISTEMA MUNOLOGICO E OBESIDADE: DIVERSIDADE MICROBIAMA INTESTINAL E
PARAMETROS IMUNOLOGICOS DE INDIVIDUOS OBESOS E EUTROFICOS™,

Nesta pesquisa pretendemaos avaliar a diversidade bacteriana, seu perfil fandanal e metabdlion, e
parimetros imunoligioss de individoos obesos & eutrdficos pama o estabelecimento de possivels
correlagies entre composiGio microblama, attvidade imunoldgica, perfil nutridonal & bloguimico, ¢ a
abeddade.

[ acorde com os drgdas internadonals de sdde, investigagies direcionadas ao entendimento
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Fara este estudo estio sendo convidados adultes obesos ndo diabéticos assistides em um
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* Eventuals desconfortos fisicos ow emocionals serdo minlmizzdos, uma wex que os dados
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para partidpar ou recusar-se a particdpar. Poderd retirar sew consentimenta ou interromper a
participacio a gualquer momento. & sua participacdo £ voluntdria € a recosa em partidpar ndo
acarretard qualqoer penalidade ou modificacio na forma em que £ atendido pelo pesquisador, gue
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= (s resultados da pesquisas estardo i sua disposicio guando finalizada. Seu nome ou o materal que
Indigue sua participagio ndo serd Wherada sem a sua permiss3a e o [a] 50a) ndo serd identficada
em nenhuma publicagio que posa resultar.

Este termo de consentimento encoatra-se Impresso em duas vias, sendo gue uma opla serd arquivada
pelo pesquisador respoasivel, no Instituto de Cléncias Bioldgicas MUFJF, Setor de Microbiologks e a
outra serd fomecida ao senhor{a). Os dados e instrumentos utillzados na pesquisa firio arquivados
com o pesquisador respansivel por um pericdo de 5 [dnce] anos, e apds esse tempo serdo destrufdos.

Eu, portador do documento de ldentidade
ful imformade [a) dos objetivaz da pesguisa “MICROBIOTA, SISTEMA
MUNGLOGICD E OBESIDADE: TMVERSIDADE MICROBIANA INTESTINAL E PARAMETROS
TMUNOLOGICDS DE INDIVIDUGS OBESOS E EUTROFICOS", de maneira clam & detalhada & esdared
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decisic de participar se assim o desefar.
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8.3 Anexo 3: Ficha de anamnese e dados cadastrais

FICHA DE ANAMNESE E DADOS CADASTRAIS

Entrevistador: DATA: / /

104

DADOS PESSOAIS E SOCIO-DEMOGRAFICOS
PRONTUARIO N°:

1. Nome:

2. ldade: 3. Sexo () 4. Estado civil:

6. Endereco:

Bairro:

CEP:

7. Telefone:

Residencial: Trabalho:

8. Ocupacéo profissional atual:

Celular:

9. Renda mensal da familia (salarios minimo): 10. N°de pessoas que vivem desta

renda:

11. Escolaridade:

() Ensino Fundamental completo () Ensino Fundamental Incompleto () Ensino

Médio Completo

() Ensino Médio Incompleto () Superior Completo () Superior Incompleto

12. Cor: () branca () preta () parda () amarela () outra

13 vida sexual ativa: () nao () sim- parceiros () 01 () mais de um

16. Atualmente vocé tem:
a. Diabetes (0 ) Ndo (1) Sim ( 7 ) N&o sabe
b. Doencas do coracdo (0) Nao (1) Sim ( 7 ) Nao sabe

c. Pressé@o alta (0) Ndo (1) Sim ( 7 ) N&ao sabe



d. Insuficiéncia Renal (0) Ndo (1) Sim ( 7) N&o sabe

e. Doenca no figado (0) N&o (1) Sim ( 7 ) N&o sabe

f. Depresséo (0 ) Nao (1) Sim ( 7) N&o sabe

g. Doenca na tiredide (0 ) Ndo (1) Sim ( 7) N&o sabe

h. imunossupresséo (0) N&o (1) Sim (7 ) Nao sabe

i. soropositivo(a) para HIV (0) Ndo (1) Sim ( 7 ) Nao sabe

j-Outras doencas:

17. Vocé faz uso de medicamento ou de suplemento?
(0) Nao

(1) Sim —Qual (is)? (1) Anti-hipertensivo.

(2) Hipoglicemiante oral.

(3) Insulina.

(4) Anti-depressivo.

(5) Dislipidémicos.

( 6) Antibidticos :

() antifangico () antibacteriano () Antiprotozoario
Quanto tempo faz que tomou antibiético por altimo?
() menos de 30 dias (') 30 dias ou mais

(7) Outro (s). Qual (is)?

DADOS SOBRE ESTILO DE VIDA
1. Vocé pratica alguma atividade fisica?

(0) N&o (1) Sim. Se SIM, qual

atividade?
Com que freqiiéncia? vezes/semana. Quanto tempo gasta praticando atividade
fisica? horas

2. Em média, quanto tempo por dia vocé gasta assistindo TV ou fica no

computador? horas.

3.Vocé fuma?

105
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(0) Nao (1) Sim. Se sim, ha quanto tempo? Quantos cigarros fuma por
dia?

4. Vocé costuma consumir bebida alcodlica?

(0) nunca

(1) diariamente

(2) 1 ou menos de uma vez por més

(3) pelo menos 1 vez por semana

(4) 2 a4 vezes por més

(5) 2 a3 vezes por semana

5. Qual o tipo de bebida vocé bebe?

(0) Nenhuma (1) cerveja (2) vinhos ( 3 ) destilados (cachaca, whisky, vodca, licor) (
4 ) bebidas ice

6. Quantas doses contendo alcool vocé consome num dia tipico quando vocé esta bebendo?

(0)Nenhuma (1l)l1la2doses(2)3ab5doses(3)6a8doses (4)10ou mais



8.4 Anexo 4. Questionario quantitativo de frequéncia alimentar
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Leite e derivados Quantas veres vood corme Unidade | Pequena Média Grande
Leite integral 1 2 3 4 5 86 7 B 9 10 O5M
Leite desnatado 1 2 3 4 5 86 7 B 9 10 O5M
logurte convencional 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 O5M
logurte light 1 2 3 45 86 7 B 9 10 O5M
Cusijo Branto 1 2 3 45 6 7 BE 9 10 O5%M
Qusijo amarelo 1 2 3 4 5 868 7 B 9 10 0% M
Requeijdo convenclonal 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 O5M
Requeijdo light 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 O5M
1 2 3 45 6 7 B 9 10 05 M
Ples & substitutes
P& francés 1 2 3 4 5 868 7 B 9 10 O5%M
P30 de forma comvenchonal 1 2 3 4568 7 B8 9 10 D5M
P&0o de forma Light 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 O5M
P&o Integral 1 2 3 4 5 86 7 B 9 10 O5M
PE0 de gueijo 1 2 3 4 5 86 7 B 9 10 O5M
Blscodto salgado 1 2 3 45 86 7 B 9 10 O5M
Blscadto palvilho 1 2 3 45 6 7 B 9 10 O5%M
Blscoito de malsena 1 2 3 4 5 868 7 B 9 10 s M
Blsoodto recheado diet 1 2 3 4 5 868 7 B 9 10 O5%M
Blsoodto recheado convencional 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 O5M
Blscoito Waffer diet 1 2 3 4 5 86 7 B 9 10 O5M
Blscoito Waffer convencional 12 3 4 586 7 B8 9% 10 DSmM
Bolo diet 1 2 3 45 86 7 B 9 10 O5M
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Bolo conwenclonal

10

D5mM

D5 M

Gorduras

Margarina comvenchonal

10

OD5M

Margarina Light

10

D5mM

Marteiga

10

OEmM

Malonese convenchsnal

10

OD5mM

Malonese light

10

OD5M

Azeie

10

OD5mM

5 M

Cereais

Arroz

10

D5mM

Arraz integral

10

OD5mM

Arroz temperado

10

OD5M

Batata Frita

10

D5M

Mandioca Frita

10

D5mM

Batata cozida

10

OD5mM

Mandioca cozida

10

OD5M

Angu

10

D5M

Milho Verde

10

D5mM

Macarrdd

10

OD5mM

Lasanha

10

OD5M

Macarrio instantineo

10

D5mM

Coxinha

10

O5M

Quibe

10

OD5M

ExsfihaS enroladinho

10

D5M
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Cereals Quantas vepes vook come Unidade | Peguena Média Grande

Empada £ 3 4 5 6 7 B 9 10 O5M

Pastel £ 3 45 6 7 & % 10

Pizza £ 3 4 5 6 7 B 9 10

Fariniha £ 3 45 6 7 & % 10

Farafa £ 3 45 6 7§ 8B 9 10 O5M
2 3 4 5 6 7T B 9% 10 o5 M
2 3 4 5 68 7 B 9 10 o5 M

Frutas

Laram|a £ 3 45 6 7§ 8B 9 10 O5M

Banamna £ 3 45 6 7 & % 10 OD5M

Maia £ 3 45 6 7§ 8B 9 10 O5M

Péra £ 3 45 6 7 & % 10 O5mM

Marmdo £ 3 45 6 7 & % 10 O5mM

Melancia/ mel3o 23 45686 7 E 9 10 OSM

ADACAKI £ 3 45 6 7 B 9 10 O5M

Uva £ 3 45 6 7 8 % 10 O5mM

Dutras £ 3 45 6 7 B 9 10 O5M

frutas

Suco de laranja natural 2 3 45 6 T8 9 10 D5M

Suco de outras frutas 23 45686 7T 8 9 10 OSM
2 3 4 5 868 7 B 9 10 o5 M
2 3 4 5 6 7T B 9% 10 o5 M

Leguin mosas

Feijdo £ 3 45 6 7§ 8B 9 10 O5M
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Feijio tropeiro

10

O5mM

Soja

10

O5mM

10

O5mMm

Verduras) legumes

Alface

10

O5mM

Agriio

10

D5mM

R prl ey

10

O5mM

Espimafre

10

O5mM

Couse

10

O5mM

Couwe flor, brocolis

10

D5M

Cenoura crua

10

O5mM

Cenoura cozida

10

D5mM

Abdbora cozida

10

O5mM

Tomate

10

D5mM

Beterraba

10

O5mM

Chuchu

10

D5mM

Abpbrinha

10

O5mM

Ouiakeo

10

O5mM

Peping

10

O5mM

Sopas

10

O5mM

10

D5mM
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