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RESUMO

Os fungos tém um papel complexo no trato intestinal, influenciando diretamente
na saude e na doenca e sua disbiose pode contribuir para a obesidade. O
objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade de fungos da microbiota intestinal
humana entre individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos. Foram coletados
espécimes fecais de 72 individuos adultos e analises dependentes e
independentes de cultivo foram realizadas para avaliar os fungos presentes. As
leveduras foram identificadas pela técnica de ionizacdo e dessorcdo a laser
assistida por matriz acoplada a analisador do tipo espectro de massa por tempo
de voo (MALDI-TOF MS) e os fungos filamentosos por microcultivo. A contagem
média de fungos filamentosos e leveduras cultivaveis foi de 1,58 Logio UFC/g de
fezes. Diferencas significativas no nivel populacional dos fungos filamentosos foi
observado entre os grupos dos individuos eutréficos e obesos. Trinta e quatro
géneros de fungos foram identificados. O filo predominante foi Ascomycota com
29 géneros e/ou espeécies diferentes, seguido por Zigomycota e Basidiomycota.
O fungo mais isolado nos individuos eutroficos foi Paecylomyces sp. e nos
individuos obesos Penicillium sp. Os individuos eutréficos apresentam uma
diversidade ligeiramente maior de fungos filamentosos do que os individuos
obesos. Os individuos do sexo feminino tiveram um maior numero de fungos
diferentes quando comparados aos do sexo masculino. A analise de eletroforese
em gel de gradiente desnaturante (DGGE) mostrou agrupamento dos individuos
eutroficos e com sobrepeso em um cluster e dos individuos obesos em outro
cluster distinto, embora a riqueza tenha sido baixa nos trés grupos. A analise de
hibridizacao in situ florescente (FISH) demonstrou maior densidade relativa de
C. albicans no grupo obeso quando comparado ao eutrofico e pela analise de
reacao da polimerase em cadeia quantitativa (QPCR) um nimero maior de cépias
de DNA de fungos e do filo Ascomycota nos individuos obesos quando
comparado aos individuos com sobrepeso e obesos. Foi verificada correlacao
positiva entre os fungos e os parametros antropométricos colesterol total, LDL,
triglicerideos, hemoglobina, HOMA-IR, HOMA-B, insulina, glicose sérica,
creatinina e porcentagem de fibras e carboidratos da dieta. Outros estudos sdo
necessarios para melhor compreender a interrelagdo entre a micobiota do
intestino e a obesidade. Futuramente, este conhecimento podera ser utilizado na
modulacdo da micobiota intestinal e no tratamento da obesidade.

Palavras chaves: Fungos filamentosos, leveduras, obesidade, micobiota
intestinal



ABSTRACT

Fungi have a complex role in the intestinal tract, directly influencing health and
disease and potential dysbiosis could contribute to obesity. The aim of this study
was to investigate the fungal diversity of human gut microbiota among eutrophic,
overweight, and obese individuals and to understand the gut microbial ecology
shifts between healthy and obese individuals. Stool samples of 72 adult
individuals were collected and dependent and independent cultive approach were
performed to evaluate the fungi. The yeasts were identified by matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
and the filamentous fungi were identified by microculture. The mean count of
filamentous fungi and yeast was 1.58 logio CFU/g of feces. Significant differences
in the population level of the filamentous fungi was observed within eutrophic and
obese groups. Overall, 34 genera were identified. The predominant phylum was
Ascomycota with 20 different genera, followed by Basidiomycota and
Zygomycota. The most prevalent specie was Paecylomyces sp. in euthrophic
individuals and Penicillium sp. in obese individuals. The results of the eutrophic
individuals suggest a slightly higher diversity of fungi within these individuals.
Female individuals had a greater diversity of fungal types compared to males.
The denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) analysis showed the
grouping of eutrophic and overweight individuals in one cluster and of obese
individuals in another cluster, although richness was low in all three groups. The
fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis showed a higher relative
density of C. albicans in the obese group when compared to eutrophic and by the
guantitative real time PCR (qPCR) a larger number of DNA copies of fungi and
the phylum Ascomycota in obese individuals when compared to overweight and
obese individuals. There was a positive correlation between fungi and the
anthropometric parameters, total cholesterol, LDL, triglycerides, hemoglobin,
HOMA-IR, HOMA-B, insulin, serum glucose, creatinine and percentage of dietary
fibers and carbohydrates. Other studies are needed to better understand the
causal relationship between gut mycobiota and obesity. This knowledge could be
used in modulating the gut mycobiota and identifying future obesity treatments.

Key Words: mold, yeast; obesity; intestinal mycobiota
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A microbiota intestinal humana (MIH) é considerada atualmente como um
orgdo essencial para o corpo humano. Esta envolvida na fisiologia e na saude
humana e, além disso, o aumento das doencas relacionadas a esses
microrganismos tem sido discutido. A MIH é um ecossistema diverso, no qual
bactérias, arqueias, virus e eucariotos coexistem e interagem entre si e com 0
hospedeiro. A aquisicdo da MIH € um processo complexo que envolve transmisséo
vertical e horizontal de microrganismos, e que comeca antes do nascimento, sendo
influenciada por diversos fatores, os quais incluem uso de antimicrobianos e outros
farmacos, higiene pessoal e coletiva, comportamento social, habitos alimentares,
regido geografica e a globalizacdo. Além disso, o estilo de vida moderno
desempenha um papel importante na modulacédo da microbiota.

O estudo da MIH considera as bactérias como 0s microrganismos mais
relevantes do trato gastrintestinal humano. Dessa forma, acredita-se que diversas
funcdes biolégicas atribuidas a microbiota intestinal estdo exclusivamente
relacionadas a esses microrganismos, tais como: defesa contra patdgenos,
imunomodulacédo, producdo de energia, metabolismo de compostos alimentares
nao digeriveis, degradacdo de substancias téxicas, biotransformacédo de acidos
biliares conjugados, sintese de vitaminas e outros nutrientes e desenvolvimento de
microvilosidades intestinais. Atualmente € reconhecido que os fungos podem ser
encontrados na pele, pulmdes, cavidade bucal, trato urogenital e gastrintestinal e
gue as condi¢Bes ambientais nesses nichos podem variar drasticamente em termos
de temperatura, disponibilidade de nutrientes, pH e umidade. Portanto, a inclusédo

nos estudos da microbiota tornou-se necessaria e altamente relevante.

A incidéncia de infeccdes fungicas aumentou consideravelmente nas ultimas
duas décadas, principalmente de forma oportunista em individuos
imunossuprimidos, como o0s pacientes portadores do HIV, submetidos a
transplantes de 6rgdos ou quimioterapia antineoplasica. Além disso, doencas que
anteriormente ndo eram associadas a fungos, como hepatite B, fibrose cistica e
doenca inflamatéria intestinal, sdo atualmente consideradas associadas a

microbiota fungica, e que pode ser critica na progressdo dessas doencas. No
16



entanto, a literatura na ultima década demonstrou que os fungos tém um papel
complexo e multifacetado no trato gastrintestinal, sendo ativos na modulacdo da
saude ou da doenca por interacbes entre os fungos e o hospedeiro e entre os

fungos e os demais microrganismos da microbiota.

A microbiota do trato gastrintestinal estd relacionada a processos
metabdlicos do hospedeiro, como a extracdo de energia alimentar e barreira
intestinal a invasdo por patégenos, estando, portanto, implicada na etiologia
multifatorial da obesidade e suas comorbidades, como a resisténcia a insulina,
diabetes e doencas cardiovasculares. Atualmente, a obesidade é considerada uma
epidemia mundial, principalmente relacionada as mudancas atuais no estilo de vida
e a maior disponibilidade de alimentos ricos em energia. Considerando a microbiota
bacteriana, existem varios trabalhos cientificos sobre a diversidade de bactérias
intestinais em pacientes obesos, relacionando altera¢cées dos grupos bacterianos
com mudancgas na massa corporal. Entretanto existem poucos estudos sobre a

microbiota fungica comensal humana.

Assim, considerando-se a caréncia ou inexisténcia de estudos semelhantes
no Brasil, além das fragilidades técnicas e metodoldgicas destacadas na literatura
internacional e a real extensdo do fendbmeno considerando-se individuos de
composic¢des culturais diferentes, este estudo tem uma abordagem mais ampla,
visando investigar comparativamente a diversidade de fungos da microbiota
intestinal humana através da analise de espécimes fecais de individuos eutroficos,
com sobrepeso e obesos com base em metodologias dependentes de cultivo e
moleculares. Dessa forma, pretendemos contribuir com informacdes cientificas
sobre a associacdo das caracteristicas sociais e de comportamento, clinicas e
nutricionais com a diversidade fungica no trato gastrintestinal, de maneira

comparativa entre os trés grupos analisados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade

A obesidade é considerada atualmente uma doenca cronica de prevaléncia e
incidéncia crescente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo,
portanto, caracterizada como uma pandemia. Acomete individuos de todas as
racas, faixas etarias e ambos os sexos (BORGES, 2011; GREGOR e
HOTAMISLIGIL, 2011; BAHIA et al., 2012). E uma doenca de carater multifatorial,
determinada por fatores genéticos, ambientais, sociais, psicoldgicos e culturais. A
interacdo entre esses fatores e atuacao sobre mediadores fisiolégicos de gasto e
armazenamento de energia, resultam no fenétipo obeso (PI-SUNYER et al., 1998;
FRANCISCHI et al., 2000).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define a obesidade como um
acumulo excessivo de gordura, que representa um risco para a saude do individuo
(WHO, 2000). Estimativas preveem que em 2025 cerca de 2,3 bilhGes de adultos
estejam com sobrepeso e mais de 700 milhdes obesos. As criancas obesas e com
sobrepeso podem atingir cerca de 75 milhdes (ABESO, 2009).

Ocorre um aumento no risco de desenvolvimento de doencas crbnicas e
suas complicacbes em individuos com sobrepeso e obesos, 0 que aumentaria o
indice de mortalidade associado a essas complicacdes (PI-SUNYER et al., 1998).
Dentre as complicacdes associadas a obesidade destacam-se o diabetes, doencas
cardiacas, hipertensao e alguns tipos de cancer, como o cancer colorretal (TILG e
MOSCHEN, 2006; BAHIA et al., 2012), considerados desafios a serem combatidos
no século XXI, devido ao seu aumento crescente e por estarem entre as principais
causas de morte passiveis de prevencédo (SEIDELL, 2000; PRENTICE, 2006; TILG
e MOSCHEN, 2006).

O diagnéstico adotado pela OMS, devido a sua simplicidade e baixo custo, é
feito através do indice de massa corporal (IMC), o qual consiste no célculo da
razdo entre o peso do individuo e altura ao quadrado (Kg/m?). O IMC apresenta
boa correlacdo com o indice de gordura corporal medido por aparelhos e com a

medida da circunferéncia da cintura, que ndo deve ser maior
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qgue 94 centimetros no homem e 80 centimetros na mulher (PI-SUNYER et al.,
1998; SPEAKMAN, 2004). A classificacdo dos individuos, de acordo com o IMC, é
determinada como: abaixo do peso, IMC < 18,5 Kg/m?, normal, IMC entre 18,5 e
24,9 Kg/m?; sobrepeso, IMC entre 25 e 29,9 Kg/m?; obesidade grau |, IMC entre 30
e 34,9 Kg/m?; obesidade grau Il, IMC entre 35,0 e 39,9 Kg/m? e obesidade grau llI,
IMC > 40 Kg/m? (WHO, 2000).

O excesso de peso somente ndo é o fator determinante para aparecimento de
doencas e o risco associado no obeso, mas também a localizacdo da gordura
(WHO 2000; TILG e MOSCHEN, 2006; BAHIA et al., 2012). O acumulo de gordura
na regiao inferior ou quadril € chamado obesidade gindide; ja na regido central ou
abdominal é chamada obesidade andréide, sendo esta Ultima vinculada a um maior
risco relativo no desenvolvimento de comorbidades (FRANCISCHI et al., 2000).

A obesidade e as doencas associadas implicam em diminuicdo da qualidade
de vida e longevidade dos individuos, podendo reduzir 5 a 20 anos na expectativa
de vida, dependendo do grau de obesidade apresentado (FONTAINE e
BAROFSKY, 2001). Nos Estados Unidos, a Pesquisa Nacional sobre Nutricdo e
Saude revelou que 33% da populacdo adulta € obesa e 17% das criancas e
adolescentes apresentam sobrepeso (MOKDAD et al., 2003; OGDEN, CARROLL e
FLEGAL, 2008). O aumento nas taxas de obesidade entre individuos jovens
representa fator preocupante, visto que esses apresentardo riscos associados a
obesidade durante um longo periodo de suas vidas (CABALLERO, 2007). No
Brasil, 53,8% da populacéo apresenta sobrepeso e 18,9% séo obesos. (BRASIL,
2017). As alteracdes demogréficas, socioeconbmicas e epidemioldgicas nos
tltimos anos culminaram no aumento nos casos de obesidade no pais, com
consequente diminuicdo da desnutricdo na populacdo de uma maneira geral
(FRANCISCHI et al., 2000).

Estimativas revelam que cerca de 2 a 6% dos gastos com a saude no mundo
sdo devidos as doencas relacionadas a obesidade e que o nimero de individuos
obesos sera o dobro do atual até 2050 no Brasil. Caso nenhuma medida preventiva
seja tomada, e como consequéncia, 0 custo com a obesidade e doencas
relacionadas aumentara substancialmente (SWINBURN et al., 2011; RTVELADZE
etal., 2013).
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2.2 Sistemaimune e obesidade

A obesidade é considerada como um estado de inflamagé&o cronica de baixo
grau, o qual contribui para a resisténcia a insulina e consequentemente para o
desenvolvimento da diabetes tipo-2 (BOSELLO e ZAMBONI, 2000; HERDER et al.,
2013). A inflamagdo estd associada a uma producdo de citocinas inflamatorias e
maior ativacdo das vias de sinalizacéo inflamatoérias (WELLEN e HOSTAMISLIGIL,
2003). O excesso de calorias caracteristico da obesidade esta diretamente
relacionado com alteragcdes em fatores metabodlicos e impacto direto sobre o
sistema imunoldgico (SIEGMUND et al., 2002). Vérios estudos buscam identificar
as subpopulagbes de células imunolégicas que estdo envolvidas no processo
inflamatorio do tecido adiposo, compreender 0s mecanismos que levam a
inflamacéo deste tecido e desenvolver imunoterapias para reverter este processo
(SIEGMUND et al., 2002; ALVEZ, 2006; HAN e LEVINGS, 2013).

O tecido adiposo tem importantes fungdes como 6rgao endocrino ao produzir
hormoénios e moléculas sinalizadoras, como a leptina, que tem funcéo de regulacéo
do sistema imune, pois esta envolvida na deficiéncia da resposta imune humoral e
celular. A adipocitocina, atua como protetor contra inflamacédo e interleucinas
secretadas pelos adipdcitos (IL-6 e IL-8). A leptina ativa linfécitos T, aumenta a
resposta Thl e ativa mondcitos, entre outros, sendo considerada uma citocina pro-
inflamatoria (ALVEZ, 2006).

Apés a descoberta da leptina, o tecido adiposo passou a ser visto como um
orgao enddcrino, capaz de secretar uma variedade de moléculas, que encontram
receptores em diversas células do sistema imunoldgico. Portanto, a expanséao
deste tecido, observada na obesidade parece ter fortes impactos na resposta
imune (TILG e MOSCHEN, 2006).

O aumento nos niveis de leptina circulante, juntamente a resisténcia central a
esse hormbnio que esta relacionada com niveis reduzidos de grelina e
adipocitocina estdo associados ao processo inflamatorio observado na obesidade
(SIEGMUND et al., 2002).

Devido a essa inflamacé&o crénica de baixo grau, individuos obesos possuem
maiores niveis de citocinas inflamatérias circulantes, tais como: leptina, TNF-a e

MCP-1 (Monocytre Chemoattractante protein-1), que por sua vez é responsavel por
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atracdo de mondcitos para o tecido adiposo (WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2003).
(MANCO et al., 2007; SMITH et al., 2007; VALERA MORA, 2007; ZHANG et al.,
20009).

O tecido adiposo dos obesos se torna um sitio de células inflamatérias,
secretoras de grandes quantidades de citocinas inflamatérias e quimiocinas, as
quais atraem um maior numero de células e contribuindo assim para a inflamacgéo
sistémica (LUMENG, BODZIN e SALTIEL, 2007).

2.3 Microbiota intestinal e obesidade

A microbiota intestinal humana (MIH) é constituida por grande numero de
microrganismos distribuidos n&o homogeneamente, de acordo com as
caracteristicas de cada porcéo intestinal. Portanto, o colén € a porcao que alberga
0 maior numero de microrganismos devido, principalmente, a grande quantidade de
nutrientes disponiveis, auséncia de secrec¢des intestinais e ao lento peristaltismo
nesse local (VILLELA, 2004; QIN et al.,2010). Estima-se que a microbiota intestinal
contenha cerca de 150 vezes mais genes do que o genoma humano (FLINT, 2011).

Os microrganismos presentes no trato gastrintestinal contribuem com
funcdes, metabdlicas; imunomoduladora; metabolismo de farmacos e
desenvolvimento das microvilosidades (VILLELA, 2004; TURNBAUGH, 2006;
DIBAISE et al.,, 2008; TAGLIABUE e ELLI, 2013). A disbiose da microbiota
intestinal pode culminar em distirbios, como diabetes tipo 1 e 2, doenca
inflamatoria intestinal, sindrome do intestino irritavel e cancer colorretal (XU et al.,
2012; CLEMENTE et al., 2012).

A participacdo das bactérias na composicdo da microbiota humana é bem
estabelecida, sendo conhecidas as principais espécies bacterianas em alguns
sitios anatbmicos, como pele, cavidade oral, trato geniturinario e trato
gastrintestinal (CUI et al.,, 2013). Dentre as bactérias que compdem a MIH,
predominam as anaerdbias estritas em uma ordem de magnitude até trés vezes
superior aos aerobios facultativos e anaerodbios facultativos (LAGE e BRITO, 2012).
Os filos dominantes sdo: Bacteroidetes e Firmicutes, representando 92,6% do total.
Outros filos estdo presentes em numeros variaveis, tais como Actinobacteria,
Proteobacteria e Verrucomicrobia (BRANDT, SAMPAIO e MIUKI, 2006; MORALES,
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BRIGNARDELL e GOTTELAND, 2010; TAGLIABUE e ELLI, 2013). Algumas
arquéias, como as metanogénicas, também estdo presentes na microbiota
intestinal, principalmente Methanobrevibacter ~ smithii (KORECKA e
ARELAMPALAM, 2012).

A composicdo da microbiota intestinal é influenciada pela genética e
condi¢cbes ambientais. Assim, ocorrem diferencas entre criangas, adultos e idosos,
bem como entre os sexos e etnias e também quanto a principal fonte nutricional
dos individuos, diferindo os perfis bacterianos de onivoros, herbivoros e carnivoros
(SEKIRQV et al., 2010; DAVE et al., 2012; KORECKA e ARELAMPALAM, 2012). A
dieta tem impacto direto na composi¢do da microbiota intestinal, influenciando as
proporcdes e tipos de metabdlitos produzidos. Dietas ricas em gorduras saturadas
estdo associadas a uma maior ocorréncia de Bacteroidetes e Actinobacteria,
enquanto que dieta rica em carboidratos esta associada a maior ocorréncia de
Firmicutes e Proteobacteria (WU et al., 2011; CLEMENTE et al., 2012).

A forma de nascimento esta relacionada a composicdo da comunidade
microbiana intestinal nos primeiros meses de vida. O parto normal favorece o
desenvolvimento de uma microbiota semelhante a encontrada no ambiente vaginal
da mae, constituida principalmente por Lactobacillus spp. e Prevotella spp.,
enquanto o parto cesareo favorece o desenvolvimento de microbiota semelhante a
da pele, composta principalmente por Staphylococcus spp., Corynebacterium spp.
e Propianobacterium spp., e também por microorganismos presentes no ambiente
hospitalar (RAJILIC-STOJANOVIC et al., 2015). A placenta ndo é um ambiente
estéril e alberga microbiota restrita, porém, metabolicamente rica, composta
principalmente pelos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Fusobacteria
(NICHOLSON et al., 2012; AAGAARD et al., 2014). Ja foi descrito na literatura o
isolamento de bactérias no mecbnio, tais como Enterococcus fecalis,
Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli (NICHOLSON et al., 2012).

O periodo inicial de colonizacdo coincide com a ativacdo do eixo
hipotalamico pituitaria-adrenal, que tem impacto sobre o sistema nervoso entérico
gue inerva o trato gastrintestinal. As células enteroenddcrinas do intestino
segregam peptideos, conhecidos por estarem ligados a ingestdo alimentar,
armazenamento de lipideos e homeostase energética, e podem ser ativados por

metabolitos microbianos (NICHOLSON et al., 2012). Na primeira infancia, a
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microbiota é instavel e a composicdo estd relacionada ao tipo de alimentacéo,
doencas e uso de antimicrobianos (SEKIROV et al., 2010; CLEMENTE et al., 2012
DAVE et al.,, 2012). Aos trés anos de vida, o individuo apresenta perfil de
microbiota de adulto, que se modifica novamente no idoso (NICHOLSON et al.,
2012; DORE e BLOTTIERE, 2015). Um conjunto final de mudancas relacionadas
com a idade na composicao e funcdo da microbiota intestinal ocorre durante a
velhice. O envelhecimento estd associado a funcbes fisioldgicas alteradas,
incluindo a funcdo do sistema imunoldgico, que interferem na composicdo da
microbiota intestinal. As diferencas relacionadas as faixas etarias relativas a
composi¢do da microbiota intestinal incluem aumento no ndmero total de
anaerébios facultativos, mudancas na propor¢cdo Bacteroidetes/Firmicutes com
aumento das espécies de Firmicutes e uma diminuigdo acentuada de
bifidobactérias em pessoas com mais de 60 anos de idade (NICHOLSON et al.,
2012).

A alteracéo da microbiota de individuos obesos pode influenciar no ganho de
peso e deposicdo de gordura, atuando na captacdo de nutrientes e producéo de
mais energia a partir da dieta e também interfere com a regulacdo e expressao de
genes do hospedeiro relacionados com o armazenamento e gasto energético
(DUNCAN et al., 2008; TURNBAUGH et al., 2006; DELZENNE e CANI, 2011).

Evidéncias recentes tém sugerido o envolvimento da MIH na regulacéo
energética, assim como no processo inflamatorio, sendo, portanto, um fator
ambiental relacionado a fisiopatologia da obesidade. Estudos utilizando modelos
animais tém sugerido que a composicdo da MIH é diferenciada em individuos
obesos e eutréficos (BERVOETS et al.,, 2013). Camundongos geneticamente
modificados para o fendétipo obeso apresentaram maior porcentagem de bactérias
do filo Firmicutes e uma diminuicdo de bactérias do filo Bacteroidetes, associados a
producédo extra de energia de 150 kcal (FLINT, 2011; XU et al., 2012; DEVARAJ,
HEMARAJATA e VERSALOVIC, 2013). Devido as diferencas na composicdo da
sua microbiota intestinal, as pessoas obesas podem ser mais eficazes na extracao
de energia dos alimentos e estimulacdo da lipogénese. Um aumento do
lipopolissacarideo (LPS), um componente da membrana externa de bactérias

Gram-negativas, gera inflamacao cronica de baixo grau (endotoxemia metabdlica)
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em camundongos, resultando em resisténcia a insulina, que pode atuar através de
endocanabindides produzidos pelo hospedeiro (NICHOLSON et al., 2012).

A participagdo das bactérias na composi¢cdo da MIH é bem estabelecida,
sendo conhecidas as principais espécies que compdem o trato gastrintestinal e sua
implicacdo em diversas patologias, como a obesidade (CUI et al., 2013). Embora o
papel das bactérias intestinais na modulagdo da resposta imune sistémica e da
fisiologia intestinal seja amplamente discutido, os efeitos de outros microrganismos

comensais sdo desconhecidos (KIM et al., 2014).

2.4 Microbiota fungica

Somente nos ultimos dez anos o microbioma humano como um novo
conceito microbiolégico, o qual engloba a pesquisa de todos os microrganismos
(bactérias, fungos, arquéias e virus) como componentes da microbiota, vem sendo
considerado. Essa conotacdo mudou em 2010, quando o termo micobioma (uma
combinacdo das palavras micologia e microbioma) foi utilizado pela primeira vez
para se referir ao microbioma fungico (CUI et al., 2013).

Existem diversas razfes para incluir o estudo da participacdo dos fungos na
constituicdo da microbiota das diferentes partes do corpo. Alguns fatores reforcam
esta mudanca: (I) a incidéncia de infec¢cbes fungicas tem aumentado
significativamente nas duas ultimas décadas, principalmente aquelas oportunistas,
com o crescimento do numero de pacientes imunossuprimidos, infectados pelo
virus HIV, transplantados ou em quimioterapia para tratamento do cancer; (Il)
doencas que eram consideradas como ndo associadas a fungos, tais como
hepatite, fibrose cistica e doencas intestinais inflamatérias, hoje parecem estar
relacionadas ao micobioma de determinados locais e; (lll) a interacdo entre o0s
diferentes biomas e entre o hospedeiro e o micobioma sao criticas na progressao
das doencas (CUI et al., 2013).

Os fungos comensais provavelmente tém papel importante na salude e na
doenca. A prevaléncia das infeccBes fungicas esta aumentando devido a
imunossupressdo por diversas causas, e as populacbes de fungos comensais
podem ser a fonte de patdgenos oportunistas. Além disso, alteracbes nas
comunidades de fungos comensais podem ser relevantes em doengas que nao séao
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primariamente flngicas, tais como fibrose cistica ou doenca inflamatéria intestinal.
Assim, como as bactérias comensais sao importantes para o desenvolvimento e
regulacao do sistema imunolégico e competem umas com as outras por recursos
no microambiente, também ¢é provavel que a exposicdo comensal a fungos
influencie o sistema imunoldgico e que ocorra uma competicdo entre os fungos e
desses com as bactérias por recursos. Assim como a dishiose bacteriana,
alteracbes na micobiota podem ser uma caracteristica importante para o
surgimento ou agravamento de doengas (UNDERHILL E ILIEV, 2014).

Para entender o impacto das interacbes entre a micobiota e o sistema
imunologico do hospedeiro € necessario conhecer a composicao da micobiota em
diferentes locais do corpo e compreender os mecanismos pelos quais o0 sistema
imunoldgico interage com fungos nas superficies mucosas e pele e as alteracbes
nas populacdes fungicas que podem estar relacionadas a patologias (UNDERHILL
E ILIEV, 2014). Os fungos sdo prevalentes em varias regides do corpo humano
colonizadas por microrganismos, incluindo a pele, o trato gastrintestinal,
geniturinario e respiratorio e o pulméo (Figura 1). Mais de 390 espécies fungicas
foram descritas em seres humanos. Dependendo do habitat, a abundancia de
células fungicas varia de < 0,1% no trato gastrintestinal até 10% na pele. Uma
célula fungica é em média cerca de 100 vezes maior do que uma célula bacteriana,
0 que traduz em uma significativa biomassa fungica, fornecendo abundantes
moléculas bioativas para o hospedeiro e modulando sua fisiologia (APOLONIO E
MACHADO, 2018; HALWACHS el al., 2017).

Em estudo sobre a relacéo do tipo de parto e composicdo da microbiota dos
recém-nascidos foi verificado que as abundancias relativas dos grupos
taxondmicos especificos de cada sitio anatdbmico diferiram pelo modo de
nascimento, com significativamente mais fungos C. albicans presentes na pele de
bebés nascidos de parto vaginal e significativamente mais fungos da espécie C.
orthopsilosis presentes na cavidade bucal de criancas nascidas por cesariana no
primeiro més de vida. O micobioma de criancas é variavel ao longo do primeiro
més de vida e o parto vaginal ndo resultou em micobioma infantil mais semelhante
a micobiota vaginal da méde. Portanto, embora a transmissao vertical de isolados

fungicos especificos de mae para filho tenha sido relatada, é provavel que outras
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fontes (meio ambiente, outros cuidadores) também contribuam para o

estabelecimento do micobioma na fase inicial da vida (WARD et al., 2018).

Aspergifius
Aurcobasidium
Arthrodermatacece
Alternana
Candda
Clodosporium
Cryptococcus

Cystofilobasidium

EEEEERSOEN

Debaryomyces

Epicoccum

]

Fusarium

B Molassesio

. Meyerozryma
Rhodotorula

B Soccharomyces

. Outros

. N3o cultivaveis

Figura 1. Micobiota humana. Fonte: Adaptado de UNDERHILL E ILIEV (2014).

A resposta imune do hospedeiro influencia a composicdo do micobioma
(Figura 2). Varios receptores de reconhecimento de padrées (PRRs) em fagdcitos,
incluindo TLR-2, TLR-4, dectina-1, dectina-2 e galectina-3, reconhecem
especificamente padrdes moleculares associados a patéogenos (PAMPS) de fungos,
mananas, B-1,3-glucanas e f-1,6-glucanas. Apos esse reconhecimento de
padrdes, macrofagos e células dendriticas ativam células T através de um

processo de apresentacdo de antigenos. Dependendo de quais citocinas sao
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estimuladas, as células T ativadas diferenciam-se em Th-1, o que promove a
fagocitose de fungos, ou Th-2, que ativa células B para liberar anticorpos
especificos contra fungos. Diferenciagdo de Th-17 apos infeccdo por C. albicans foi
observada, indicando um potencial papel de Th-17 na defesa do hospedeiro contra
fungos (CUI et al., 2013).
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Figura 2. Micobiota humana e sistema imune. Fonte: Adaptado de CUI et al. (2013).

2.4.1 Micobiota da pele

A superficie da pele é o primeiro ponto de contato do corpo com bactérias e
fungos provenientes do ambiente e alberga bilhdes de microrganismos que
desenvolveram uma relacdo comensal com o hospedeiro. Abordagens de
sequenciamento massivo de alto rendimento demonstraram que a pele abriga uma
microbiota bacteriana e fangica Unica. Além disso, a microbiota da pele depende da
natureza do local da pele, com padrées associados com microambientes Umidos,

secos ou sebaceos. Como a pele € um 6rgdo auto renovavel, células mortas sao
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continuamente renovadas, proporcionando ambiente para o0 crescimento
microbiano saprofitco (APOLONIO E MACHADO, 2018; CUI et al.,, 2013;
UNDERHILL E ILIEV, 2014).

Abordagens dependentes de cultivo identificaram muitos fungos comensais
associados a pele, sendo Malassezia o0 género mais comum, seguido por
Penicillium e Aspergillus. Outros fungos tais como Alternaria spp., Candida spp.,
Rhodotorula spp., Cladosporium spp. e Mucor spp. também foram cultivados, mas
com uma frequéncia mais baixa. Estudos de sequenciamento independentes de
cultivo confirmaram que o género Malassezia € o mais comumente representado
em diferentes locais do corpo da pele humana saudavel. A alta resolugdo dessas
metodologias permitiu a identificacdo de espécies especificas e certas espécies de
Malassezia spp. estdo associadas a locais especificos do corpo. As espécies de
Candida spp. também foram detectadas em todos os locais da pele do corpo e
foram principalmente representadas por C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
orthopsilosis, espécies diferentes daquelas que normalmente povoam o intestino
humano. Enquanto locais como os pés revelaram a maior diversidade fungica (40 a
80 géneros), outros locais como testa, regido proxima as narinas, dorso e palma
das maos apresentaram maior diversidade bacteriana do que de fungos. Essa
correlacdo inversa entre a diversidade bacteriana e fungica da comunidade pode
ser devida a presenca de nutrientes especificos em locais diferentes do corpo, e
apontam para uma interacdo complexa entre as duas comunidades (APOLONIO E
MACHADO, 2018; CUl et al., 2013; UNDERHILL E ILIEV, 2014).

Os doentes com imunodeficiéncias primarias sofrem de infeccbes fangicas
recorrentes. Embora cada imunopatologia resulte em imunodeficiéncia especifica,
uma caracteristica comum de muitos € o desenvolvimento de eczema - um tipo de
dermatite atépica. Ocorre uma relacao direta entre a imunidade do hospedeiro e o
efeito sobre a microbiota bacteriana e flngica da pele em pacientes com
imunodeficiéncias (ILIEV et al., 2017).

A diversidade da microbiota fangica de outros géneros diferentes de
Malassezia esta aumentada em pacientes com dermatite atdépica, com aumento de
espécies de Candida spp., Cryptococcus spp. e Cladosporium spp. A analise da
ocorréncia simultanea de bactérias e fungos especificos sugeriu que as duas
comunidades podem interagir (UNDERHILL E ILIEV, 2014).
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Uma mutacdo no gene autossomico recessivo CARD9 pode levar a
dermatofitoses profundas, que, ao contrario de uma doenca mucocutanea
superficial, acomte o tecido dérmico e subcutdneo, os linfonodos e,
ocasionalmente, o sistema nervoso central, levando a mortalidade. Estes pacientes
tém um numero diminuido de células Th-17. Estudos in vivo demonstraram que
camundongos deficientes em IL-17A ou IL-23 sdo mais susceptiveis a infec¢céo
cutanea por C. albicans. A deficiéncia de IL-22 desempenha um papel importante
em doencas mucocutaneas em humanos. Futuros estudos sao necessarios para
elucidar o efeito da composicdo do micobioma sobre a imunidade em locais
especificos do corpo em doencas que acometem a pele (UNDERHILL E ILIEV,
2014).

2.4.2 Micobiota do trato urogenital feminino

Como outras superficies mucosas, a vagina alberga uma microbiota
composta por diversos microrganismos que, se nao for contida adequadamente,
pode causar patologias. Embora infec¢des fungicas sejam comuns, estudos tém
revelado populacdo mais diversificada de fungos residentes do que anteriormente
relatado. Essas pesquisas sugerem a presenca de 11 a 20 géneros diferentes,
sendo o0s géneros mais comumente detectados: Candida, Saccharomyces,
Aspergillus, Alternaria e Cladosporium. Constatou-se que mudancas na diversidade
fungica estdo associadas com diabetes, rinite alérgica e candidiase vaginal
recorrente. O crescimento fungico € controlado por outros membros da microbiota
local e pelas defesas imunes do hospedeiro. As espécies de Lactobacillus spp. séo
0S microrganismos dominantes na microbiota vaginal saudavel. Essas bactérias
produzem acido lactico, que contribui para o baixo pH do ambiente. Os
Lactobacillus spp. podem competir com espécies de Candida spp. pela ligacdo a
células epiteliais (APOLONIO E MACHADO, 2018; CUI et al., 2013; UNDERHILL E
ILIEV, 2014).

A ideia de que o sistema imunoldgico € responsavel pela vigilancia normal
da microbiota fungica vaginal € sugerida pela associacdo de variantes de genes
imunes especificos com candidiase vaginal recorrente. Os doentes com mutacao

de paragem prematura na Dectina-1 associada a onicomicose também tém
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candidiase vaginal recorrente, o que sugere que a Dectina-1 € importante para a
contencdo normal dos fungos vaginais. Outra variante genética para um
polimorfismo de comprimento no intron 4 de NLRP3 (gene codificador de NACHT,
LRR e PYD que contém a proteina 3) também tem sido associada com candidiase
vaginal recorrente, sugerindo que os inflamassomas (complexo proteico
oligomérico implicado na resposta imune inata) séo importantes para a contengao
de fungos vaginais. Em modelo animal, camundongos deficientes em NLRP3 s&o
mais susceptiveis a doenca invasiva em um modelo de infeccdo de mucosa por
Candida spp. (UNDERHILL E ILIEV, 2014).

A lectina de ligacdo a manose (MBL) € um receptor de lectina do tipo C
solavel que se liga aos carboidratos na parede das células microbianas onde ativa
a via do complemento e opsoniza 0S microrganismos para a fagocitose. Um
polimorfismo genético na MBL que afeta o nivel de expressdo proteica esta
associado a candidiase vaginal recorrente, sugerindo que a MBL é importante para
a contencao normal de fungos vaginais. Pequenas mutacdes em MBL também tém
sido associadas a infec¢gdes fungicas em outros locais de mucosa, tais como em
defesa contra Aspergillus spp. no pulmao (UNDERHILL E ILIEV, 2014).

2.4.3 Micobiota do pulméo

Ha& pouca evidéncia de uma microbiota comensal fungica em pulmdes
saudaveis, embora os pulmdes estejam constantemente expostos a fungos bucais
e ambientais. Assim, 0 sistema imune da mucosa dos pulmdes esta exposto
continuamente a fungos e antigenos fungicos. Quando a fung¢éo pulmonar normal
estd comprometida, como na fibrose cistica, as comunidades fungicas podem se
fixar e colonizar este local. Os fungos comumente encontrados sao Aspergillus sp.
e Scedosporium spp., dois fungos filamentosos formadores de esporos
encontrados no solo e em varios ambientes. Esses esporos sdo inalados
regularmente e sdo normalmente eliminados sem desenvolvimento de patologias
em individuos imunocompetentes por macréfagos alveolares que se ligam,
internalizam e eliminam os esporos. Aqueles que escapam da reposta imune dos

macrofagos alveolares podem se desenvolver formando hifas, as quais podem
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invadir o tecido, atingir a circulacdo e se disseminar no organismo. A aspergilose
disseminada é particularmente comum em pessoas que ndo possuem defesa
eficaz por fagocitos polimorfonucleares para eliminacéo das hifas. Aspergillus spp.
€ também um alérgeno potente e a colonizacdo das vias aéreas tem sido
associada a asma grave e alergias nasais (APOLONIO E MACHADO, 2018;
UNDERHILL E ILIEV, 2014).

O reconhecimento de Aspergillus spp. nos pulmdes € mediado em parte por
receptores de reconhecimento de padrdes incluindo lectinas do tipo C, como por
exemplo, Dectina-1 e Dectina-2 e receptores do tipo Toll. Os esporos dos fungos
sdo encapsulados em um invélucro ceroso que os protege do reconhecimento pela
maioria dos receptores, mas quando 0S esporos rompem esse revestimento
externo para germinar e crescer como hifas, sdo expostas varias proteinas de
ligacéo da parede celular fungica. Essa germinacéao geralmente ocorre no limen do
pulmédo, mas Dectina-1 também pode reconhecer os esporos de Aspergillus que
germinam apos a fagocitose por macréfagos pulmonares. Nesse caso, o0 receptor €
localizado em fagossomas em vez da superficie celular e € ativado pela presenca
do fungo. O papel central dos macrofagos alveolares na depuracdo inicial de
fungos inalados é ilustrado em camundongos que expressam a NADPH oxidase
apenas em monodcitos e macrofagos. Estes animais eliminam normalmente
Aspergillus spp., enquanto que os camundongos deficientes em NADPH oxidase
sdo altamente susceptiveis (UNDERHILL E ILIEV, 2014).

A infiltracdo inflamatéria das células imunes € iniciada e o sistema
imunologico adaptativo pode ser ativado quando os fungos sobrevivem ao seu
primeiro encontro com macrofagos pulmonares. A resposta celular do tipo Thl é
geralmente protetora contra Aspergillus spp., enquanto que as respostas do tipo
Th2 estd geralmente associada a resultados ndo eficazes. No entanto, alguns
relatérios sugerem que as respostas das células Th-17 sdo ainda mais importantes
do que a resposta das células Thl. De fato, foi demonstrado que a sinalizacdo de
Dectina-1 é especificamente importante para diminuir a resposta Thl e promover
resposta de células Th1l7 a Aspergillus spp. Além disso, a Dectina-1 € importante
para estimular a producdo de IL-22, uma citocina associada a Thl7 com
propriedades pré e anti-inflamatérias. Além disso, demonstrou-se que a Dectina-2

tem um papel importante na regulacéo da producdo de IL-17 por um subconjunto
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de receptores relacionados com receptores de acido retindico (RORyt)
expressando neutrofilos em resposta a Aspergillus spp. (UNDERHILL E ILIEV,
2014).

Tao importante quanto a imunidade contra fungos nos pulmdes € a
necessidade de prevenir a inflamacgdo alérgica em resposta a antigenos fungicos.
As respostas alérgicas a Aspergillus spp. em modelo de camundongos é altamente
dependente do reconhecimento de Dectina-1 do fungo e da capacidade deste
receptor para promover a producdo de IL-22 pelas células T. No entanto, 0s
mecanismos que promovem a inflamacao alérgica sdo provavelmente altamente
dependentes do tipo de fungo como ilustrado pela observagcéo de que enquanto as
respostas a Aspergillus spp. sdo promovidas pela Dectina-1, as respostas a
Cladosporium sp. foram independentes de Dectina-1 e IL-17. Os fungos comensais
no intestino podem ter um impacto significativo na natureza da inflamagdo nos
pulmdes. Exatamente como essa conexao funciona e se ela interfere
preferencialmente respostas a receptores fungicos sado questdes importantes que
ainda ndo foram totalmente elucidadas. E possivel que a PGE2 produzida por

fungos intestinais influencie os macréfagos nos pulmdes (ILIEV et al., 2017).

2.4.4 Micobiota da cavidade bucal

A cavidade bucal é um ambiente bem conhecido para o crescimento
microbiano, embora os membros fungicos desta comunidade raramente tenham
sido avaliados. A mais completa avaliacdo independente de cultura da micobiota
bucal saudavel demonstra a presenca de mais de 75 géneros fungicos diferentes,
sendo Candida, Cladosporium, Aureobasidium, Aspergillus e Fusarium 0s mais
comuns (APOLONIO E MACHADO, 2018; CUI et al., 2013; UNDERHILL E ILIEV,
2014).

A natureza da resposta imune do hospedeiro a micobiota bucal ainda néo foi
avaliada. No entanto, é bem conhecido que individuos imunossuprimidos (como
pacientes com HIV ou submetidos a quimioterapia) desenvolvem frequentemente
candidiase orofaringea, demonstrando que a imunidade local é necessaria para

conter pelo menos espécies de Candida spp. Ndo se sabe se a imunidade local
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influencia a colonizacdo ou o crescimento de outras espécies de fungos (ILIEV et
al., 2017).

Estudos genéticos em humanos fornecem indicagbes sobre os tipos de
imunidade que sdo necessdarios para a contencdo de espécies de Candida na
mucosa bucal. Candidiase mucocuténea cronica é uma condi¢do caracterizada por
infeccdes recorrentes na boca, pele e outras superficies mucosas. As mutacdes no
transdutor de sinal e ativador da transcricdo 1 (codificada por STAT1), uma
molécula de sinalizacdo importante para as respostas a IFNy, IL-17 e IL-22, tornam
0S pacientes altamente susceptiveis a candidiase mucocutanea crénica, em todos
0s casos sendo observadas patologias bucais. Além disso, as mutacées nos genes
gue codificam IL-17RA, IL-17F e a proteina adaptadora CIKS (ACT1), uma proteina
necessaria para a sinalizacdo de IL-17R, tém sido associadas a candidiase
mucocutanea crénica (ILIEV et al.,, 2017). Esta susceptibilidade a infeccao por
Candida spp. na cavidade bucal também pode ser causada por uma doenca
autoimune autossomica recessiva denominada distrofia ectodérmica-candidiase-
poliendocrinopatia autoimuine (APECED), em que as mutacfes no AIRE (gene
regulador autoimune) induz a producao de auto anticorpos contra IL-17A, IL-17F e
IL-22. Camundongos com deficiéncias na via da IL-17 também foram mais
suscetiveis a candidiase bucal. Juntos, esses achados destacam a notavel
importancia da imunidade Th-17 na contencdo de patologia causada pela
colonizacao por Candida spp. (UNDERHILL E ILIEV, 2014).

A resposta imune inata que ativa células Th-17 também pode ser inferida a
partir de estudos genéticos. Pessoas com deficiéncias genéticas em CARD9 sao
altamente suscetiveis a infec¢des invasivas por Candida spp., com histérico de
infeccdo da cavidade bucal. Pacientes com deficiéncia de CARD9 apresentaram
diminuicdo do numero de células Thl7. Em modelo animal (camundongos) de
infeccdo por Candida spp. bucal foi confirmado que CARD9 é necessario para a
montagem de resposta de células Th-17, embora as respostas inatas dependentes
de IL-17 ndo envolvam CARD9. Dos receptores que podem ativar CARD9, o papel
da Dectina-1 foi explorado em modelo utilizando camundongos e verificou-se que
era importante para defesa eficaz (ILIEV et al., 2017). Uma mutacdo no gene que
codifica Dectina-1 em seres humanos tem sido associada a onicomicose, e ndo a

candidiase orofaringea. Isto pode sugerir que a Dectina-1 ndo esta envolvida na
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imunidade antifingica bucal em humanos. Outros receptores de fungos, tais como
Dectina-2, podem sinalizar através de CARD9, e essa redundancia pode explicar a
doenca bucal mais grave na auséncia de CARD9. Ser@o necessarios mais estudos
para determinar o papel de receptores adicionais como a Dectina-2 na imunidade
contra fungos na cavidade bucal (UNDERHILL E ILIEV, 2014).

2.4.5 Micobiota do trato gastrintestinal

Os fungos sao habitantes normais do trato gastrintestinal dos mamiferos. As
espécies de Candida spp. tém sido cultivadas com sucesso a partir do intestino de
individuos saudaveis e 0 aumento da colonizacdo dessa levedura no intestino tem
sido observado em pacientes com doenca inflamatdria intestinal (DII). Os primeiros
estudos independentes de cultivo da micobiota de camundongos utilizando analises
de polimorfismo dos comprimentos de fragmentos de restricdo (RFLP) revelaram
uma comunidade altamente diversificada de fungos em intestino de camundongos.
Em humanos, a andlise de eletroforese em gel com gradiente de desnaturacéo
(DGGE) do DNAr 18S fungico revelou perfis diferenciais entre pacientes com colite
ulcerativa e individuos saudaveis (UNDERHILL E ILIEV, 2014).

Os estudos iniciais sugeriram que o intestino humano é composto por uma
microbiota fungica diversa. Entretanto, as abordagens dependentes de cultivo sé&o
trabalhosas e semi-quantitativas, e ndo podem ser usadas para avaliar a variedade
fungica em profundidade. Mais recentemente, abordagens de sequenciamento de
alto rendimento tém sido utilizadas para explorar comunidades fungicas que
povoam o intestino humano. Esses estudos revelaram que o intestino alberga mais
de 50 géneros de fungos, com espécies de Candida spp., Saccharomyces spp. e
Cladosporium spp. sendo particularmente comuns (Figura 1). Com relacdo as
espécies de Candida, um estudo relatou que Candida tropicalis € mais comum em
camundongos, enquanto C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis e C. parapsilosis
sdo mais frequentes em humanos. Apenas alguns dos fungos intestinais mais
comuns foram encontrados em alimentos para camundongos, sugerindo que a
maioria é nativa do intestino (HUSEYIN et al., 2017; UNDERHILL E ILIEV, 2014).
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Os fungos detectados no intestino humano podem ser divididos em
residentes (ou autdctones) e nao residentes. Como requisito minimo, um fungo
residente deve ser capaz de crescer a 37 °C para colonizar o intestino. Para
algumas poucas espécies do amplo e diverso género Candida, o trato digestivo dos
mamiferos pode ser considerado o principal nicho. Espécies incluindo C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata podem ser encontradas como
componentes do microbioma humano, e a C. albicans esta presente em cerca de
30 a 60% dos individuos saudaveis. Além disso, muitas dessas espécies nao
parecem ter um nicho além de mamiferos vivos, ndo sendo encontradas em
concentragdes significativas no ar, no solo ou alimentos (HUSEYIN et al., 2017,
HALLEN-ADAMS E SUHR, 2016).

Fungos filamentosos dos géneros Cladosporium, Aspergillus e Penicillium e
as leveduras dos géneros Geotrichum e Galactomyces sdo relatados como
colonizadores do trato gastrintestinal. Cladosporium spp. tem sido descrito no trato
gastrintestinal de humanos saudaveis (ileo e amostras fecais) desde 1969 e foi
amplamente encontrado na microbiota dos astronautas da nave espacial Apollo.
Galactomyces foi encontrado em 22% dos estudos de fungos intestinais. Uma
espécie filogeneticamente proxima a Geotrichum gigas foi detectada em 54% de 69
amostras (HALLEN-ADAMS E SUHR, 2016). O género Mucor foi também descrito
em amostras de fezes de individuos saudaveis (HUSEYIN et al., 2017,
RODRIGUEZ, 2015).

Estudos em filhotes de camundongos e bebés humanos sugeriram que as
comunidades bacterianas no intestino sdo inicialmente instaveis, mas se tornam
mais estaveis na primeira infancia e na idade adulta. No entanto, o mesmo nao
ocorre com a micobiota intestinal. Um estudo recente demonstrou que as
populacdes de fungos no intestino de camundongos exibiram variacéo episédica ao
longo de varios meses, embora a comunidade bacteriana permanecesse
relativamente estavel. Isto sugere que as populacdes fungicas sdo mais variaveis e
podem ser influenciadas por fungos no ambiente. Outra explicacdo pode ser que as
bactérias sdo mais abundantes do que fungos e que uma consequéncia disso é
gue suas comunidades sdo mais robustas do que as comunidades de fungos. Em
seres humanos foi verificado que a micobiota instestinal de recém-nascidos ndo era

diferente da micobiota de adultos, e que a diversidade ndo se altera ao longo do
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primeiro més de vida sendo os fungos predominantes C. albicans e C. parapsilosis
(WARD et al., 2018). Alteragcbes na dieta também podem influenciar a microbiota
fungica; em seres humanos, o consumo de dieta a base de vegetais tem sido
associado a aumento de populagdes de Candida spp., enquanto o consumo de
uma dieta rica em proteinas estd associado a expansdo das espécies de
Penicillium spp. (HUSEYIN et al., 2017; RODRIGUEZ, 2015; UNDERHILL E ILIEV,
2014).

245.1 Interag&o entre micobiota e microbiota bacteriana intestinal

No intestino, as comunidades de fungos e bactérias, sem duvida, coexistem
e interagem, influenciando uns aos outros. Fungos comensais foram encontrados
no intestino de camundongos coexistindo juntamente com bactérias. Os
camundongos “germfree” sdo altamente suscetiveis a infec¢cdo por Candida spp., €
o tratamento com antibacterianos favorece a colonizacdo por Candida spp. e seu
supercrescimento no intestino do camundongo (SAM et.al., 2017). Em um estudo, o
tratamento antibacteriano de longo prazo (76 dias) levou a proliferacdo expressiva
de fungos, alcancando 99% de todos os microrganismos intestinais detectados por
analise de sequenciamento de alto rendimento, devido ao desenvolvimento de
espécies de Candida, que foi o Unico género encontrado nas fezes ao final do
tratamento. Da mesma forma, o tratamento prolongado com antibacterianos em
seres humanos pode predispor a infec¢des fangicas, devido principalmente a
proliferacéo de espécies de Candida (WITHERDEN et al., 2017).

De acordo com o conceito de que os fungos também podem influenciar a
composicado bacteriana da microbiota intestinal, um estudo demonstrou que a
restauracdo da microbiota bacteriana apés tratamento com um unico antibacteriano
foi fortemente influenciada pela colonizacdo por C. albicans. Houve diminuicao
significativa em Bacteroidetes, enquanto Firmicutes permaneceu inalterado.
Todavia, se a perturbacdo da microbiota induzida por Candida € transitéria ou a
forma como essa levedura interfere no hospedeiro necessita ser melhor elucidada
(UNDERHILL E ILIEV, 2014; SAM et.al., 2017; WITHERDEN et al., 2017).
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2.45.2 Micobiota intestinal e o sistema imune

O conhecimento sobre a interacdo dos fungos comensais intestinais com o
sistema imunoldgico do hospedeiro € escasso, embora muitos receptores imunes
inatos tenham mostrado interagir com patdgenos fungicos (Figura 3). Existem
evidéncias de que o controle de fungos intestinais no hospedeiro é importante, e
uma variedade de mecanismos imunes especificos tém sido implicados na
depuracdo de fungos nas superficies mucosas. Entre esses, surgiram moléculas
como a proteina caspase 9 (CARD9) e dectina -1 (CLEC-7A), a interleucina-17 (IL-
17) e a IL-22, que sao responsaveis pela defesa do hospedeiro contra fungos, e
mutacdes genéticas em cada um dos genes que codificam para estas moléculas
estd associada com susceptibilidade a infec¢cbes fungicas em seres humanos
(UNDERHILL E ILIEV, 2014).

Polimorfismo genético em CLEC7A, o gene que codifica o receptor fungico
Dectina-1, esta associado ao agravamento da colite ulcerativa em seres humanos,
e observou-se que a colite experimental em camundongos é mais grave ha
auséncia de Dectina-1. A colite mais grave em camundongos foi acompanhada por
invasdo fungica da mucosa, bem como uma expansdo geral de fungos
oportunistas, como espécies de Candida spp. e Trichosporon spp., associada a
uma diminuicdo de espécies de Saccharomyces spp. ndo patogénicas. Em
pacientes com DIl, a doenca esta associada a aumento de espécies de Candida
spp. (especificamente C. dubliniensis e C. parapsilosis), sugerindo que a disbiose
fungica pode estar associada a doenca. No entanto, o método DGGE utilizado foi
limitado para capacidade de caracterizar completamente as populacdes fungicas,
sendo necessarios mais estudos aplicando analises de sequenciamento massivo
mais sensiveis (CHU et al., 2018; UNDERHILL E ILIEV, 2014).

Uma deficiéncia em CARD9, uma molécula de sinalizacdo da Dectina-1 e
outras lectinas envolvidas no reconhecimento de fungos, também tem sido
associada a suscetibilidade a DIl em humanos. Embora CARD9 possa estar
envolvida na sinalizagcdo por outros receptores, a importancia especifica na
imunidade antifangica é suportada pela observacdo de que os individuos com
mutacdes no gene para CARD9 sdo especificamente susceptiveis a infeccdes
fungicas e nenhum outro tipo de infeccdo. A deficiéncia de CARD9 em
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camundongos aumenta a susceptibilidade a colite experimental pelo aumento da
guantidade de fungos no intestino e também de anticorpos antifingicos, resultando
no agravamento da doencga. Além disso, os camundongos podem ser parcialmente
recuperados através de tratamento antifingico, corroborando o papel da imunidade
a fungos intestinais na colite (CHU et al., 2018; UNDERHILL E ILIEV, 2014).

A interleucina IL-22, uma citocina semelhante a IL-17, estd estreitamente
associada a imunidade da mucosa e tem sido implicada no controle de fungos
gastrintestinais. Os camundongos sem IL-22 sdo mais susceptiveis a candidiase
gastrintestinal quando infectados intragastricamente com C. albicans. Além disso,
IL-12 e interferon-y (IFN-y) sdo necessarios para a defesa eficaz do hospedeiro. O
IFN-y esta relacionado a uma importante contribuicdo na ativacdo da imunidade
mediada por células T do tipo Thl. No entanto, sdo necessarios mais estudos para
avaliar se mecanismos semelhantes estdo envolvidos durante a relacdo comensal
em curso com C. albicans no intestino humano. Curiosamente, os modelos de
colite em camundongos demonstram que tanto IL-17A como IL-17F séao
dispensaveis para protecdo contra as espécies de Candida spp. no trato
gastrintestinal (UNDERHILL E ILIEV, 2014).

Evidéncias sugerem que as espécies intestinais de Candida spp. podem
influenciar a imunidade em locais distantes do corpo por interacées com células
imunes e via producdo de metabolitos fungicos. Foi demonstrado que o
crescimento excessivo de espécies de Candida spp. no intestino induzido por
antibacterianos promove a inflamacao pulmonar em modelo murino de alergia. As
espécies de Candida (bem como muitos outros fungos) produzem diretamente a
prostaglandina E2 (PGE2), um imunomodulador potente produzido pelas células
imunitarias, a partir do acido araquidénico do hospedeiro, e foi proposto que a
PGE2 produzida por Candida poderia estar envolvida na inflamacao alérgica. De
fato, foi demonstrado que a PGE2 derivada de Candida spp. pode atingir os
pulmbes via corrente sanguinea, atuar sobre os macréfagos pulmonares e
promover inflamacéo alérgica (ILIEV et al., 2017).

Do mesmo modo, uma associacdo entre a doenca do enxerto contra o
hospedeiro, complicacdo comum do transplante de medula éssea, e a colonizacéo
intestinal com espécies de Candida spp. tem sido observada em pacientes

transplantados. A colonizacao intestinal foi correlacionada com a presenca de um
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gene codificador de Dectina-1 defeituoso, sugerindo que a regulacdo mediada por
imunidade da colonizacdo pode ter um efeito na tolerancia periférica (UNDERHILL
E ILIEV, 2014).
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Figura 3. Receptores da resposta imune e vias de sinaliza¢do envolvidas no reconhecimento de
fungos. Fonte: Adaptado de UNDERHILL E ILIEV (2014).

2.45.3 Micobiota intestinal e doencas associadas

A DIl é uma desordem inflamatéria crénica do trato gastrintestinal (TGI) que
inclui a doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (CU). Caracterizada por uma
inflamacéo ilimitada do intestino, que resulta em ma absorcdo de nutrientes, dor
abdominal intensa e maior chance de desenvolvimento de cancer colorretal. Apesar
das terapias atuais, tais como imunossupressao, resseccoes intestinais e uso de
antibacterianos para amenizar os sintomas, ndo ha cura para esta doenca. As
evidéncias sugerem importante papel da microbiota na modulacdo da DIl (LIMON
et al., 2017). A adesédo e abundancia das comunidades microbianas em pacientes
com DIl sao diferentes daquelas observadas em individuos saudaveis. Além disso,

o tratamento probidtico durante a colite experimental pode ser uma medida
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paliativa para a doenga (MUKHERJEE et al., 2015 e CHIARO et al., 2017; CHU et
al.,2018).

A microbiota humana é um ecossistema complexo composto por bactérias,
fungos, arquéias e virus. Entretanto, a maioria dos estudos concentrou-se
unicamente nos membros bacterianos e no seu envolvimento na DIl. Os fungos sao
organismos grandes e complexos, caracterizados como patdgenos oportunistas
durante terapia imunomediada e antibacteriana. Existem indicacdes clinicas e
experimentais de que as leveduras possam estar relacionadas ao processo de
inflamacé&o intestinal. A primeira evidéncia foi a descoberta de anticorpos anti -
Saccharomyces cerevisiae (ASCAS) no soro de pacientes com DC, o0 que sugere 0
envolvimento da resposta imunologica a essa levedura na progressdo da DIl
(MUKHERJEE et al., 2015 e CHIARO et al., 2017; CHU et al.,2018).

Para pacientes que sofrem de DIl é prescrito antimicrobianos para eliminar
bactérias e modular a resposta inflamatoria cronica. Como as leveduras nao sao
alvo dos antimicrobianos comumente prescritos, um efeito colateral bem
documentado do uso prolongado de antimicrobianos é o supercrescimento de
espécies fungicas. Além disso, as leveduras sdo um componente comum de muitos
alimentos, os quais podem prover uma exposi¢cao diaria a esses microrganismos.
Polimorfismos em genes como CARD9 e CLEC7A (dectina-1) que codificam
proteinas que atuam no reconhecimento de fungos pelo sistema imune do
hospedeiro foram descritos em pacientes que sofrem de aumento das infeccdes
fungicas. A delecdo destes genes em camundongos leva a piora da doenca
intestinal. Assim, existem tanto em modelos de camundongos como em humanos,
argumentos que suportam o papel dos fungos nas doencas intestinais. Entretanto,
0S mecanismos pelos quais isso ocorre permanecem ainda pouco elucidados
(CHIARO et al., 2017; CHU et al.,2018).

Os estudos das comunidades de fungos em pacientes com DIl relatam uma
diminuicdo da diversidade bacteriana com um aumento concomitante na variedade
e quantidade de fungos durante a DII, suportando a hipétese de que aumento na
razao fungo/bactéria possa estar associado a doenca. Varias espécies de fungos
foram identificadas tanto de individuos -colitogénicos quanto de individuos
saudaveis, incluindo S. cerevisiae, C. albicans, Penicillium italicum, Rhodotorula
aurantiaca e Malassezia sympodialis. Essas espécies pertencem a dois filos,

40



Ascomycota e Basidiomycota, que dominam a comunidade flngica intestinal
(MUKHERJEE et al., 2014 e CHIARO et al., 2017; CHU et al.,2018).

A sindrome de Rett (SR), uma doenca neuroldgica progressiva, causada por
mutacdes no gene MeCP2, é comumente associada com disfuncdes
gastrintestinais e constipagdo, sugerindo uma ligacdo entre as anormalidades
gastrintestinais na SR e a microbiota intestinal. A ocorréncia de um estado sub-
inflamatorio intestinal em individuos com a SR é caracterizada pelos valores
elevados de calprotectina fecal e velocidade de sedimentacéo dos eritrécitos. A SR
esta associada a alteracbes na abundancia relativa da microbiota bacteriana e
fungica intestinal, com menor riqueza microbiana e predominio dos taxons
microbianos dos géneros Bifidobacterium, Clostridium, Erysipelotrichaceae,
Actinomyces, Lactobacillus, Enterococcus, Eggerthella, Escherichia, Shigella e pela
levedura do género Candida (ENAUD et al., 2018; STRATI et al., 2016).

As alteragbes da microbiota intestinal ndo dependem do estado de
constipagéo observado na SR, e a disbiose da microbiota produz perfis alterados
de &cidos graxos de cadeia curta. Demonstrou-se pela primeira vez que a SR esta
associada a uma dishiose tanto do componente fungico quanto bacteriano da
microbiota intestinal, sugerindo que as deficiéncias do funcionamento do MeCP2,
favorecem o estabelecimento de uma comunidade microbiana adaptada ao nicho
gastrintestinal constipado dos individuos portadores da sindrome. A producao
alterada de acidos graxos de cadeia curta associada a essa microbiota pode
reforcar o estado de constipacdo dos individuos e contribuir para a fisiopatologia
gastrintestinal na Sindrome de Rett (ENAUD et al., 2018; STRATI et al., 2016).

A deméncia é uma categoria abrangente de doencas cerebrais que é grande
o suficiente para comprometer as tarefas diarias de uma pessoa. O tipo mais
comum de deméncia é a doenca de Alzheimer (DA). Novas pesquisas indicam que
a microbiota do trato gastrintestinal esta diretamente ligada a patogénese da
deméncia através do desencadeamento de doencas metabdlicas e de inflamacéo
de baixo grau progressiva. As leveduras do género Candida promovem a producao
de serotonina, 5 — Hidroxitriptamina (5-HT), a qual além de ser um importante
neurotransmissor cerebral também €& um importante regulador do trato
gastrintestinal, aumentando a motilidade intestinal. Portanto, uma nova estratégia
proposta para o tratamento destes distirbios e como um adjuvante para o
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tratamento psiquiatrico da deméncia e outras doencgas relacionadas € através da
modulacdo da microbiota (por exemplo, com o uso de probiéticos) (ALKAZIR et al.,
2017; ENAUD et al., 2018).

Outra possibilidade é de que a doenca de Alzheimer (DA) tenha uma
etiologia microbiana, devido a evidéncias de que o tecido do sistema nervoso
central (SNC) de pacientes com DA contém células flungicas e hifas. O material
fungico pode ser detectado intra e extracelularmente usando anticorpos especificos
contra varios fungos. Diferentes regides cerebrais, incluindo cortex frontal externo,
hemisfério cerebelar, hipocampo e plexo coréide contém material fingico, que esta
ausente no tecido cerebral de individuos controle. Andlise de secdes cerebrais de
dez pacientes com DA revelou que todos estdo infectados com fungos. Infeccao
fungica também é observada nos vasos sanguineos, o que pode explicar a
patologia vascular frequentemente detectada em pacientes com DA e a
translocacdo de fungos do trato gastrintestinal para 0s vasos sanguineos e
posteriormente para o SNC. O sequenciamento do DNA fungico extraido de
amostras do SNC congeladas identificou varias espécies de fungos. Os achados
fornecem evidéncias convincentes para a existéncia de infeccao fungica no SNC de
pacientes com DA, mas ndao em individuos controle (ENAUD et al., 2018; PISA et
al., 2015).

A correlacdo entre infeccdo devido ao virus da Hepatite B (VHB) e a
composicao e diversidade do micobioma gastrintestinal foi investigada em 161
pacientes com cirrose relacionada ao VHB (n = 38), infeccao cronica pelo VHB (n =
35), portadores do VHB (n = 33) e voluntarios saudaveis (n = 55). Utilizaram-se
tanto métodos dependentes de cultura como independentes de cultura
(sequenciamento do RNA ribossomal 18S). A abordagem dependente da cultura
detectou leveduras do género Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C.
tropicalis) e S. cerevisiae. O método independente de cultura identificou 37
unidades taxondmicas operacionais (UTO) representando diferentes fungos,
incluindo Saccharomyces spp., Penicillium spp., Galactomyces spp. e
Cryptococcus spp. O numero de fungos detectados foi positivamente
correlacionado com a progressdo da doenca. O aumento de Candida spp. e
Saccharomyces spp. tem correlacdo direta com o aumento da gravidade da

infeccdo pelo VHB. Além disso, pacientes com cirrose relacionada ao VHB ou
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infecgdo cronica pelo VHB apresentaram maior diversidade de fungos do que os
portadores de VHB e voluntarios saudaveis. Estes resultados confirmaram achados
anteriores quanto a relacdo entre o aumento dos fungos e a gravidade da doenca
na infecgao pelo VHB (MUKHERJEE et al., 2015).

Uma ligacdo potencial entre 0 aumento da abundéancia fungica e a infeccéo
pelo VHB poderia ser uma deficiéncia subjacente na resposta imunitaria do
hospedeiro. A infeccdo persistente pelo VHB em pacientes brancos estd associada
a uma mutacao na proteina de ligacdo a manose. A proteina de ligagcdo a manose
€ um receptor de reconhecimento de padrdes (RRP) que se liga a manose na
parede celular dos fungos, desencadeando uma resposta imunitaria do hospedeiro
e, assim, tem um papel chave na defesa contra patdgenos fungicos. A falta ou
disfuncédo da proteina de ligagdo a manose durante a infeccdo pelo VHB poderia
conduzir a uma defesa atenuada contra os fungos e resultar em uma colonizacdo

aumentada por esses agentes patogénicos (MUKHERJEE et al., 2015).

2.4.6 Micobiota intestinal e obesidade

Embora a relacédo entre fungos e doencas gastrintestinais seja descrita, a
associacao entre micobiota e obesidade é recente. Observou-se uma tendéncia
clara na diminuicdo da diversidade fungica em individuos obesos. O micobioma de
individuos obesos tem uma maior ocorréncia do filo Ascomycota, classe
Sacharomycetes e familias Dipodascaceae e Saccharomycetaceae, e uma maior
abundancia relativa de fungos pertencentes a classe Tremellomycetes, em
comparacdo com individuos ndo obesos. Esses achados sdo consistentes com
dados previamente relatados sobre a diversidade bacteriana no estado obeso e
sdo contrarios ao aumento observado na diversidade fungica em pacientes com
doenca inflamatéria intestinal ou hepatite crénica. De um modo geral, essas
conclusdes indicam que o micobioma intestinal parece estar alterado em pacientes
obesos, em associacdo com alteracbes no metabolismo lipidico e glicémico
(RODRIGUEZ et al., 2015).

Rodriguez e colaboradores (2015), utilizando técnicas de sequenciamento
baseadas no espago interno transcrito (ITS), avaliaram a microbiota fangica

(micobioma) em individuos obesos (n= 27) e ndo obesos (n= 12). Os resultados
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demonstraram que o0s pacientes obesos podem ser discriminados pela sua
composicdo fungica especifica, que também distingue a obesidade metabdlica
"saudavel" da "ndo saudavel'. Foi também verificada ligacdo preliminar a
metabdlitos, tais como acido hexadecanodibico, acido caproico e acido N-acetil-L-
glutdmico. Mucor racemosus e M. fuscus foram as espécies mais representadas
em individuos ndo obesos em comparacdo com as contrapartes obesas.
Curiosamente, a diminuicdo da abundancia relativa do género Mucor em individuos
obesos foi reversivel apdés a perda de peso. Coletivamente, esses achados
sugerem que a manipulagdo de comunidades da micobiota intestinal pode ser um
novo alvo no tratamento da obesidade (RODRIGUEZ et al., 2015).

A abundancia relativa de alguns fungos foi relacionada a adiposidade e
disturbios metabdlicos, incluindo resisténcia a insulina, dislipidemia, pressao arterial
e atividade inflamatoria. Por exemplo, o filo Ascomycota, as classes
Sacharomycetes, Tremellomycetes e Cystobasidiomycetes, as familias
Erythrobasidiaceae e Dipodascaceae e 0s géneros Aspergillus, Eurotium e
Rhodotorula aumentaram com a ocorréncia de anormalidades metabolicas. Por
outro lado, a abundancia relativa de fungos pertencentes ao filo Zygomycota,
classes Agaricomycetes e Eurotiomycetes, familias Mucoraceae, Nectriaceae,
Ceratocystidaceae, Corticiaceae, Debariomycetaceae e Hypocraceae e 0s géneros
Mucor, Penicillium, Monilliela e Ceratocystis foram associados a protecdo contra
esses distirbios metabélicos (RODRIGUEZ et al., 2015).

O achado de que a inflamacao sistémica esta associada a obesidade sugere
gue a composicdo intestinal bacteriana relacionada aos individuos obesos tem
efeito pré-inflamatorio. Isto € semelhante as observacdes com Tremellomycetes,
classe que ndo foi apenas significativamente mais abundante em individuos
obesos, mas também apresentou correlacao positiva com parametros inflamatorios.
Alguns metabdlitos do género Penicillium demonstraram atividade pré-inflamatoria
e de resisténcia a insulina. Por sinal, a presenca de algumas comunidades fungicas
foi associada com obesos metabolicamente saudaveis. Embora a abundancia
relativa de Eurotiomycetes tenha sido semelhante em individuos obesos e nédo
obesos, 40% dos obesos apresentaram uma abundancia inferior a 1%, associada a
perfil metabdlico alterado de glicose e lipidios. Além disso, aqueles individuos

obesos com > 1% de Eurotiomycetes apresentavam niveis semelhantes de insulina
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em jejum e triglicérides em jejum em comparacdo com individuos ndo obesos
(RODRIGUEZ et al., 2015).

Sabe-se que o acido N-acetil-L-glutdmico é metabolizado por alguns
membros do filo Ascomycota, ao qual pertencem os Eurotiomycetes. Os sais desse
acido demonstraram efeitos natriuréticos, resultando na diminuicdo da presséo
sanguinea. Além disso, demonstrou-se que o acido hexadecanodioico, associado a
uma diminuicdo da abundancia de Eurotiomycetes, apresenta atividade
antimicotica (RODRIGUEZ et al., 2015).

As leveduras do género Candida tém sido identificadas com sucesso a partir
do intestino de individuos saudaveis. Alguns estudos sugeriram uma ligacdo entre
o aumento de Candida spp. e diabetes e distarbios inflamatérios do trato
gastrintestinal, com predominancia de Candida albicans (RODRIGUEZ et al.,
2015). Em dietas de curto prazo, as leveduras do género Candida apresentaram
correlagdo positiva com dietas ricas em carboidratos (CHU et al., 2018;
HOFFMANN et al., 2013; HUSEYIN et al., 2017; WITHERDEN et al., 2017;).

O género Mucor € 0 mais prevalente em individuos ndo obesos;
especificamente, M. racemosus e M. fuscus sdo as espécies mais representativas
nesses individuos. Mucor sp. tem uma composi¢cao de polissacarideos de parede
celular baseada em quitina-quitosana e tém sido descritos papéis multifuncionais
desse polissacarideo como agente protetor contra a obesidade. Mucor racemosus
foi descrito como fonte de quitosana. A abundancia relativa do género Mucor
aumenta apos perda de peso em individuos obesos de forma analoga a
Bacteroidetes, o que também aumenta apds a perda de peso (RODRIGUEZ et al.,
2015).

Foram identificados trés grupamentos diferentes em andlises de DDGE. O
grupo 1 foi significativamente associado com marcadores de adiposidade e
dislipidemia, sugerindo um possivel alvo para tratamento. Observou-se que a maior
alteracdo nas populacbes fungicas associadas ao grupo 3 reflete mudancas
draméticas semelhantes as comunidades bacterianas (razéo
Firmicutes/Bacteriodetes) do que nos grupos 1 e 2 (RODRIGUEZ et al., 2015).

Andlise de intera¢cdes entre os fungos demostrou que, em pacientes obesos,
o filo de Ascomycota correlacionou-se negativamente com Basidiomycota e

Zygomycota. Entre os ndo obesos, observou-se associagcdo negativa significativa
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entre Pichiaceae e Dipodascaceae. A mesma relacdo antagonica entre Candida
(Familia Dipodascaceae) e Pichia spp. (Familia Pichiaceae) tem sido observada na
micobiota oral de pacientes infectados pelo HIV (RODRIGUEZ et al., 2015).

Ha conhecimento limitado sobre as interagfes bactéria-fungo do intestino e
seu papel na saude e na doenca. Uma compreensdo das interagcdes microbianas
entre os dominios Bacteria e Eucarya, especialmente entre o reino Fungi, dentro do
contexto da saude sdo promissoras para facilitar a descoberta de alvos preventivos
e terapéuticos potenciais. Uma analise mais aprofundada das rotas metabdlicas
envolvendo genomas fungicos e bacterianos serd necesséria para desvendar
inequivocamente as interrelacbes metabdlicas entre esses microrganismos
(RODRIGUEZ et al., 2015).

2.5 Métodos de estudo de ecossistemas microbianos intestinais

Ao utilizarem métodos moleculares de investigacédo, pesquisadores sugeriram
gue o trato gastrintestinal humano é constituido por uma grande quantidade de
microrganismos, em torno 10%* bactérias e arqueias por grama de contelido
luminal, além de fungos, virus e protozoarios. As bactérias pertencem,
provavelmente, a mais de 1800 géneros e de 15.000 a 36.000 espécies,
distribuidas de maneira ndo homogénea, de acordo com as caracteristicas de cada
porcéo intestinal (VILLELA et al., 2004; BRANDT et al., 2006; MUSSO, GAMBINO
e CASSADER, 2010; MORALES, BRIGNARDELL e GOTTELAND, 2010; WALTER
e LEY, 2011).

Estudos sdo realizados para avaliar a participacdo das bactérias na
microbiota intestinal. Entretanto, a diversidade fungica desse ecossistema € pouco
conhecida (GOUBA, et al., 2015). Isso se deve em parte a utilizacdo de técnicas
dependentes de cultivo e caracterizacdo morfolégica e fisioldgica dos fungos, o que
restringe a identificacdo apenas dos cultivaveis (SCUPHAM et al., 2006).

As técnicas de cultivo basicas de fungos remontam a década de 1920 e
consistem na inoculacdo das amostras em meios de cultura sélidos em placas de
Petri ou frascos contendo meios de cultura liquidos estéreis. Os resultados dos

experimentos sdo analisados visualmente, através da avaliacdo do crescimento
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das estruturas fungicas e também de modificacbes do meio de cultura devido a sua
composicdo. Os métodos de cultura de fungos tém evoluido muito nas udltimas
décadas. Entretanto, organismos encontrados em pequenas concentracfes ou
aqueles que requerem interacbes com outros organismos nao podem ser
identificados pelos métodos classicos de cultivo (CUI et al., 2013; HUSEYIN et al.,
2017).

Assim como as bactérias ndo cultivaveis, os fungos né&o cultivaveis
compreendem a maior parte do micobioma humano (CUI et al., 2013). Por
exemplo, Chen e colaboradores (2011) observaram somente dois fungos, obtidos
por métodos de cultura: Saccharomyces cerevisiae e Candida spp., de um total de
37 fungos intestinais relatados, que possuem correlagdo direta com a hepatite B
cronica (CHEN, 2011).

As limitagdes dos métodos dependentes de cultivo levaram nos ultimos vinte
anos a introducdo de abordagens independentes de cultivo. Assim, novas
metodologias para a classificacdo dos fungos que nao requerem cultivo foram
desenvolvidas, tais como analises de polimorfismo dos comprimentos de
fragmentos de restricdo (RFLP), impressdo digital de fragmentos de DNA
codificador para RNAr (OFRG), eletroforese em gel com gradiente de desnaturacao
(DGGE) e hibridizacé&o in situ (CUI et al., 2013; HUSEYIN et al., 2017).

O sequenciamento direto dos genes dos fungos tem-se mostrado o melhor
método para caracterizacdo do micobioma. Além disso, o desenvolvimento de
novas plataformas de sequenciamento (454 Roche, lllumina, HiSeq e MiSeq, lon
Torrent) tem apresentado uma melhor relacéo custo — beneficio quando comparada
a metodologia classica de Sanger (CUI et al., 2013).

A selecao de regibes gendmicas alvos é uma técnica comum para estudo de
diversidade fungica, assim como ocorre para os estudos de diversidade bacteriana
do microbioma. O gene RNA ribossomal € a regido alvo mais comumente utilizada,
visando principalmente a subunidade menor 18S do DNAr, a subunidade maior 28S
do DNAr e a regido dos espacadores internos transcritos (ITS) (Figura 4).
Entretanto, o RNA 28S vem sendo gradualmente eliminado como regido alvo,
devido a auséncia de diferenciacdo para muitas espécies fungicas (CUI et al.,
2013; HUSEYIN et al., 2017).
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Até o momento, ndo existe consenso de qual seria a melhor regido alvo, 18S
ou ITS. Comparada com a regiao alvo 18S, a ITS é mais diversificada permitindo
melhor classificacdo filogenética (identificacdo de géneros). Entretanto, a alta
conservacao da regido 18S, facilita a amplificacdo do DNAr fangico. A escolha de
qgual regido dentro da regido alvo ITS deve ser criteriosa, pois iniciadores ITS-1 e
ITS-1F devem ser utilizados para amplificacdo do filo Basidiomycota e iniciadores
ITS-2 e ITS-4 para amplificacdo do filo Ascomycota (CUI et al., 2013; HUSEYIN et
al., 2017).

ITS1F/ITS2 LROR/LRS-F
18S_0067a_deg/NSR_399 3271-ITS2F/3271-ITS2R

Pl

NL1/NL4

II-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-II-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-II-I-(

ITS1 |5.885 ITS2

ITS1F/TS4

Figura 4. Representacdo esquematica do DNAr. Fonte: CUI et al. (2013)

Existem poucos relatos da presenca de organismos eucariotos na microbiota
intestinal que reflitam a abundancia ou diversidade de fungos entéricos (SCUPHAM
et al., 2006; GOUBA, et al., 2015). Um dos primeiros estudos a avaliar a micobiota
intestinal utilizou ratos como modelo. Os principais filos de fungos descritos foram
Ascomycota, Basididiomycota, Chritidiomycota e Zigomycota. Os géneros
detectados foram Acremonium, Monilia, Fusarium, Cryptococcus, Scleroderma,
Catenomyces, Spizellomyces, Neocallimastix, Powellomyces, Entophlyctis,
Mortierella, Smittium e a ordem Mucorales (SCUPHAM et al., 2006).

Recentemente, um estudo revelou a diversidade de fungos leveduriformes,
filamentosos e também organismos protistas na microbiota intestinal. Foram
avaliadas fezes de sete individuos de quatro paises tropicais, dentre eles o Brasil.
Foram identificadas 38 espécies de fungos por técnicas de cultivo e técnicas
moleculares. Os fungos Malassezia sp., Trichosporon sp., e Candida sp. foram

encontrados em todas as amostras analisadas, sugerindo distribuicdo mundial
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dessas leveduras, mas outros estudos sdo necessarios para caracterizacao
completa desse micobioma (GOUBA, et al., 2015).

Em outra abordagem, a avaliagdo de amostras de fezes de 10 individuos
saudaveis, por meio de técnicas moleculares, revelou a presenca dos seguintes
fungos: Wallemia, Trichocomaceae, Saccharomycetaceae, Rhodotorula,
Pleosporaceae, Metschnikowiaceae, Cystofilobasidiaceae, Ascomycota,
Amphisphaeriaceae e Agaricaceae (DOLLIVE et al., 2012).

O estudo da micobiota permanece relativamente inexplorado devido a falta
de bases de dados disponiveis quando comparadas com as do microbioma
bacteriano. Estudos de sequenciamento massivo de alto rendimento das regides
ITS € o padrdo para andlise de diversidade fungica. No entanto, os resultados sdo
frequentemente tendenciosos, devido a grande variedade de comprimentos de
sequéncia nas regides ITS e a complexidade das tecnologias de sequenciamento.
Em um estudo, foi construida uma acurada base de dados ITS, ntF-ITS1 e essa
base de dados poderia ser utilizada para identificacdo de fungos de comunidades
microbianas. A eficacia das estratégias para a analise do micobioma foi avaliada
usando essa base de dados para caracterizacdo de comunidade de fungos
composta por 26 espécies de 15 géneros pelo sequenciamento da regido ITS1 com
trés plataformas HTS: lllumina MiSeq (MiSeq), lon Torrent Personal Genome
Machine (lonPGM) e Pacific Biosciences (PacBio) (MOTOOKA et al., 2017).

A avaliacdo demonstrou que o sequenciamento circular de concordancia de
PacBio com mais de 8 passagens completas reconstruiu com maior precisdo a
composicdo da comunidade simulada. O uso dessa estratégia para andlise de
sequenciamento profundo da micobiota intestinal em individuos japoneses
saudaveis revelou dois tipos principais de micobiota: um tipo de uma Unica espécie
composta de Candida albicans ou Saccharomyces cerevisiae e um tipo multi-
espécies. Nesse estudo, foram propostas as melhores estratégias de
processamento possivel para as trés plataformas de sequenciamento, das quais, a
plataforma PacBio permitiu a estimativa mais precisa da comunidade fungica,
fornecendo assim um banco de dados e metodologias eficazes para o campo
emergente de estudos de micobiomas (MOTOOKA et al., 2017).

Diante do exposto e considerando-se a importancia da obesidade nos dias

de hoje, caracterizada como uma doenca pandémica pela Organiza¢cdo Mundial da
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Saude, o viés metodologico encontrado em estudo anterior sobre o envolvimento
da micobiota intestinal na obesidade, o universo amostral pequeno e, portanto,
pouco representativo, a caréncia de dados regionais/nacionais, socio-
demogréficos, de comportamento e clinicos associados aos achados
microbioldgicos no estudo da obesidade, foi proposto este estudo. Espera-se que
com uma amostragem mais representativa e a utilizacdo de diferentes abordagens
metodologicas dependentes e independentes de cultivo, seja possivel avaliar a
diversidade fungica intestinal em individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos,
para uma melhor associagdo entre micobiota, obesidade e caracteristicas sociais e

de comportamento, clinicas e nutricionais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar e avaliar comparativamente a estrutura da micobiota cultivavel no
trato gastrintestinal humano de individuos obesos, com sobrepeso e eutroficos, e
sua estrutura em termos qualitativos e quantitativos, a partir de métodos

independentes de cultivo.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar o perfil sociodemografico e caracteristicas bioquimicas e
nutricionais de individuos recrutados na comunidade e caracterizados como
obesos, com sobrepeso e eutroficos;

e Isolar em cultura aerobica, caracterizar e identificar fungos representativos
da microbiota intestinal a partr de amostras fecais dos individuos
recrutados;

e Avaliar a estrutura da comunidade fungica intestinal dos individuos
recrutados a partir de DNA metagendmico representativo obtido das
amostras fecais pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase e
separacao de amplicons em eletroforese com gradiente desnaturante (PCR-
DGGE);

e Avaliar quantitativamente a distribuicdo de fungos totais, leveduras e
Candida albicans na micobiota intestinal dos individuos recrutados pela
técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) a partir dos espécimes
fecais;

e Determinar a carga microbiana de fungos dos filos Ascomycota e
Basidiomycota e o numero de cépias de DNA de fungos a partir do DNA
metagendmico representativo obtido das amostras fecais dos individuos
recrutados pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase quantitativo
(qPCR);
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Correlacionar a estrutura da comunidade fangica intestinal avaliada com os
perfis bioquimicos e nutricionais dos individuos obesos com sobrepeso e

eutroéficos recrutados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Este € um estudo transversal, prospectivo e de caso controle que foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Humanos da Universidade
Federal de Juiz de Fora sob o parecer numero 479.002/2013 (Anexo A), no qual
foram recrutados 72 individuos adultos, assistidos no servico de nutricdo do
hospital universitario HU-Cas/UFJF na cidade de Juiz de Fora, MG e na
comunidade. Foram selecionados participantes com idade entre 18 e 60 anos, sem
historico de doencas intestinais, diabetes, uso de drogas antimicrobianas no altimo
més e nao submetidos a intervencao nutricional, uma vez que eram pacientes de
primeira consulta no servico de nutricdo. ApOs a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B), conforme resolucdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude, os participantes foram submetidos a avaliacéo
antropomeétrica, de consumo alimentar e coleta de espécimes clinicos (sangue
periférico e fezes). Foi calculado o indice de Massa Corporal dos participantes
(IMC) de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (1998), e estes foram

classificados em trés grupos: eutréficos, com sobrepeso e obesos.

4.2 Avaliacdo antropométrica e do consumo alimentar

Foi aplicado um questionario desenvolvido pelos pesquisadores para tracar
o perfil sociodemografico e clinico dos participantes (Anexo C) e um questionario
de frequéncia alimentar validado para avaliagdo de individuos obesos (QFA)
(Anexo D) foi preenchido com o auxilio de um estudante do curso de graduacdo em
nutricdo da UFJF, previamente treinado, a fim de se tracar o perfil alimentar e
nutricional dos participantes. Foram utilizados como indicadores de avaliacéo
antropométrica, o peso no momento da entrevista (Kg), altura (cm), indice de
Massa Corporal (IMC) e circunferéncia da cintura (Anexo D). O peso (Kg) foi
aferido uma Unica vez, utilizando-se balanca digital. A altura (cm) foi aferida duas

vezes, com o auxilio de um estadibmetro. Os pontos de corte selecionados para
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andlise da variavel IMC foram: baixo peso (IMC < 18,5 Kg/m?), eutrofia (18,5 Kg/m?
< IMC < 25 Kg/m?), sobrepeso (25 Kg/m? < IMC < 30 Kg/m?) e obesidade (IMC > 30
Kg/m?) (WHO, 1995). A afericdo da circunferéncia da cintura foi realizada com uma
fita métrica inelastica, posicionada na menor curvatura localizada entre as costelas
e a crista iliaca, sendo utilizados como pontos de corte valores > 80 cm para
mulheres e > 94 cm para homens, pois o acumulo de gordura na regido central
(obesidade androide) estd associada a maior risco relativo no desenvolvimento de
comorbidades (OMS,1995).

4.3 Andlises bioquimicas

Os parametros bioquimicos como glicemia, insulina, colesterol total,
triglicérides, HDL, LDL e hemograma foram avaliados pelo Laboratorio Cortes
Villela, em Juiz de Fora - MG, laboratério de grande porte da cidade, acreditado
pelo PALC (Programa de Acreditacdo de Laboratorios Clinicos) da SBPC/ML
(Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial), apds coleta de
sangue periférico in situ, dentro de convénio estabelecido para a realizacdo deste
estudo, sem custo para os participantes. As analises clinicas seguiram os padrdes
e metodologias estabelecidas na rotina do laboratério com utilizacdo de
equipamentos automatizados calibrados e de padrbes de referéncia. Os resultados
foram enviados para os pesquisadores e disponibilizados também para os

participantes do estudo.

4.4 Coleta de amostras fecais e preparacao para analises microbioldgicas

As amostras fecais foram coletadas em coletor universal fornecido aos
participantes, apdés 0os mesmos receberem intrucdes orais e escritas (via panfleto
explicativo) e enviadas ao Centro de Estudos em Microbiologia do ICB/UFJF no
prazo maximo de 60 minutos. Apés entrada no laboratério, o material foi codificado
e processado imediatamente para a realizacdo da cultura e conservado sob

diversas condicbes como descrito a seguir.
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4.4.1 Preparo das amostras paraisolamento e quantificagédo dos fungos

As amostras fecais foram homogeneizadas e aliquotas de 1000 mg foram
submetidas a diluicdes seriadas de 10 a 10 2 em solucgéo salina esterilizada (NaCl
0,9%). As amostras diluidas foram plaqueadas (0,1 mL) em Agar Sabouraud
Dextrose com Cloranfenicol (Kasvi, S&o José dos Pinhais, Brasil), em triplicata para
cada diluicdo, para cultivo seletivo e quantitavivo dos fungos. As placas foram
incubadas a 28°C em aerobiose por até 7 dias, com inspec¢do visual didria para
acompanhamento do crescimento dos fungos. As leveduras e fungos filamentosos
foram isolados para posterior identificacéo e a quantificacao foi realizada contando-
se unidades formadoras de col6nia (UFC). A confirmacdo da identificacdo dos
fungos mais prevalentes foi feita por sequenciamento. Todos os isolados foram
verificados para garantir a auséncia de contaminagdo, conservados em agua
destilada esterilizada e depositados em uma micoteca de fungos intestinais

humanos.

4.4.2 Preparo das amostras para realizacdo da Hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH)

As amostras fecais foram homogeneizadas e pesadas na quantidade de
150 mg em microtubos de 2,0 mL devidamente esterilizados. Acrescentou-se as
amostras 1,5 mL de solucdo de paraformaldeido 2% (proporcéo de 1:10 M/V). As

amostras foram armazenadas a 4°C até a realizacdo da técnica.

4.4.3 Preparo das amostras para extracdo de DNA
As amostras fecais foram homogeneizadas e pesadas na quantidade de

200 mg em microtubos de 2,0 mL devidamente esterilizados e congeladas a -20°C

até a realizacao das extracoes.
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4.5 Ildentificagdo dos fungos

As culturas de fungos foram caracterizadas como leveduras ou fungos
filamentosos através da avaliacao descritiva das caracteristicas macromorfologicas
do verso e reverso das colbnias, tais como, aspecto da superficie, caracteristicas
das bordas, cor e presenca de pigmentos, através da utilizacdo de ficha de
descrigcdo das caracteristicas macromorfologicas (Apéndice A).

4.5.1 Identificagdo dos fungos filamentosos

Para os isolados de fungos filamentosos foi utilizada a técnica de
microcultivo para identificacdo dos fungos. Foi utilizado o meio Agar Batata (Kasvi,
Séo José dos Pinhais, Brasil) para semeadura dos fungos e as placas foram
incubadas em aerobiose por 7 a 15 dias. Posteriormente, as laminas foram
preparadas com o corante Lactofenol de Aman e visualizadas ao microscépio
(Olympus) no aumento de 40X para observacdo das hifas e estruturas

reprodutivas.

4.5.2 ldentificacdo das leveduras

As amostras de leveduras foram identificadas pela técnica de lonizagéo e
Dessorcao a laser assistida por matriz acoplada a analisador do tipo espectro de
massa por tempo de véo (MALDI-TOF MS) e testes de assimilacdo de carbono
(Auxanograma) para confirmacdo ou quando ndo havia padrdes de referéncia
disponiveis para identificacdo no MALDI-TOF MS.

Para a identificacdo das leveduras pela técnica de MALDI-TOF MS, as
amostras foram subcultivadas em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose com
cloranfenicol (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brasil) a 35,0 + 2,0°C por 48h, com a
finalidade de se obter culturas novas. A extracdo de proteinas foi realizada
utilizando acido férmico (AF)/etanol (EtOH), de acordo com o protocolo Bruker
Daltonics GmbH. O volume 6timo de AF utilizado variou entre 30 e 50 pL, € um
volume igual de acetonitrila (ACN) foi adicionado posteriormente. Um microlitro do

extrato de proteina bruta foi pipetado em duplicata em uma placa de aco polido
56



com 96 pocgos (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e 1mL de solucdo padréo de
bactéria e levedura de referéncia (Bruker Daltonics) foi utilizado como controle
positivo. Linhagens de referéncia de Candida albicans (INCQS 40175) e Candida
krusei (INCQS 40147) foram utilizadas como controle positivo para leveduras. Apos
secagem ao ar, todos os pocos foram cobertos com a solugcdo matriz de acido a-
ciano-4-hidroxicinamico (ACHC), preparada de acordo com o protocolo do
fabricante, e ap6s a secagem, foram analisados em ensaios automatizados
operados por FlexControl versédo 3.3.108.0 (Bruker Daltonics). As linhagens padréo
e as leveduras isoladas foram identificadas pelo software MALDI-TOF MS Biotyper
RTC 3.0 (Bruker Daltonics) (KOLECKA et al., 2013; CROXATTO et al., 2012).

Os espectros de identificacdo foram gerados com 240 disparos de laser para
cada duplicata, os quais foram entdo comparados com os principais dados dos
espectros de massa de referéncia selecionados a partir do banco de dados Bruker
Daltonics (BDAL) e a biblioteca CBS-KNAW (Figura 5) (KOLECKA et al., 2013;
CROXATTO et al., 2012).

Subsequentemente, os resultados obtidos pelo MALDI-TOF MS foram
pontuados como valores de log de acordo com as orientacdes do fabricante e
foram classificados como: seguranca de género e identificacdo de espécie, > 2,0;
garantia de identificacdo de género, 1,7-2,0; identificacdo ndo confiavel (INC), <
1,7. Os espectros de massa obtidos para identificacdo durante as medi¢cdes foram
visualizados por Bruker Flex Analysis software versdo 3.3.75.0 e investigado por
ClinProTools versdo 3.0 do software Bruker Daltonics. A identificacdo foi
considerada confiavel se pelo menos um ponto das duplicatas obteve pontuacao
maior ou igual a 1,7 (KOLECKA et al., 2013; CROXATTO et al., 2012).
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Figura 5. Representacdo do funcionamento do MALDI-TOF MS. Fonte: SOUZA e SCARCELLI
(2000).

4.5.3 Identificagcdo molecular dos fungos isolados

DNA dos fungos mais prevalentes foi extraido utilizando o kit Fast DNA Spin Kit
(MP Biomedicals, llikirch, Franca). A amplificacdo por PCR tendo como o alvo o
marcador DNAr 18S foi realizada utilizando o oligonucleotideo iniciador universal
para fungos FungiQuant-F: 5-GGRAAACTCACCAGGTCCAG-3’ e FungiQuant-R:
5-GSWCTATCCCCAKCACGA-3'.0s ciclos de PCR foram compostos por uma
etapa de desnaturacédo inicial de 95°C por 5 min seguida por 50 ciclos de
amplificacdo de 95°C por 30s, 58°C por 30s e 72°C por 30s, e uma extensao final a
72°C por 5 min (LIU et al., 2012). Os amplicons foram purificados utilizando o kit
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). O fragmento de DNA
obtido foi sequenciado e comparado contra o banco de dados de nucleotideos do

Centro Nacional para Informacé&o Biotecnolégica (NCBI).
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4.6 Extracdo de DNA a partir dos espécimes fecais

O DNA metagendmico foi extraido usando o kit QlAamp™ DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), com o auxilio do equipamento QIAcube (Qiagen,
Hilden, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante. A concentracdo e a
pureza do DNA foram determinadas por espectrofotometria usando Qubit® (Termo-
Fisher). A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a
0,8% em tamp&do TBE (Tris-HCI-Borato-EDTA). Os extratos de DNA foram

armazenados em freezer a -80°C.

4.7 Hibridizacgéo in situ fluorescente (FISH)

A técnica de FISH (hibridizacdo in situ fluorescente) foi utilizada para a
identificacdo e quantificacdo de fungos totais e grupos de fungos presente nas
amostras fecais dos individuos estudados. Trés sondas de oligonucleotideos
especificos ao RNAr 18S dos diferentes grupos pesquisados e uma sonda controle
negativa (Operon Technologies Inc. Alameda, CA, USA), marcadas com o
fluoréforo Cy3 foram utilizadas nesse estudo (Tabela 1).

A partir das amostras fixadas previamente com paraformaldeido 2%, foram
adicionados 1100 pyL 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 duracao de 60 segundos e vortex de 60 segundos entre cada pulso.

4.7.1 Técnica de Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) para analise das
leveduras

Apés sonicadas, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos, o
sobrenadante foi coletado em tubo do tipo Falcon de 50 mL e lavado duas vezes
com 5 mL de agua destilada, sendo novamente centrifugado por 5 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em filtro de policarbonato de 25 mm de diametro, 0,2 um

de poro (Whatman GE Healthcare, Maidstone, Reino Unido).
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A camara de hibridizacg&o foi preparada com um lengo de papel no fundo de
um tubo tipo falcon de 50 mL e saturado com 1 mL de solu¢do de hibridizacgéo.
Foram adicionados 20 pyL de cada sonda em uma lamina coberta com parafilme
junto com o filtro e mais 20 pL de cada 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 ap6s a hibridizacdo foi adicionado 1mL da
solugéo de lavagem correspondente a concentragao da sonda. Posteriormente, os
filtros foram colocados a 48°C durante 15 minutos, corados durante 3 minutos com
30 pL de DAPI e lavados 3 vezes com etanol 80%.

A contagem das leveduras foi realizada utilizando o microscopio Olympus
BX60 equipado com os filtros DAPI 31000 e Cy3 41007a (Chroma, Bellows Falls,
VT, USA), respectivamente. Foi fotogrado um campo por lamina para analisar a
area correspondente ocupada pelas leveduras e C. albicans. O numero final de

fungos totais foi calculado levando-se em consideracéo a area ocupada.

4.7.2 Teécnica de Hibridizacao in situ fluorescente (FISH) para anélise dos
fungos totais

Apés a sonicacdo das amostras, de acordo com o procedimento descrito no
item 4.7, foram adicionados 10 mL de agua destilada e centrifugado por 5 minutos
a 500 rpm por duas vezes. Apos, foi adicionado o sobrenadante coletado das duas
centrifugacbes e centrifugado novamente a 13000 rpm por 10 minutos. Com o
precipitado resultante desta centrifugacao, foi preparado um esfregaco em lamina.

A hibridizacao foi realizada em Iamina utilizando 50 pL da sonda (2,5 pg/ pL)
para fungos totais (FUN 1429) e a lamina recoberta com laminula. A lamina
contendo o esfregaco da amostra foi colocada na céamara de incubacao
corresponde (tabela 6) e incubada em estufa a 42,0 £ 2,0 °C por 16 horas.

Apbs o periodo de incubacéo, foi realizada a lavagem das laminas com a
solucéo de lavagem correspondente (tabela 1) e colocada a laminula para recobrir
a lamina, a qual foi incubada em estufa a 48,0 £ 2,0 °C por 15 minutos. As laminas
foram lavadas com 4gua destilada e apdés a secagem das mesmas, foi adicionado

uma gota de glicerol com PBS e as laminas foram recobertas com laminula.
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As laminas foram analisadas utilizando o microscopio Olympus BX60
equipado com o filtro Cy3 41007a (Chroma, Bellows Falls, USA), e um campo por
lamina foi fotogrado para analisar a area correspondente ocupada pelos fungos
filamentosos e leveduras. O namero final de fungos totais foi calculado levando-se

em consideracao a area ocupada.

Tabela 1. Sondas, taxons, sequéncias e concentracdo de formamida utilizadas nos experimentos de
FISH.

Sonda Taxon Sequéncia (5’-3’) Formamida* Referéncia
FUN Universal GTGATGTACTCGCTGGCC 35% Ott et al.,
1429 fungos 2007
PF2 Universal CTCTGGCTTCACCCTATTC 30% Scuphan et

leveduras al., 2005
Caal Candida GCCAAGGCTTATACTCGCT 30% Hogardt et
albicans al., 2000

4.8 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

A gPCR foi realizada para determinar a quantidade de fungos dos filos
Ascomycota e Basidiomycota, fungos anaerobios e fungos totais. As analises
guantitativas foram realizadas no termociclador Rotor-Gene Q (QIAGEN), utilizando
o0 Rotor-Gene Syber Green PCR Master Mix (QIAGEN, Hilden, Alemanha) para
monitorar a sintese de DNA fita dupla. As rea¢cGes foram realizadas em um volume
final de 25 pL, conforme instrugdes do fabricante. As amostras foram analisadas
em duplicata e padronizadas na concentracao de 20 ng/uL.

Para a amplificacdo do DNAr 18S dos filos Ascomycota e Basidiomycota,
fungos anaerobios e fungos totais, oligonucleotideos iniciadores especificos foram
utilizados (Tabela 2). A gPCR foi realizada sob as seguintes condicdes:
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturagéo a
95°C por 5 segundos e anelamento a 60°C por 30 segundos. A curva padrédo para
os fungos foi construida a partir de diluicdes seriadas (10° — 10* copias/uL) do DNA
gendmico de Candida albicans INCQS 40175 e utilizada para determinacdo da

concentracdo dos fungos em copias de DNA/uL das amostras. Foi realizada a
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qguantificacdo absoluta dos fungos totais das amostras através da utilizacdo da
curva padrao e a quantificagdo relativa dos filos Ascomycota e Basidiomycota

através da utilizacdo do método algoritmo 2-24€T,

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nos experimentos de qPCR.

Oligos Sequéncia (5’ - 3’) Referéncia
FungiQuant F  GGRAAACTCACCAGGTCCAG Liu et al., 2012
FungiQuant R  GSWCTATCCCCAKCACGA Liu et al., 2012
LROR ACCCGCTGAACTTAAGC Xu et al., 2014
ITS4Asco CGTTACTRRGGCAATCCCTGTTG Xu et al., 2014
NL1F ATATCAATAAGCGGAGGAAAAG Xu et al., 2014
ITS4B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG Xu et al., 2014

4.9 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

O perfil genético das diferentes populacbes de fungos presentes nas
amostras fecais foi avaliado pela técnica de Eletroforese em Gel com Gradiente

Desnaturante.

4.9.1 Amplificacdo de DNAr 18S de representantes do Reino Fungi utilizando
oligoiniciadores especificos

Fragmentos do gene codificador dos RNAr 18S de grupos microbianos
especificos representantes do Reino Fungi foram amplificados por PCR. O molde
utilizado para as reacdes de amplificacdo foi o0 DNA total dos fungos extraido das
amostras de fezes.

Para amplificar a regido dos genes DNAr 18S do Reino Fungi e avaliar as
possiveis diferencas entre as amostras foi utilizada a técnica de Nested-PCR com
os pares de oligonucleotideos iniciadores NS1 (5-GTAGTCATATGTCTG-3) /FR1

(5'-AICCATTCAATCGGTAIT-3) e FF390 (5-CGATAACGAACGAGACCT-3) / GC-
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FR1 (5-AICCATTCAATCGGTAIT-3’) (VAINIO e HANTULA, 2000). Essa técnica
consiste na realizagdo de uma primeira reagdo de amplificacdo seguida de uma
posterior amplificacdo utilizando como DNA molde os amplicons da primeira
reacdo. As reacdes de PCR continham aproximadamente 20 ng/uL de DNA total,
1,25 yL de cada primer (10 uM) e como reagente foi utlizado o PCR Master Mix®
(Promega, Madison, EUA), que contém Taq DNA polimerase, dNTPs, MgCl> e
tampdes em uma concentracdo 6tima para eficiente amplificacdo do DNA. As
reacoes de PCR foram realizadas sob as seguintes condi¢des: temperatura inicial
de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, seguida por 30 ciclos a 95°C por 15
segundos para desnaturacdo, 45°C por 30 segundos para anelamento dos
oligoiniciadores e 68°C por 1,5 minutos para o primeiro par de oligoiniciadores
(NS1/FR1) e 68°C por 30 segundos para o segundo par de oligoiniciadores
(FF390/GC-FR1) para a extensdo. O ciclo de amplificacdo foi seguido por uma
extensdo final a 68°C por 5 minutos (VAINIO e HANTULA, 2000).

Foi utilizado controle negativo sem DNA molde. As reagbes de PCR foram
realizadas no termociclador Techne® TC-412. Os amplicons obtidos em cada
reacdo foram visualizados em gel de agarose (Sigma, Madri, Espanha) 1,2% em
TBE (Tris-base, acido bérico e EDTA), e corados com brometo de etidio. Como
padrdao de peso molecular, foi utilizado o marcador de 100bp plus DNA ladder
ready-to-use (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha) para estimativa dos tamanhos dos

amplicons.

4.9.2 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante

Foram aplicados 20 uL dos produtos de PCR em gel de poliacrilamida
(acrilamida:N,N-metilenobisacrilamida 37,5:1) vertical a 8% (p/v) em tampédo TAE
1X. O gradiente desnaturante variou linearmente de 25% a 52,5% para a analise
dos fragmentos e foi formado a partir da mistura de duas solucdes estoque de
poliacrilamida a 8%, dispensadas pelo formador de gradiente (Modelo 475 Gradient
Delivery System — BIO-Rad, Califérnia, USA), uma com 25% e a outra com 52,5%
dos agentes desnaturantes {uréia 7 M e formamida desionizada 40% (v/v)}. Além
das solugbes estoque para a formacgéo do gradiente, foram utilizados 0,03% (p/v)
de persulfato de aménio (polimerizador), 0,17% (v/v) de TEMED (N,N,N’,N*-
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tetrametiletileno diamino) (catalisador) e 50uL de corante (azul de bromofenol
0,5%, xileno cianol 0,5% e TAE 1X) para visualizacdo do gradiente (LI et al., 2012).

A eletroforese foi realizada em temperatura de 60°C e voltagem constante
de 120V, durante 7,5 horas. O gel foi corado por 20 minutos com solucdo de
SYBER® Gold (Invitrogen, Burlington, Canadd), conforme as recomendacfes do
fabricante. A imagem do gel foi vizualizada no transluminador ultravioleta
ImageQuant 100 (GE Healthcar) e capturada com o auxilio da camera ED LENS
SP-500 UZ (Olympus).

4.10 Anédlises Estatisticas

Para analise dos resultados quantitativos obtidos, foram utilizadas as
ferramentas estatisticas SPSS versao 20.0, XLSTAT 2017 e PAST 3.0. Os dados
obtidos foram avaliados quanto o tipo de distribuicdo, pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov ou Shapiro-Wilk e quanto a presenca de outliers pelo Teste de Grubs.
Para os dados que apresentaram distribuicdo normal, foram utilizados os testes
paramétricos t Student (analises univariadas) e Bartlett (analises multivariadas).
Para os dados que ndo apresentaram uma distribuicdo normal foram utilizados os
testes ndo paramétricos de Wilcoxon (analises univariadas) e de Kruskal Wallis e
Teste de Bonferroni (analises multivariadas).

Para as analises de correlagédo foram utilizados os Testes de correlacdo de
Sperman, Analise de Correlagdo Canobnica (CCA) e Analise de Componente
Principal (PCA). Valores de p menores que 5 % (p<0,05) foram considerados
significativos. O coeficiente de correlacdo pode variar em termos de valor de -1 a
+1. Quanto maior for o valor absoluto do coeficiente, mais forte é a relacdo entre as
variaveis. Um valor absoluto de 1 indica uma relacao linear perfeita. A correlacéao
perto de O indica que ndo ha relacao linear entre as variaveis. O sinal de cada
coeficiente indica a direcdo da relacdo. Se ambas as varidveis tendem a aumentar
ou diminuir em conjunto, o coeficiente é positivo. Se uma variavel tende a aumentar
a medida que as outras diminuem, o coeficiente é negativo.

A comparacao estatistica dos perfis de bandas dos géis de DGGE foi
realizada utilizando o programa Bionumerics 7.1. A estrutura da comunidade
fungica foi avaliada com base no coeficiente “Dice” de similaridade e no método de
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UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) para analise dos
agrupamentos. Andlise de Correlacdo Canbnica (CCA) também foi realizada para
avaliar o grau de similaridade entre as amostras. Os dados obtidos com o auxilio
do programa Bionumerics 7.1 foram utilizados para calcular a riqueza com o auxilio
do programa PAST 3.0. A variavel rigueza foi estimada com base em uma matriz
binaria, na qual a presenca da banda correspondente a cada unidade taxonémica
operacional (OTU) foi codificada como “1” e auséncia como “0”. Para a analise dos
resultados de riqueza as médias dos grupos foram avaliadas pelo indice de
Margalef.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil sociodemografico, antropométrico e bioquimico dos participantes

As caracteristicas sociodemogréaficas dos 72 voluntarios avaliados neste
estudo estdo apresentadas na tabela 3. A média de idade dos participantes foi de
39,61 anos e individuos do sexo feminino predominaram nos grupos eutrofico e
obeso. Os dados antropométricos foram utilizados para classificacao dos individuos
nos trés grupos avaliados: eutréfico, sobrepeso e obeso. Houve um aumento
gradual das medidas de circunferéncia abdominal, cintura e quadril, relagao cintura-
guadril e indice de massa corporal (IMC) de acordo com os grupos de individuos
avaliados, sendo o aumento observado de eutroficos para obesos. Apesar de todas
as diferencas nas medidas antropomeétricas serem de significancia estatistica entre
individuos eutroficos e obesos, foi notoriamente heterogénea as diferencas
estatisticas nos voluntarios do sexo feminino entre os trés grupos avaliados (p
<0,05). Porém, ndo foram observadas diferencas significativas nas medidas
antropomeétricas entre os individuos do sexo masculino dos grupos eutrofico e
sobrepeso. Entretanto, nos individuos do sexo masculino do grupo sobrepeso,
foram observados aumento nos valores das medidas antropométricas.

Foram avaliadas também as variaveis estado civil, cor da pele
autodeclarada, renda mensal, e escolaridade dos pacientes (tabela 4). Os dados
demostraram que 80% dos participantes classificados como obesos possuiam uma
renda familiar mensal entre 1 e 3 salarios minimos, sendo, portanto, classificados
nas classes sociais D e E, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

(IBGE), sendo a maioria desses individuos do sexo feminino.
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Tabela 3. Caracteristicas antropométricas dos participantes do estudo.

Grupo de individuos

" p <
Parametros Eutrdéfico Sobrepeso Obeso 0,05*
(n=24) (n=24) (n=24)
Sexo (masculino/feminino) 5/19 12/12 9/15
Média idade (anos = DP) 3791+12 38,12+13,38 42,79 +11,67
Média IMC (média + DP) 2282 +1,77 27,01+1,34 36,98 + 6,04 a,b,c
Circunferéncia Masculino 93,80+9,80 94,75+4,12 111,22+16,63 b,c
abdominal
(média + DP) Feminino 82,29+5,00 94,63+5,87 118,73+14,10 a,b,c
. . Masculino  87,00+9,19 91,00+4,12 110,66+17,38 b,c
Circunferéncia cintura
(media + DP) Feminino  74.92+4.34 86424493 113.33+1579  ab.c
) o . . Masculino 100,00+4,12 104,91+3,87 110,77+4,32 b,c
Circunferéncia quadril
(media + DP) Feminino  99,21+4,83  10591+4,67 124,13+13,04 ab.c
. . Masculino 0,87+0,70 0,87+0,55 1,00+0,16 b, c
Razao cintura/quadril
(média + DP) Feminino  0,75:0,40  0,81+0,50 0,93+0,08 ab.c

* Analises estatisticas significativas: a — comparacéo entre os valores dos participantes eutréficos e

com sobrepeso; b - comparagéo entre os valores dos participantes obesos e com sobrepeso; ¢ -

comparacao entre os valores dos participantes eutréficos e obesos.
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Tabela 4. Caracteristicas sociodemogréaficas dos participantes do estudo.

Grupos de individuos

Variaveis analisadas Eutrdéficos Sobrepeso Obeso
(n=24) (n=24) (n=24)
Estado civil
Solteira (0) 12 (50%) 8 (33,3%) 10 (41,6%)
Casada (0) 11 (45,8%) 14 (58,3%) 13 (54,1%)
Outro 1 (4,1%) 2 (8,3%) 1 (4,1%)

Raca (cor da pele)

Branca
Parda
Negra

Outra

Renda mensal*

1-3
4-6
7-9

10 ou mais
Escolaridade

Fundamental completo

Fundamental incompleto

Médio completo

Médio incompleto
Superior completo

Superior incompleto

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

11 (45,8%)
2 (8,3%)
3 (12,5%)
8 (33,4%)

2 (8,3%)
4 (16,6%)
4 (16,6%)
1 (4,1%)

11 (45,8 %)

2 (8,3 %)

15 (62,5%)
4 (16,7%)
4 (16,7%)
1 (4,1%)

12 (50,0%)
8 (33,4%)
2 (8,3%)
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 (83,4%)
0
2 (8,3%)
2 (8,3%)

6 (25,0%)
6 (25,0%)
6 (25,0%)
1 (4,2%)
3 (12,5%)

2 (8,3%)

*Renda mensal em salarios minimos no Brasil em 2015 (R$ 788,00).

As caracteristicas clinicas avaliadas foram apresentadas na tabela 5, e os

dados laboratoriais na tabela 6. Os participantes obesos foram os que mais

relataram sofrer de alteracdo na presséo arterial (62%) quando comparados aos

individuos com sobrepeso (12%) e eutréfico (4%). Foi observada diferenca
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estatistica significativa entre os valores médios dos parametros glicose sérica e

insulina basal dos grupos eutréfico e sobrepeso, embora estejam dentro dos

valores de referéncia. Os individuos obesos apresentaram uma maior concentracao

sérica de glicose (11%) e insulina (124%) do que os eutroéficos.

Tabela 5. Caracteristicas clinicas e comportamentais dos participantes do estudo.

Grupos de individuos

Variaveis analisadas Eutroficos Sobrepeso Obeso
(n=24) (n=24) (n=24)

Doencas cardiacas

Sim 1 (4%) 1 (4%) 2 (8%)

Nao 23 (96%) 23 (96%) 21 (88%)

N&o Sabe 0 0 1 (4%)
Alteragéo presséao arterial

Sim 1 (4%) 3 (12%) 15 (62%)

N&o 23 (96%) 21 (88%) 9 (38%)

N&o sabe 0 0 0
Doenca tireoidiana

Sim 1 (4%) 1 (4%) 2 (8%)

N&o 23 (96%) 23 (96%) 16 (84%)

N&o sabe 0 0 1 (8%)
Depressao

Sim 1 (4%) 1 (4%) 2 (8%)

N&o 23 (96%) 23 (96%) 22 (92%)

N&o sabe 0 0 0
Doenca hepética

Sim 0 1 (4%) 1 (4%)

N&o 24 (100%) 23 (96%) 23 (96%)

N&o sabe 0 0 0
Outras doencas

Sim 3 (12%) 3 (12%) 2 (8%)

N&o 21 (88%) 21 (88%) 22 (92%)

N&o sabe 0 0 0
Fumante

Sim 2 (8,3%) 5 (20,8%) 0

N&o 22 (91,7%) 19 (79,2%) 24 (100%)
Atividade Fisica

Sim 14 (58,3%) 11(45,8%) 11(45,8%)

N&o 10 (41,7%) 13(54,2%) 13(54,2%)
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Tabela 6. Dados laborat6riais dos participantes do estudo.

Grupos de individuos Valor de p

Parametros VR®

Eutroéfico (eut) Sobrepeso (sob)  Obeso (ob) p®  pC(eut x sob) pc (eut x ob) pc (sob x ob)
Glicose sérica (mg/dl) 85,4+9,25 90,13+9,10 05,58+18,96 0,940 0,850 0,025 0,213 60-99
Insulina Basal (mcUI/mL) 5,563+2,36 8,55+3,47 12,44+9,08 1,705 0,001 0,002 0,065 2,0-25
HOMA-IR 1,22+0,55 1,93+0,74 2,95+2,20 1,724 0,001 0,001 0,050 *
HOMA-B 108,00+80,24 129,96+64,00 161,22+127,37 1,880 0,308 0,097 0,303 wx
Triglicérides (mg/dl) 107,87453,45 107,29+52,96  159,70+124,18 1,384 0,970 0,067 0,063 <150
Colesterol total (mg/dL) 189,12+33,11  186,41+38,47 197,5+44,58 0,831 0,790 0,464 0,361 <200
Colesterol LDL (mg/dL) 112,92426,08 115,56+35,09  122,26+33,27 0,695 0,760 0,289 0,512 <100
Colesterol HDL (mg/dL) 56,41+11,39 49,70+10,91 45,33+9,87 0,674 0,040 0,010 0,153 >60
Creatinina Sérica (mg/dl) 0,98+0,11 0,94+0,16 0,97+1,78 0,660 0,380 0,938 0,519 0,6-1,1
Cortisol Basal (mcg/dL) 16,01+6,03 12,65+5,57 10,17+3,28 0,933 0,060 <0,001 0,770 6,7-22,6
Hemoglobina (g/dL) 13,41+1,34 14,16+1,28 19,26+26,17 3,86 0,056 0,280 0,345 11,0-18,0
Leucacitos (/mm3) 6150+1944 6075+1168 6692+2035 1,071 0,872 0,351 0,204 4000-10000
Neutrofilos Segmentados (%) 53,37+9,8 54,5848,31 53,84+11,62 2,073 0,347 0,456 0,527 50%-70%
Monocitos (%) 7,69+2,07 7,11+1,77 7,17+1,64 1,076 0,301 0,343 0,893 4%-10%

avalores de referéncia segundo BURTIS, ASHOOD e BRUNS, 2008. "Valores de P para o teste de Kolmogorov-Smirnov.¢valores de P para teste T de student
*Valores de Referéncia de Homa-IR: IMC até 25 = 0,4- 2,9; IMC 25-30 = 0,4- 4,3; IMC > 30 = 0,7- 8,2; **Valores de referéncia de HOMA-B expresso em

porcentagem, tendo como referencial 100%.
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5.2 Avaliacdo da composicéao nutricional da dieta dos participantes

Foi avaliado o consumo de calorias, macronutrientes (carboidratos,
proteinas, lipideos) e fibras, relativo aos Ultimos seis meses, através da aplicacao
do questionario de frequéncia alimentar (QFA).

A ingestdo de calorias e carboidratos foi maior no grupo de obesos quando
comparado ao grupo dos eutréficos. O grupo de individuos com sobrepeso mostrou
um consumo intermediario de calorias (Figuras 6 e 7).

N&o houve diferenca no consumo de lipideos e proteinas entre 0s grupos,
e o0 grupo de individuos obesos mostrou um maior consumo de fibras em relacdo
ao grupo eutrofico. O grupo com sobrepeso mostrou um consumo intermediario

destes nutrientes (Figuras 7).
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Figura 6. Ingestdo caldrica dos participantes do estudo. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p< 0,05).
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5.3 Resultados das analises para fungos cultivaveis

Fungos filamentosos e leveduras foram isolados das amostras fecais
de todos os participantes, pertencentes aos trés grupos analisados, eutrofico,
com sobrepeso e obesos, em uma contagem média de Log 1,58 UFC/ g de
fezes (Tabela 7). As analises de niveis populacionais da micobiota intestinal
cultivhvel ndo revelaram diferencas significativas entre os trés grupos
analisados, com excecdo dos fungos filamentosos, isolados em maior
abundancia no grupo dos eutréficos quando comparados ao grupo obeso
(p<0,05). Com relacdo as leveduras, diferencas significativas nao foram
observadas, entretanto, contagens elevadas foram observadas nos individuos
obesos. Portanto, os individuos eutréficos demostraram apresentar uma alta
contagem de fungos filamentosos e os individuos obesos uma contagem

elevada de leveduras.

Tabela 7. Contagens de fungos totais, filamentosos e leveduras isoladas dos trés grupos de
individuos.

Contagem média de fungos Grupo de individuos

*%*
(UFC Logio /g de fezes*) Eutroéfico Sobrepeso Obeso p <005
(n=24) (n=24) (n=24)
Fungos totais 1,58 1,56 1,41
Filamenotosos 1,28 1,04 0,71 A
Leveduras 0,98 1,08 1,12

* Contagem das unidades formadoras de coldnia (UFC) Logio por grama de espécimes fecais
dos participantes.

** Analises estatisticas significativas: a — comparacdo entre os valores dos participantes
eutroficos e obesos.

No total, foram isoladas 854 amostras de fungos neste estudo,
identificados como pertencentes a 34 géneros ou espécies. A micobiota
intestinal cultivavel foi mais diversa nos individuos do sexo feminino quando
comparada com o sexo masculino (Figura 8). Os individuos do sexo feminino

apresentaram 16 fungos exclusivos, sendo somente dois fungos exclusivos
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isolados dos individuos do sexo masculino. Um grupo comum formado por 16

fungos diferentes foi identificado em ambos os géneros.

Contagem total género/ espécies

Sexo feminino Sexo masculino

Figura 8. Diagrama de Venn representativo da diversidade de fungos e agrupamento qualitativo
de acordo com sua ocorréncia exclusiva ou compartilhada entre individuos do sexo feminino e
masculino. (a) Acremonium sp., Beauveria sp., Bipolaris sp., C. glabrata, C. intermedia, C.
metapsilosis, C. orthopsilosis, C. pararugosa, E. dermatitidis, Emmonsia sp., Fonsecaea sp., G.
silvicola, Helminthosporium sp., Phialophora sp., Pichia manshurica, Syncephalastrum sp.; (b)
Aspergillus sp., C. albicans, C. guilhermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. robusta,
Chaetomium sp., Cladosporium sp., Dreschlera sp., Mucor sp., Paecilomyces sp., Penicillium
sp., R. mucilaginosa, Rhizopus sp., Scopulariopsis sp., Trichosporon sp.; (c) C. lipolytica, L.
elongisporus

A distribuicdo de géneros ou espécies de fungos, qualitativamente, foi
diferente entre os individuos eutroficos, com sobrepeso e obesos. Um grupo
comum, composto por 13 géneros ou espécies de fungos foi verificado, sendo

8 diferentes fungos filamentosos e 5 leveduras (Figura 9).
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Figura 9. Diagrama de Venn representativo da diversidade de fungos e agrupamento qualitativo
de acordo com sua ocorréncia exclusiva ou compartilhada entre individuos eutréficos, com
sobrepeso e obesos.(a) filamentosos (Dreschlera sp.), leveduras (C. intermedia, C.
guilhermondii, C. lipolytica, L. elongisporus, Dreschlera sp.); (b) filamentosos (Acremonium sp.);
(c) filamentosos (Aspergillus sp., Fonsecaea sp., Mucor sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp.,
Phialophora sp., Rhizopus sp., Scopulariopsis sp.), leveduras (C. albicans, C. parapsilosis, C.
robusta, R. mucilaginosa, Trichosporon sp.); (d) filamentosos (Cladosporium sp.); (e)
filamentosos (Beauveria sp., Bipolaris sp., E. dermatitidis, Helminthosporium sp.,
Syncephalastrum sp.), leveduras (C. pararugosa, Pichia manshurica); (f) leveduras (G.
silvicola); (g) filamentous (Chaetonium sp., Emmonsia sp.), leveduras (C. glabrata, C.
metapsilosis, C. krusei, C. orthopsilosis).

Os fungos isolados foram classificados em trés filos diferentes:
Ascomycota, Basidiomycota e Zigomycota. O filo predominante foi o
Ascomycota com 29 diferentes fungos isolados, seguido pelos filos Zigomycota
e Basidiomycota com 3 e 2 diferentes fungos isolados, respectivamente.
Fungos dos filos Zigomycota e Basidiomycota foram encontrados nos trés
grupos de individuos, exceto Syncephalastrum sp., encontrado somente no

grupo dos individuos eutréficos.
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Considerando a abundancia relativa por individuos nos trés grupos, 0s

fungos do filo Ascomycota mais isolados foram: Paecylomyces sp., Penicillium

sp., Aspergillus sp., Candida parapsilosis e Candida albicans, nas seguintes
proporcoes: 76,39%, 65,28%, 58,33%, 29,17% e 16,67%. As leveduras do filo
Basidiomycota mais isoladas nos trés grupos foram: Trichosporon sp. (30,56%)

e Rhodotorula mucilaginosa (15.28%) e os fungos filamentosos foram Rhizopus

sp. (15,28%) e Mucor sp (9,72%). Os demais fungos foram observados em

taxas inferiores a 9,0% (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo qualitativa e abundéancia relativa de fungos filamentosos e leveduras

isolados de individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos.

Grupos de individuos

Abundancia

Fungos E(l:]tic;fgo So(?}rgo;)so 82233 Total relativa (%)
Paecilomyces sp. 21 19 15 55 76,39
Penicillium sp. 16 14 17 47 65,28
Aspergillus sp. 13 15 14 42 58,33
Trichosporon sp. ° 7 6 22 30,56
Candida parapsilosis 5 8 8 21 29,17
Candida albicans 6 2 4 12 16,67
Rhizopus sp. 3 3 5 11 15,28
Rhodotorula mucilaginosa 3 4 4 11 15,28
Fonsecaea sp. 4 2 3 9 12,50
Geotrichum silvicola 4 0 3 7 9,72
Mucor sp. 2 2 3 7 9,72
Phialophora sp. 3 2 1 6 8,33
Candida robusta 2 2 1 5 6,94
Scopulariopsis sp. 3 1 1 5 6,94
Chaetonium sp. 0 0 3 3 4,17
Cladosporium sp. 0 2 1 3 4,17
Candida guilhermondii 0 2 0 2 2,78
0 2 0 2 2,78

Dreschlera sp.
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Candida krusei
Acremonium sp.
Candida glabrata
Candida pararugosa
Candida metapsilosis
Pichia manshurica
Candida intermedia
Exophiala dermatitidis
Syncephalastrum sp.
Bipolaris sp.
Beauveria
Helmintosporium

Candida lipolytica

Lodderomyces elongisporus

Candida orthopsilosis

Emmonsia sp.

cc o o o ~» P P PP b O pP O P, O +—» O

©c ©O B b O O O O O b O O O o +» o

O O O O O O O O ©O r O P+ o N

R R R R R R R R R R R R R R NN

2,78
2,78
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39

Considerando a abundancia relativa dos fungos isolados nos trés grupos

(eutrdéfico, com sobrepeso e obeso), os dados demonstraram que os fungos

apresentaram proporc¢des similares. Em termos qualitativos, observa-se maior

diversidade no grupo eutrofico quando comparado aos demais (Figura 10).
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m C. glabrata

Figura 10. Abundancia relativa dos fungos e distribuicdo entre os grupos de individuos

eutréficos, com sobrepeso e obesos.
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A estimativa da diversidade nos trés grupos analisados foi calculada
através da razao entre a contagem de fungos em UFC/g de fezes e o numero
de géneros e/ou espécies exclusivas encontradas em cada grupo para fungos
totais, leveduras e fungos filamentosos. Foi observada uma estimativa maior de
diversidade de fungos totais e filamentosos no grupo dos individuos com
sobrepeso e uma menor estimativa de diversidade de fungos filamentosos nos

individuos obesos (Figura 11).

Estimativa Diversidade

350
300
250
200
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50

Razdo ( UFC/g)/ (géneros e/ ou espécies)

Fungos Totais (UFC/g) Filamentosos (UFC/g) Leveduras (UFC/g)
Grupos

Eutrofico Sobrepeso Obeso

Figura 11. Estimativa da diversidade dos fungos entre os grupos de individuos eutréficos, com
sobrepeso e obesos.

N&do foi observada correlacdo estatisticamente significativa (p<0,05)
através do Teste de Correlacdo de Spearman entre os trés grupos avaliados
para macronutrientes (carboidratos, proteinas, lipides e fibras e a contagem de
fungos (leveduras, fungos totais e filamentosos), exceto no grupo com
sobrepeso, onde foi observada uma correlacdo positiva (r = 0,534) entre o
macronutriente carboidrato e a contagem de fungos filamentosos (Figura 12a).

Para avaliar os grupos com relacdo a presenca de fungos e quantidade
de macronutrientes ingeridos foi realizada uma analise de correlacdo canbnica.
As duas primeiras func¢des discriminantes (axis 1 e 2) expressaram 84,1% da

variagdo total (48,5% para a primeira funcao discriminante e 35,6% para a
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segunda). Os autovalores, que indicam a relagdo entre variabilidade entre
grupos e variabilidade dentro de grupos para uma funcéo, foram 0,082 e 0,060
para a primeira e a segunda funcdes, respectivamente. O grupo eutréfico foi o
mais diferenciado. O macronutriente proteina e a levedura C. parapsilosis
exerceram um papel importante na discriminagdo do grupo no axis 2 e 0 grupo
eutréfico foi o que mais se diferenciou dos demais com relacdo a estas
variaveis discriminatorias. O macronutriente carboidrato (axis 2) e os fungos
Penicillium sp. e Fonsecaea sp (axis 1) foram os responséaveis pela separacao
do grupo obeso dos demais. N&do foi possivel agrupar os individuos com
sobrepeso com relacdo as funcgdes discriminantes analizadas nos dois axis,

portanto esse grupo € caracterizado como ndo homogéneo (Figura 12b).
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Figura 12. Relacdo entre microbiota humana intestinal cultivavel e macronutrientes. (a) Mapa
de correlacdo de Spearman demonstrando associacdes entre contagem de fungos totais,
fungos filamentosos e leveduras (UFC/g de fezes) com os dados de macronutrientes.
Abreviaturas: C: Carboidratos; P: Proteinas; L: Lipides, F: Fibras. CHO: Carboidratos; P:
Proteinas; L: Lipides, C.p.: Candida parapsilosis, C.a.: Candida albicans; S.c.: Saccharomyces
cerevisiae; G.s.: Geotrichum silvicola; R.m.: Rhodotorula mucilaginosa; T.: Trichosporon sp.,
Paec.: Paecilomyces sp., Penicil.: Penicillium sp., Asp.: Aspergillus sp., Muc.: Mucor sp., Rhiz.:
Rhizopus sp., Fons.: Fonsecaea sp., Phialop.: Phialophora sp., Scop.: Scopulariopsis sp.
Circulos verdes: individuos eutrdficos; circulos amarelos: individuos com sobrepeso; circulos
vermelhos: individuos obesos.
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5.4 Resultados das analises moleculares

5.4.1 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

O estudo do perfil da diversidade fungica utilizando nested PCR-DGGE
revelou diferencas na estrutura das comunidades de fungos dos trés grupos
avaliados (Figura 13). O padréo de bandeamento obtido nos experimentos de
PCR-DGGE foi considerado para estimar a estrutura da comunidade fangica
nas amostras fecais provenientes de individuos eutréficos, com sobrepeso e
obesos.

Cada banda de amplicon visualizada nos géis foi considerada uma
unidade taxondémica operacional (OTU). A quantidade de bandas detectaveis
foi considerada como indicativo para avaliacdo de riqueza e mostrou que nos
espécimes fecais avaliados a riqueza € baixa (indice de Margalef <2,0) nos trés
grupos, sendo maior nos eutroficos, seguido pelos grupos sobrepeso e obeso.
(Tabela 9, Figura 13).

Tabela 9. Diversidade da composicdo da micobiota intestinal humana em individuos eutroficos,

com sobrepeso e obesos relacionados a riqueza.

L N° OTUS Riqueza
[0} [0}

Grupo N° OTUS Ne°individuos exclusivas Margalef
Eutréfico 26 24 0 1,74
Sobrepeso 24 24 12 1,69
Obeso 20 24 0 1,54
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Figura 13. Analise da variavel riqueza entre os grupos de individuos eutroficos, com sobrepeso
e obeso.

Na andlise multivaridade da estrutura da diversidade fangica disposta no
dendrograma de similaridade, de acordo com o perfil de bandeamento, foi
observado o agrupamento das OTUs em trés clusters distintos. No cluster 1
estdo agrupados a maior parte dos individuos eutréficos (67%) e dos individuos
com sobrepeso (54%). No cluster 2 estdo agrupados a maior parte dos
individuos obesos (67%) e o cluster 3 € 0 que apresenta menor similaridade
entre as amostras e apresentou predominio de individuos com sobrepeso
(29%) (Figura 14).
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Figura 14. DGGE fingerprinting e andlise de agrupamento do perfil de bandas de fragmentos do
gene de fungos DNAr 18S amplificado a partir do DNA metagendmico extraido de amostras de
fezes. Cluster 1 constituido majoritariamente por individuos eutréficos; Cluster 2 - constituido
majoritariamente por individuos obesos e Cluster 3 - constituido majoritariamente por
individuos com sobrepeso.
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Analisando por individuos presentes nos clusters, tal como apresentado
na figura 15, o cluster C1 é formado pela maioria dos participantes, 36
individuos, sendo 7 obesos (19,4%), 13 com sobrepeso (36,1%) e 16
individuos eutréficos (44,5%). O cluster C2 € composto por 24 individuos sendo
16 obeso (66,6%), 04 com sobrepeso (16,7%) e 04 eutréficos (16,7%). O
cluster C3, o menos representativo é composto por 12 individuos, dos quais 01
obeso (8,3%), 07 com sobrepeso (58,4%) e 4 eutroficos (33,3%).

C2: n =24 individuos (33,3%)
Eutrofico: n=4(16,7%)
Sobrepeso: n =4 (16,7%)
Obeso: n = 16 (66,6%)

c2

C1: n =36 individuos (50%)
Eutréfico: n = 16 (44,5%)
Sobrepeso: n =13 (36,1%) ct
Obeso: n =7 (19,4%)

C3:n=12individuos (16,7%)

Eutrofico: n =4 (33,3%)
Sobrepeso: n =7 (58,4%) a3

Obeso: n=1(8,3%) n = 24 Eutréfico
C1+ C2 +C3 =72 individuos n = 24 Sobrepeso
n = 24 Obeso
12 14 16 18 20

Figura 15. Agrupamento dos individuos participantes do estudo de acordo com o perfil de
bandas correspondetes a regido do RNA18S de fungos amplificadas a partir do DNA
metagendmico extraido de amostras de fezes separadas por DGGE.

Foi realizada a andlise de correlacdo candnica para avaliar a relacdo dos
parametros antropomeétricos e dados clinicos e nutricionais dos participantes no
agrupamento das OTUs obtidas na analise de DGGE dos fungos.

As duas primeiras funcdes discriminantes (axis 1 e 2) expressaram
24,05% da variacao total (13,77% para a primeira funcdo discriminante e
10,28% para a segunda). Os autovalores, que indicam a relacdo da
variabilidade entre grupos e variabilidade dentro de grupos para uma funcao,
foram 0,491 e 0,366 para a primeira e a segunda fun¢des, respectivamente. Foi
observada uma separacdo do grupo eutrofico e de maior parte do grupo com
sobrepeso do grupo obeso. Os parametros que mais influenciaram para o
agrupamento dos individuos eutréficos foram cortisol, HDL, porcentagem de
lipideos e proteinas da dieta consumida. Os paramétros predominantes para
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agrupamento dos individuos obesos foram todos os dados antropomeétricos,
colesterol total, LDL, triglicerideos, HOMA-IR, Hb, creatinina, e porcentagem de
carboidrato e de fibras (Figura 16).

Axis 2
[
3

IOMA-IR,

Insulina

Figura 16. Andlise de Correlacdo Candnica (CCA) entre as comunidades fungicas determinada
pelos genes DNAr 18S e os parametros antropométricos, clinicos e nutricionais dos individuos
dos grupos eutréfico, com sobrepeso e obeso. Circulos verdes: individuos eutréficos; circulos
amarelos: individuos com sobrepeso; circulos vermelhos: individuos obesos. Abreviaturas: CA:
circunferéncia abdominal; CC: circunferéncia da cintura; CQ: circunferéncia quadril; CC/CA:
relacdo circunferéncia da cintura e circunferéncia abdominal; IMC: indice de massa corporal; F:
fibras; CHO: carboidratos; PTN: proteinas; LIP: lipideos; CT: colesterol total; Hb: hemoglobina;
IN: alimentos in natura; MP: alimentos minimamente processados; ICP: ingrediente culinario
processado; U: alimentos ultraprocessados.

5.4.2 PCR guantitativa em tempo real (QPCR)

Foi obtido o numero de cépias de DNA/g de fezes para fungos dos trés
grupos de individuos. A diferenca entre as contagens médias de coépias de
DNA/g de fezes obtida nos trés grupos foi estatisticamente significativa. Para
avaliar a diferenca das médias entre os grupos foi utilizado o teste de
Bonferroni (nivel de significancia de 0,0167 (Tabela 10).

O numero de copias de DNA/ g de fezes de fungos no grupo dos
individuos obesos foi maior que o observado nos individuos com o sobrepeso,
e neste grupo também foi maior que o observado nos individuos eutroficos

(Figura 17).
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Tabela 10. Estatistica descritiva dos dados de quantificacdo absoluta por PCR em tempo real
do DNAr 18S de fungos nos grupos eutréfico, sobrepeso e obeso.

Eutroéfico Sobrepeso Obeso

Estatistica descritiva
(n°de cépias de DNA/g fezes)

Valor minimo 3,68E+04 1,84E+05 9,20E+05
Valor maximo 7,24E+08 3,62E+09 1,81E+10

Média 9,50E+07 4,75E+08 2,37E+09
Desvio padréo 1,78E+08 8,90E+08 4,45E+09

Teste Bonferroni: Valores de p: Eutréfico X Obeso < 0,0001 e Eutréfico X Sobrepeso e
Sobrepeso X Obeso = 0,034.

1,00E+10
1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04

Copias de DNA/g

1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00
Eutrofico Sobrepeso Obeso

Grupos

Figura 17. Contagem média de cépias de DNA/g de fezes de fungos nos grupos eutréfico, com
sobrepeso e obeso (p < 0,05).

Foi realizada a analise estatistica de Spearman para avaliar a correlacéo
entre o numero de copias de DNA de fungos e os parametros antropométricos,
clinicos e nutricionais dos individuos dos grupos eutréfico, sobrepeso e obeso.
Foi observada correlacéo positiva (p < 0,05) entre o0 numero de copias de DNA
de fungos e os parametros cortisol (r = 0,438), hemoglobina (r = 0,712) e
alimentos minimamente processados (r = 0,473) no grupo dos individuos
eutroficos e entre o niumero de cépias de DNA de fungos e os parametros
glicose (r = 0,432) e alimentos processados (r = 0,484) no grupo dos individuos
com sobrepeso. No grupo dos individuos obesos foi observada correlacéo
positiva (p < 0,05) entre o numero de cépias de DNA de fungos e o parametro

lipideo (r = 0,503) e correlacdo negativa com os parametros carboidrato (r = -
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0,549), alimentos in natura (r = -0,513) e alimentos ultraprocessados (r = -
0,430) (Figura 18).
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Figura 18. Mapa de calor de correlacdo de Spearman entre 0 nimero de copias de DNAr 18S
de fungos e os parametros clinicos, nutricionais e antropométricos dos grupos eutrdéficos,
sobrepeso e obeso. Abreviaturas: C: carboidrato (%); P: proteina (%); L: lipideo (%); F: fibra (g);
IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura CA: circunferéncia abdominal;
CQ: circunferéncia quadril; CC/CA: relagdo circunferéncia da cintura e circunferéncia
abdominal; G: glicose;TG: triglicerideos; CT: colesterol total; Creat.: creatinina; Cort: cortisol;
Insul.: insulina; Hb: hemoglobina; IN: alimentos in natura; MP: alimentos minimamente
processados; ICP: ingrediente culinario processado; U: alimentos ultraprocessados (* r < 0,05).

A andlise de componente principal (PCA) foi realizada para verificar o
agrupamento entre o nimero de copias de DNA/g de fungos e os parametros
antropometricos, clinicos e nutricionais dos individuos dos grupos eutrofico,
sobrepeso e obeso. Foi observado um agrupamento dos individuos do grupo
obeso correlacionado ao aumento do numero de copias de DNA/g de fezes e
dos parametros colesterol total, LDL, triglicerideos, insulina, glicose, HOMA-IR,
HOMA-B, hemoglobina, creatinina, porcentagem de carboidrato, fibras e dados

antropomeétricos (Figura 19).
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Figura 19. Analise de Componente Principal (PCA) entre o nimero de copias de DNAr 18S de
fungos e os parametros clinicos, nutricionais e antropométricos dos grupos eutréficos, sobrepeso e
obeso. Abreviaturas: CA: circunferéncia abdominal; CC: circunferéncia da cintura; CQ:
circunferéncia quadril; CC/CA: relacdo circunferéncia da cintura e circunferéncia abdominal; IMC:
indice de massa corporal; F: fibras; CHO: carboidratos; PTN: proteinas; LIP: lipideos; CT: colesterol
total; Hb: hemoglobina; IN: alimentos in natura; MP: alimentos minimamente processados; ICP:
ingrediente culinario processado; U: alimentos ultraprocessados.

Para quantificacdo do DNA dos filos Ascomycota e Basidiomycota foi
utilizada a andlise quantitativa relativa do PCR em tempo real pelo método 2-24CT,
Foi realizado o teste estatistico de Grubs para determinacdo dos outliers dos
valores de ACT dos filos Ascomycota e Basidiomycota. O teste de normalidade de
Shapiro Wilk revelou que os valores ACT n&do seguem uma distribuicdo normal (p <
0,05). Para verificacdo da diferenga das médias de ACT dos filos Ascomycota e
Basidiomycota dos grupos eutréfico, sobrepeso e obeso utilizados para calcular o
2-04CT foj utilizado o teste estatistico ndo paramétrico Kruskal Wallis, o qual
apresentou p < 0, 05 (p= 0,001) para o filo Ascomycota, indicando assim a
diferenca das médias de ACT dos filos analisados. Para determinar quais médias
de ACT do filo Ascomycota apresentavam diferenga estatisticamente significativa
foi utilizado o teste de Bonferroni com nivel de significancia 0,0167, o qual
demostrou diferenca nas médias de ACT entre os grupos eutrofico e sobrepeso (p
= 0,006) e eutrdfico e obeso (p=0). N&o foram verificadas diferencas nas médias de

ACT entre os grupos sobrepeso e obeso (p = 0,430).
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Para o filo Basidiomycota n&o foi verificada diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) entre as médias de de ACT dos grupos eutrdéfico, sobrepeso
e obeso (Teste de Kruskal Wallis p= 0,561).

O grupo eutrdéfico contém 2,32 vezes mais DNA do filo Ascomycota do que o
grupo obeso e 2,02 vezes mais do que o grupo sobrepeso. O grupo sobrepeso
apresenta 1,6 vezes mais DNA do filo Ascomycota do que o grupo obeso. N&o foi
verificada diferenca estatisticamente significativa entre a concentragcdo de DNA do
filo Basidiomycota entre os trés grupos de individuos avaliados (Tabela 11, Figura
20).

Tabela 11. Quantificacdo relativa por PCR em tempo real do DNAr dos filos Ascomycota e

Basidiomycota em amostras de fezes de individuos dos grupos eutréfico, com sobrepeso e obeso.

Quantificacao relativa

Filo Eutréfico X Eutrofico X Sobrepeso X
Sobrepeso Obeso Obeso
Ascomycota 2,02* 3,23* 1,60*
Basidiomycota 0,70 0,96 1,37
*p<0,05
a
3,5
g s
(EU 2,5
(=)
28‘ 2
% : '
s 1
) [ N '
0,5
0
Eutrofico X Sobrepeso Eutrofico X Obeso Sobrepeso X Obeso
Grupos

W Ascomycota M Basidiomycota

Figura 20. Quantificac&o relativa do DNAr dos filos Ascomycota e Basidiomycota em amostras de
fezes de individuos dos grupos eutréfico, com sobrepeso e obeso.
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5.4.3 Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

Foram detectados e quantificados fungos totais, leveduras e Candida
albicans pelo método de hibridizacdo in situ fluorescente a partir das amostras de
fezes dos individuos dos grupos eutréfico, sobrepeso e obeso, e ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na média das densidades de
fungos totais e leveduras nos trés gupos analisados. A contagem média de C.
albicans foi estatisticamente diferente entre os grupos eutréfico e obeso e com
sobrepeso e obeso, sendo observada maior densidade de C. albicans nos
individuos obesos (Tabela 12, Figuras 21 e 22).

Figura 21. Micrografia de lamina hibridizada com sonda FUN para contagem de fungos totais em
individuos obesos (a) e eutrdficos (b) pela técnica de FISH.

Tabela 12. Estatistica descritiva da quantificacdo de fungos totais, leveduras e C. albicans por

Hibridizacao in situ fluorescente (FISH).

Eutréfico Sobrepeso Obeso

FUN PF2 Caal? FUN PF2 Caal® FUN PF2 Caal®,

Estatistica

Media 3,07E+10 1,07E+09 2,71E+08 2,43E+10 1,04E+09 2,47E+08 3,76E+10 1,82E+09 7,97E+08
(um?/g de fezes)

Desvio padrdo 3,27E+10 4,88E+08 2,46E+08 2,06E+10 6,64E+08 2,53E+08 3,86E+10 1,26E+09 7,84E+08

*letras distintas as médias diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis. FUN: sonda para
fungos totais; PF2: sonda para leveduras e Caal: sonda para Candida albicans.
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Figura 22. Quantificagdo de fungos totais, leveduras e C. albicans por Hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH). FUN: sonda fungos totais; PF2: sonda leveduras e Caal: sonda C.
albicans.

Foi realizada a andlise estatistica de Spearman para avaliar a correlacéo
entre a densidade de fungos totais, leveduras e C. albicans e 0s parametros
antropometricos, clinicos e nutricionais dos individuos dos grupos eutrofico,
sobrepeso e obeso. Foi observada correlacéo positiva estatisticamente significativa
(p < 0,05) entre a densidade de fungos totais e o parametro HOMA - IR (r = 0,528),
entre a densidade de leveduras e glicose (r = 0,424) e densidade de C. albicans e
porcentagem de carboidratos consumidos (r = 0,446) no grupo dos individuos
eutroficos. No gurpo dos individuos com sobrepeso foi observada correlacéo
positiva estatisticamente significativa entre densidade de leveduras e o parametro
lipideo (r = 0,502) e correlacdo negativa com % de consumo de carboidrato (r = -
0,512) e a densidade de C. albicans e o parametro % de consumo de carboidrato
carboidrato (r = -0,447). No grupo dos individuos obesos foi observada correlacéo
negativa estatisticamente significativa (p < 0,05) entre a densidade de fungos totais
e 0 parametro razdo circunferéncia cintura e circunferéncia abdominal (r = -0,415),
entre leveduras e o consumo de alimentos processados (r = -0,512) e entre C.

albicans e o consumo de alimentos processados (r=-0,512) (Figura 23).
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Figura 23. Mapa de calor de correlacdo de Spearman entre a quantidade de fungos totais, leveduras
e C. albicans e os parametros clinicos, nutricionais e antropométricos dos grupos eutréficos,
sobrepeso e obeso. Abreviaturas: C: carboidrato (%); P: proteina (%); L: lipideo (%); F: fibra (g);
IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura CA: circunferéncia abdominal; CQ:
circunferéncia quadril; CC/CA: relacdo circunferéncia da cintura e circunferéncia abdominal; G:
glicose; TG: triglicerideos; CT: colesterol total; Creat.: creatinina; Cort: cortisol; Insul.: insulina; Hb:
hemoglobina; IN: alimentos in natura; MP: alimentos minimamente processados; ICP: ingrediente
culinario processado; U: alimentos ultraprocessados ( * p < 0,05).

A andlise de componente principal (PCA) foi realizada para verificar a
correlagdo entre a densidade de fungos totais, leveduras e C. albicans (um?/g de
fezes) e os parametros antropométricos, clinicos e nutricionais dos individuos dos
grupos eutréfico, sobrepeso e obeso. Foi observado um agrupamento dos
individuos do grupo obeso correlacionado ao aumento da densidade de fungos
totais, leveduras e C. albicans (um?/g de fezes) e dos parametros colesterol total,
LDL, triglicerideos, insulina, glicose, HOMA-IR, HOMA-B, hemoglobina, creatinina,
porcentagem de carboidratos e fibras consumidos e dados antropométricos (Figura
24).
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Figura 24. Andlise de Componente Principal (PCA) entre a densidade de fungos totais, leveduras e
C. albicans (um?/g de fezes) e os parametros clinicos, nutricionais e antropométricos dos grupos
eutroficos, sobrepeso e obeso. Circulos verdes: individuos eutroficos; circulos amarelos: individuos
com sobrepeso; circulos vermelhos: individuos obesos. Abreviaturas: CA: circunferéncia abdominal;
CC: circunferéncia da cintura; CQ: circunferéncia quadril; CC/CA: relacdo circunferéncia da cintura e
circunferéncia abdominal; IMC: indice de massa corporal; F: fibras; CHO: carboidratos; PTN:
proteinas; LIP: lipideos; CT: colesterol total; Hb: hemoglobina; IN: alimentos in natura; MP:
alimentos minimamente processados; ICP: ingrediente culinario processado; U: alimentos

ultraprocessados.
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6 DISCUSSAO

A obesidade é considerada atualmente uma doenga pandémica associada a
comorbidades relevantes para a saude (BORGES, 2011; GREGOR e
HOTAMISLIGIL, 2011; BAHIA et al.,, 2102). Neste estudo foram recrutados e
avaliados 72 individuos, classificados em: eutréficos, com sobrepeso e obesos. A
amostragem foi por conveniéncia, selecionando integrantes da comunidade e do
servico de nutricdo do Hospital Universitario, na cidade de Juiz de Fora/MG, uma
cidade de porte médio na regido sudeste do Brasil. No grupo de individuos obesos
predominou o sexo feminino e a idade média de 42,7 anos, com renda mensal
entre 1 e 3 salarios minimos de referéncia no Brasil, em 2015.

A obesidade é considerada uma forma de agravo a saude com frequéncia
semelhante entre ambos o0s sexos, influenciada por fatores econdmicos com
implicacbes diretas na educacédo e comportamento. Ja o sobrepeso € mais comum
em individuos do sexo masculino (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2017;
FERREIRA et al., 2009; KAIN et al., 2014). A obesidade esta relacionada também a
fatores sociais. O nivel socioeconémico dos individuos afeta o seu acesso a
informacé&o, a escolha alimentar e ao padrdo de atividade fisica, sendo, portanto,
um fator relevante para escolha dos habitos de vida e, consequentemente,
influenciando no desenvolvimento da obesidade (FERREIRA E MAGALHAES,
2005; OLIVEIRA, 2013). Menores niveis de escolaridade e renda e aumento da
idade estdo correlacionados ao excesso de peso e obesidade. A prevaléncia da
obesidade duplica a partir dos 25 anos (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Nos individuos do grupo obeso deste estudo foram encontrados os fungos
Aspergillus e Rhodotorula, os quais ja foram descritos como relacionados ao
aumento da pressdo arterial em individuos (RODRIGUEZ, 2015). Dentre as
comorbidades associadas a obesidade, a alteracdo da pressao arterial (PA) foi a
mais observada neste estudo (62% dos obesos, 12% dos com sobrepeso e 4% dos
eutroficos). A alteracao da PA é o disturbio vascular mais comumente relacionado
com o aumento de peso, sendo associada diretamente ao IMC. A prevaléncia de
alteracdo de PA é até trés vezes maior em pacientes obesos (GALVAO e
KOHLMANN, 2002). No Brasil, 25,7% da populagdo foi diagnosticada com

hipertensdo, sendo que as mulheres apresentam maior diagndstico. O indicador
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aumenta com a idade e com a menor escolaridade (BRASIL, MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Os resultados do presente estudo demonstraram que as médias de glicose e
insulina estavam dentro dos valores de referéncia nos trés grupos de individuos.
Entretanto, as médias do grupo obeso em relacdo ao grupo eutréfico foram
significativamente maiores para os dois parametros avaliados. A média do indice
HOMA-IR também estava dentro dos valores normais, porém, significativamente
maior no grupo obeso. A obesidade esta diretamente relacionada ao diabetes tipo 2
e é caracterizada pela resisténcia insulinica (KAHAN e FLIER, 2000). Esses
achados corroboram com a maior tendéncia a resisténcia insulinica, possivel
intolerancia a glicose e o desenvolvimento de Diabetes tipo 2 (PEREIRA,
FRANCISCHI e LANCHA-JUNIOR, 2003).

N&o houve diferenga estatisticamente significante entre as médias dos
grupos nos perfis de triglicérides, colesterol total e colesterol LDL. A literatura
descreve auséncia de diferenca no perfil lipidico de individuos obesos, com
sobrepeso e eutroficos (DOS SANTOS et al., 2014). Uma dieta hipercalorica e
hiperlipidica associada ao sedentarismo da populacdo brasileira, entre outras
causas, podem resultar em um perfil lipidico alterado (PEREIRA, FRANCISCHI e
LANCHA-JUNIOR, 2003).

Os niveis de cortisol estavam dentro dos valores de referéncia nos trés
grupos de individuos, com diferenca significativa entre aqueles dos grupos eutrofico
e obeso, sendo que este Ultimo grupo apresentou niveis mais elevados deste
parametro. O cortisol € um glicocorticoide sintetizado a partir do colesterol e com
importantes efeitos no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, portanto,
sua liberacdo é aumentada em individuos obesos. Entretanto, como o clearence
metabolico de cortisol apresenta forte correlacdo com a quantidade de gordura
abdominal, ou seja, quanto maior a quantidade de gordura visceral, maior o
clearence metabdlico de cortisol, resultando em reducdo dos seus niveis
plasmaticos. No obeso, sua liberacdo € aumentada, mas como o metabolismo
desses individuos € aumentado, seus niveis seéricos, geralmente, encontram-se
dentro dos valores de referéncia (BURTIS, ASHOOD e BRUNS, 2008). Importante
salientar que outros fatores estao relacionados ao aumento de cortisol, como por

exemplo, o stress. Mulheres obesas apresentam uma elevagao maior de cortisol a
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qgual é mantida por um periodo maior quando comparadas aos homens obesos
(CHAO et al.,2017; AL-SAFI et al., 2017).

Nao houve alteracdo nos valores de creatinina sérica e hemoglobina nos
individuos dos trés grupos analisados. Esses parametros podem estar aumentados
em pessoas obesas, principalmente do sexo masculino (BURTIS, ASHOOD e
BRUNS, 2008).

Os parametros hematolégicos leucometria total, porcentagem de neutrdfilo e
monadcitos estavam dentro dos valores de referéncia nos individuos dos trés
grupos. A obesidade desencadeia um estado de inflamagdo crénica subclinica,
denominado metainflamagédo ou inflamagdo metabdlica, com aumento sérico de
TNF-a, IL-6 e outros marcadores inflamatorios, além de um acumulo de
macrofagos no tecido adiposo. Porém, essa inflamacdo de baixo grau ndo é
suficiente para aumentar perifericamente células tipicamente inflamatorias como
neutrofilos e mondcitos (DE MORAES et al., 2014).

Os dados antropométricos circunferéncia da cintura, relagéo cintura/quadril
(RCQ), circunferéncia abdominal e circunferéncia do quadril aumentam a medida
gue aumenta o IMC nos individuos estudados. A circunferéncia da cintura, assim
como a relacdo cintura/quadril sdo indices que auxiliam no diagnéstico da
obesidade e tem relacéo direta com a distribuicdo predominantemente abdominal
da gordura (caracteristica da obesidade androide) que, por sua vez, esta
relacionada a um risco aumentado no desenvolvimento de complicacbes
metabolicas atribuidas a obesidade (WHO, 2000). A relacdo cintura/quadril ndo
possui valor de referéncia documentado, mas juntamente com a circunferéncia da
cintura, sdo dados importantes na avaliacdo do estado nutricional dos pacientes
guando associados ao IMC e a outros dados antropométricos (REZENDE et al.,
2010).

A alimentacdo é um fator modulador da microbiota intestinal humana.
Portanto, a ado¢do de uma alimentacdo balanceada e saudavel na rotina € um
fator importante para prevenir ou intervir em distarbios, como a obesidade e
doencas inflamatorias intestinais (DORE; BLOTTIERE, 2015).

O consumo de macronutrientes entre os participantes do estudo nos trés
grupos avaliados esta de acordo com o esperado para a regido sudeste do pais

(ARAUJO et al., 2013). O consumo de calorias e carboidratos foi maior pelos
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individuos obesos quando comparados aos eutroficos. O consumo de lipideos e
proteinas foi semelhante nos trés grupos. Entretanto, o consumo de fibras pelo
grupo obeso foi estatisticamente maior quando comparado aos eutroficos.

A alimentacao do brasileiro é baseada em alimentos altamente energéticos,
e com baixo teor de nutrientes, ricos em acucares e gorduras saturadas e pobres
em fibras (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; JAIME et al., 2011). Os carboidratos
simples influenciam no indice glicémico, que por sua vez estimula a lipogénese,
aumentando o tamanho dos adipdcitos. Assim, o indice glicémico dos carboidratos
€ importante, pois pode induzir & obesidade e outras doengas relacionadas. O
desequilibrio na alimentacdo associado a outros fatores pode levar ao fenoétipo
obeso (ROSADO e MONTEIRO, 2001).

No nosso estudo 79,2% dos individuos do grupo obeso e 58,3% com
sobrepeso consumiam menos calorias do que o recomendado diariamente com
base nos calculos de EER, calculo feito a partir do questionario de frequéncia
alimentar (QQFA), baseado na quantidade real de calorias ingeridas por cada
individuo. A utilizacdo de questinionarios de frequéncia alimentar para mensurar a
guantidade de calorias ingeridas por um individuo € um fator complicador da
veracidade dos dados, pois pacientes obesos tendem a informar valores de
ingestdo de energia fisiologicamente ndo compativeis (BERNARDI, CICHELERO,
VITOLO, 2005).

Nado foi observada diferenca significativa na qualidade dos alimentos
consumidos pelos participantes dos trés diferentes grupos. LOUZADA e
colaboradores (2015), em seu estudo para avaliar o impacto que os alimentos
ultraprocessados exercem sobre o perfil nutricional da dieta no Brasil, verificaram
gue o consumo médio diario de energia per capita foi de 1.866 kcal, sendo 69,5%
proveniente de alimentos in natura ou minimamente processados, 9,0% de
alimentos processados e 21,5% de alimentos ultraprocessados. Maior participacédo
de alimentos ultraprocessados na dieta determinou generalizada deterioracdo no
perfil nutricional da alimentacdo. Os indicadores do perfil nutricional da dieta dos
brasileiros que menos consumiram alimentos ultraprocessados, com excecao do
sédio, aproximam este estrato da populacdo das recomendacfes internacionais

para uma alimentagdo saudavel. A porcentagem dos alimentos ultraprocessados
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nos trés grupos avaliados encontra-se bem proxima ao do estudo feito por
LOUZADA e colaboradores (2015), para a populacéo brasileira.

O aumento crescente do consumo de produtos processados e
ultraprocessados séo tidos como uma das causas do aumento da obesidade no
Brasii (MOUBARAC e MONTEIRO 2013). Os alimentos ultraprocessados
apresentam maior densidade energética, maior quantidade de agucar livre e menor
teor de fibras em relagéo aos alimentos in natura ou minimamente processados, e
contém uma grande quantidade de conservantes para aumentar sua durabilidade.
(LOUZADA et al, 2015). Alguns conservantes sdo substancias ativas contra fungos
filamentosos, leveduras e bactérias (SAUCEDA, 2011). Portanto, poderiam
interferir na homeostase da microbiota intestinal humana.

Os padrdes estéticos vigentes e o facil acesso a dietas ndo individualizadas
através das midias aumentam a adeséo, principalmente das mulheres, a esse tipo
de dieta, que podem ser inadequadas no que se refere a composicdao de
macronutrientes para uma perda de peso saudavel, logo, pode refletir também nos
resultados de consumo de macronutrientes (LIMA et al., 2015). Devido a etiologia
multifatorial da obesidade, € complicado mensurar a contribuicdo de cada variavel
envolvida no processo (CICHELERO e VITOLO, 2005).

Neste estudo, uma grande quantidade de fungos filamentosos foi isolada de
espécimes fecais de individuos eutroficos, quando comparado com 0s obesos.
Considerando-se as limitacbes metodologicas da técnica, como por exemplo,
avaliacdo de diversidade baseada em técnicas dependentes de cultivo, uma
diversidade ligeiramente mais elevada de fungos filamentosos foi observada, ao
contrario do demonstrado na maioria dos estudos, onde aproximadamente 40%
dos taxons de fungos descritos no intestino sdo de leveduras. As leveduras
representam 63,4 % dos fungos descritos em diversos estudos, e 10 dos 12 fungos
mais comumente dectados sao leveduras (EVERARD e CANI, 2013).

O fungo filamentoso Paecilomyces sp. foi o predominante em individuos
eutroficos e com sobrepeso, enquanto que nos obesos, Penicillium sp. foi o mais
isolado. De acordo com a literatura, Penicillium sp. é descrito ndo somente como o
mais abundante em individuos obesos, mas também positivamente correlacionado

com parametros inflamatérios. Alguns metabdlitos de Penicillium sp. demonstraram
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exibir atividades inflamatorias e de resisténcia a insulina (RODRIGUEZ et al.,
2015).

Em outros estudos, cujo objetivo foi a descricdo de fungos associados a
microbiota intestinal, Aspergillus spp. € apontado como o fungo filamentoso mais
comumente associado as doencas encontrado no intestino humano. Outros fungos
flamentosos descritos no intestino de mamiferos também relacionados com
doencas infecciosas sao Alternaria, Scedosporium, Paecilomyces e Trichoderma
(SUHR E HALLEN-ADAMS, 2015).

Entretanto, pela técnica de hibridizacdo in situ (FISH), foram detectadas
mais leveduras do que fungos filamentosos nos trés grupos avaliados, néo
havendo diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos grupos. Nos
experimentos de quantificacdo absoluta por gPCR foi observado um namero maior
de copias de DNA de fungos por grama de fezes nos individuos obesos do que nos
eutroficos. Portanto, o aumento de fungos pode estar associado a obesidade,
porém néo foi possivel relacionar a forma celular predominante (levedura ou fungo
filamentoso) a individuos obesos.

As observacfes quanto ao maior isolamento e diversidade de fungos entre
individuos do sexo feminino, se comparadas aos do sexo masculino, nas
metodologias dependentes de cultivo, estdo de acordo com a literatura e podem
estar relacionadas nédo apenas com a maior quantidade de mulheres participantes,
mas também com a interferéncia de horménios sexuais. Ja esta constatado que as
diferencas nos hormdnios sexuais podem modular a composi¢cdo da microbiota,
especialmente fungos, ao longo da dieta do hospedeiro de uma maneira
dependente do sexo (STRATI et al., 2016).

Diversos taxons de fungos foram descritos neste trabalho pelas técnicas
dependentes de cultivo. Considerando-se o0 numero de participantes (n=72), o filo
predominantemente isolado das amostras neste estudo foi o Ascomycota (17
géneros diferentes), seguido por Basidiomycota (Trichosporon sp. e R.
mucilaginosa) e Zigomycota (Mucor sp, Rhizopus sp. e Syncephalastrum sp.),
sendo este ultimo isolado somente em um individuo eutrofico. Foram detectadas
2,32 vezes mais DNA do filo Ascomycota em individuos eutréficos quando
comparados aos obesos e 2,02 vezes mais quando comparados aos individuos

com sobrepeso. Nao foram observadas diferencas significativas no niumero de
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copias de DNA do filo Basidimycota entre os trés grupos. Portanto, ocorre um
predominio do filo Ascomycota nos individuos eutrdficos. Andlise da interacdo
fungo-fungo demostrou que, em pacientes obesos, o filo Ascomycota
correlacionou-se negativamente com os filos de Basidiomycota e Zygomycota
(RODRIGUEZ, 2015).

De acordo com a literatura, os fungos intestinais comensais pertencem aos
filos Zygomycota, Basidiomycota, Ascomycota e Microsporidia, embora este Ultimo
esta associado a doencas intestinais humanas. No filo Zygomycota, membros da
ordem Mucorales como Rhizopus, Mucor e Absidia ja foram descritos no trato
gastrintestinal humano. Ocorre predominio dos filos Ascomycota e Basidiomycota
na micobiota intestinal humana de individuos adultos saudaveis (HUSEYIN et al.,
2017; SUHR et al., 2015). Mais de 48 géneros de basidiomicetos diferentes foram
detectados no tubo digestivo humano; enquanto que mais de 84 géneros no filo
Ascomycota foram descritos no mesmo local (HAMAD et al., 2016). Foi descrito um
aumento da razéo entre os filos Basidiomycota/ Ascomycota da micobiota intestinal
de individuos com encefalomielite mialgica/ sindrome da fadiga crbénica, uma
doenca sem causas ou mecanismos identificados, caracterizada por sintomas de
fadiga profunda, dor, comprometimento cognitivo, mal-estar poés-esforco e
inflamacédo (MANDARANO et al., 2018).

A levedura comensal mais comumente descrita no trato gastrintestinal é
Candida, mas a disbiose bacteriana pode influenciar nesta levedura tornando-a
patogénica, levando a candidiase e infec¢cdes disseminadas. Foi observado
também aumento na proporcdo de fungos patogénicos oportunistas, incluindo
Candida, em modelos de inflamacéo intestinal em camundongos (STRATI et al.,
2016).

A quantificacdo de C. albicans pela técnica de FISH demostrou uma maior
concentracdo significativa desta levedura em individuos obesos, quando
comparados aos eutréficos. A interacdo entre fungos e bactérias no ecossistema
intestinal € pouco conhecida, entretanto, ja foi descrita uma associacdo negativa
entre Candida spp. e Bacteroides sp. (HOFFMANN et al., 2013; HUSEYIN et al.,
2017; MUKHERJEE et al., 2015). Esta observacao é particularmente interessante e
relevante, uma vez que, de acordo com a mudanca da microbiota durante a

obesidade, o aumento da relacdo Firmicutes/Bacteroidetes ja esta bem
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estabelecido (PAULA, 2016; EVERARD e CANI, 2013). Em nosso estudo, uma vez
gue os individuos obesos parecem estar associados a contagens de leveduras
mais elevadas, é razoavel sugerir que este aumento da contagem de fungos esteja
de acordo com a menor quantidade de Bacteroidetes que se espera encontrar na
obesidade, ja avaliado nos mesmos pacientes em outro estudo do nosso grupo de
pesquisa (PAULA, 2016).

As leveduras do género Candida spp. estdo associadas a microbiota
intestinal de humanos saudaveis, embora alguns estudos sugerem uma associagao
entre o aumento dessa levedura e diabetes, além de distarbios inflamatoérios no
intestino, com um possivel papel ativo de C. albicans nesse processo
(RODRIGUEZ et al., 2015). Nossos dados nio s6 apontam diferencas entre a
densidade de C. albicans nos individuos obesos pela técnica de FISH, mas
também predominancia de C. parapsilosis em individuos obesos e com sobrepeso
pela técnica de cultivo, a qual deve ser investigada quanto ao seu papel no
processo da obesidade, ja que nao existem estudos associando outras espécies de
Candida sp. a essa enfermidade.

Através dos meétodos dependentes de cultivo foi possivel verificar a alta
frequéncia da levedura Trichosporon sp. em individuos eutroficos. Essas leveduras
do filo Basidiomycota estdo presentes no ambiente e podem colonizar os tratos
gastrintestinal e urinario, as vias respiratérias e a pele de seres humanos. Sao
agentes etiologicos da Piedra Branca e patdgenos oportunistas causadores de
infeccbes invasivas em pacientes imunocomprometidos, relacionados a infec¢des
nosocomiais (DE ALMEIDA et al.,, 2016). A levedura Rhodotorula sp. foi
frequentemente isolada de espécimes fecais de individuos obesos e com
sobrepeso neste estudo. Apesar da ecologia ubiquitaria de Rhodotorula spp., essas
leveduras estdo se tornando altamente relacionadas a pacientes com
anormalidades metabolicas (RODRIGUEZ et al., 2015).

Através da técnica de PCR-DGGE, foi possivel agrupar os individuos em
dois clusters, sendo o primeiro cluster formado majoritariamente por individuos
eutroficos e com sobrepeso, 67% e 54%, respectivamente, e o segundo cluster por
individuos obesos (67% dos individuos deste grupo presentes neste cluster).
Portanto, existe um grupo comum de fungos presentes nos individuos obesos que

podem estar influenciando no fendtipo obeso. Entretanto, ndo foi verificada
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diferencas na variavel riqueza entre os trés grupos. RODRIGUEZ e colaboradores
(2015), descreveram o agrupamento dos individuos obesos de acordo com o0s
géneros de fungos encontrados, com alta abundancia dos géneros Aspergillus e
baixa abundancia dos géneros Mucor, Penicillium, Saccharomyces e Eupenicillium
contribuindo para a obesidade e ndo observaram diferencas entre a riqueza das
comunidades fungicas de individuos obesos e ndo obesos, assim como em Nnosso
estudo (RODRIGUEZ et al. 2015).

Os estudos realizados na Ultima década demonstram que os fungos
apresentam uma funcdo complexa e multifacetada no trato gastrintestinal,
influenciando diretamente na salde e doenca do hospedeiro, através de interacdes
com as bactérias, com outros fungos e com o hospedeiro (CHU et al, 2018;
HUSEYIN et al, 2017; MUKHERJEE et al., 2015). Os fungos representam o mais
abundante grupo de eucariotos residentes no intestino humano, com implicacbes
na manutencao da saude e desenvolvimento de doencas em seres humanos (CHU
et al, 2018; HAMAD et al., 2016; HUSEYIN et al, 2017; MUKHERJEE et al., 2015).

Apesar da baixa quantidade de fungos no intestino, eles influenciam na
resposta imune do hospedeiro, com diminuicdo do processo inflamatério. Os
fungos também podem influenciar na composi¢cdo da comunidade bacteriana. Estas
observacfes sugerem que os fungos sao espécies-chave, isto €, organismos que
tém impactos ecoldgicos que superam em muito a sua representacdo numerica na
comunidade. Evidéncias sugerem que fungos cumprem este papel no ecossistema
intestinal (HOFFMANN et al., 2013; KUMAMOTO, 2016).

Apesar do reconhecimento da interacdo entre os fungos da microbiota
intestinal e o hospedeiro, pouco se sabe sobre as condicbes do hospedeiro que
poderiam influenciar na composicdo da comunidade fungica, assim como a
obesidade. Enquanto jA € amplamente reconhecido que a microbiota bacteriana
estd sujeita a influéncia da idade, indice de massa corporal, tipo de parto,
amamentacao, dieta, etnia, condicbes ambientais, assim como pH, oxigénio,
nutrientes e acidos biliares presentes no intestino, torna-se razoavel considerar que
essas condicdes adversas também poderiam influenciar a micobiota (EVERARD e
CANI, 2013; WALKER et al., 2014). Neste contexto, a obesidade € considerada
uma doenga pandémica, estreitamente relacionada com a microbiota intestinal e

caracteristicas como o tipo de alimentacdo, estado fisiolégico e estilo de vida
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(WHO, 2000). Alteraces da microbiota intestinal e seus metabdlitos séo esperados
na fisiologia de individuos obesos (EVERARD e CANI, 2013; WALKER et al.,
2014).

O resultado obtido nas analises de correlagdo confirma a relacdo entre o
aumento de fungos, e também a presenca de determinados fungos (cluster 2
DGGE) com parametros envolvidos em disturbios metabdlicos e maior consumo de
alimentos ricos em fibras e carboidratos. A correlagéo entre a presenca de fungos e
0s parametros descritos associados com sindrome metabdlica ja foram verificados,
demostrando que os fungos podem fazer parte da microbiota intestinal residente e
estarem relacionados a obesidade (RODRIGUEZ et al.,, 2015). Estudos
demonstraram também uma correlacdo positiva entre o maior consumo de
carboidratos e o aumento de fungos, principalmente C. albicans (RODRIGUEZ et
al., 2015; SAM et al., 2017; STEFANAKI et al. 2017).

De acordo com a literatura, poucos estudos tém caracterizado o micobioma
do trato gastrintestinal em individuos saudaveis utilizando metodologias
independentes de cultivo e com um numero amostral de individuos muito pequeno.
Através do pirosequenciamento do metagenoma fecal de 10 voluntarios saudaveis,
seis géneros de fungos foram descritos (DOLLIVE et al., 2012). Por outro lado,
utilizando analises de sequenciamento de alto rendimento para avaliar o efeito da
dieta nas comunidades microbianas da microbiota intestinal, foi observada a
presenca de 12, 15 e cinco géneros de fungos, bactérias e arqueias,
respectivamente (HOFFMANN et al., 2013).

Recentemente, foram analisadas 313 fezes de individuos saudaveis no
projeto microbioma intestinal humano para avaliacdo da micobiota intestinal por
analise de sequenciamento da regido IT2. A diversidade fungica foi muito menor
guando comparada a diversidade bacteriana. As leveduras predominaram,
representando oito dos 15 géneros mais abundantes. As comunidades fangicas
foram caracterizadas pela alta prevaléncia (acima de 80%) de Saccharomyces
cerevisiae, Malassezia restricta e Candida albicans (NASHA et al.,, 2017). O
primeiro estudo avaliando micobiota intestinal e tipo de parto revelou que
diferentemente da microbiota bacteriana intestinal, este fator n&o altera
significativamente a composi¢éo fangica intestinal do recém-nascido (WARD et al.,

2018). Até o momento, existem poucos estudos voltados para avaliacdo de fungos
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da microbiota intestinal, especialmente estudos comparando diferencas fisioldgicas
do hospedeiro, como individuos eutroficos, com sobrepeso e obesos
(MUKHERJEE et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2015).

E bem aceito que o desequilibrio do ecossistema intestinal possa contribuir
para varias doencas. Por exemplo, embora o tratamento antibacteriano possa ser
utilizado para tratar uma infeccéo, resulta na inibicdo do crescimento de certos
membros da microbiota, alterando a composicdo da comunidade, a qual pode
tornar-se vulneravel a invasdo por um novo microrganismo patogénico. Da mesma
forma, a resposta inflamatéria do hospedeiro a um patégeno recém introduzido
poderia reduzir os concorrentes dentro do nicho, favorecendo a invasao pelos
patdgenos putativos para a comunidade. Em pacientes que sofrem de doenca
inflamatoria intestinal, a disbiose, um desequilibrio na composi¢cdo da comunidade
microbiana, é frequentemente observada (KUMAMOTO, 2016). A relacdo da
micobiota intestinal na modulacdo do eixo microbiota-intestino-cérebro tem sido
atualmente reconhecida e caracterizada, possibilitando assim o surgimento de
novas terapias para tratamento de transtornos neuroldgicos e psiquiatricos
associados a modulacao da micobiota intestinal (ENAUD et al., 2018).

Considerando todas as limitacbes em relacdo a uma abordagem dependente
de cultivo, neste estudo, uma colecdo de mais de 800 amostras de fungos esta
disponivel para estudos adicionais futuros de ecologia e biologia microbiana, para
abordar melhor as varias questfes relativas a micobiota humana. Embora a
diversidade e a funcdo da microbiota bacteriana do coélon foram bem
caracterizadas, pouco se sabe sobre o micobioma no intestino grosso humano e
nas fezes (CUI et al., 2013). Uma das limitacbes dos métodos tradicionais de
cultura bacteriologica e micoldgica foi recentemente superado por avancos nas
técnicas de espectrometria de massa, que podem identificar com precisdo e
rapidamente microrganismos pela técnica de MALDI-TOF, permitindo rapida
identificacdo de grande numero de colénias (MORALES, BRIGNARDELLO E
GOTTELAND, 2010). Neste estudo, combinamos técnicas de espectrometria de
massa com conhecidos e novos meétodos de cultura, além dos meétodos
moleculares para o estudo do micobioma intestinal humano de individuos obesos e

com excesso de Peso.
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Embora pouco se sabe sobre a ecologia dos fungos durante a obesidade,
podemos sugerir, como observado para outras condicdes metabdlicas, que a
alteracdo da microbiota pode interferir na diversidade de fungos. Mesmo
considerando uma visdo panoramica da diversidade de fungos no intestino humano
comparando diferentes grupos de individuos, sdo necessarios novos estudos
prospectivos para melhor abordar o papel dos fungos pertencentes a microbiota

intestinal em individuos obesos e com excesso de peso.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Foram identificados trinta e quatro géneros e/ou espécies de fungos como
pertencentes a micobiota intestinal humana por metodologias dependentes de
cultivo. O filo predominante foi o Ascomycota. Foram encontrados 2 fungos do filo
Basidiomycota e 3 do género Zigomycota. A diversidade de fungos filamentosos
encontrada nos trés grupos de estudo foi maior do que a de leveduras. Os
individuos do sexo feminino apresentam maior diversidade de fungos quando
comparados com os individuos do sexo masculino. A estrutura da micobiota
intestinal tende a se diferenciar entre individuos obesos, com sobrepeso e
eutroficos, sendo menos semelhante entre os obesos e eutroficos, por analise
metagendmica.

Os individuos eutroficos apresentaram uma maior quantidade de fungos
filamentosos que os individuos obesos. O género Paecillomyces foi o predominante
no grupo dos individuos eutroficos. Existe uma correlagcdo positiva entre C.
parapsilosis e porcentagem de proteina da dieta no grupo dos individuos eutroficos.
A levedura C. albicans esta presente em maior quantidade nos individuos obesos
guando comparados aos individuos eutroficos.

O género Penicillium foi o predominante no grupo dos individuos nos
individuos obesos. Os individuos obesos apresentam um numero maior de cépias
de DNA de fungos. Existe uma correlacéo positiva entre os fungos Penicillium sp. e
Fonsecaea e porcentagem de carboidratos da dieta no grupo dos individuos
obesos.

A correlacdo entre os fungos e os parametros bioguimicos e nutricionais
revelou que nos individuos obesos ha uma correlagdo positiva entre os fungos
(fungos totais, leveduras e C. albicans) e todos os parametros antropomeétricos
avaliados, colesterol total, LDL, triglicerideos, hemoglobina, HOMA-IR, HOMA-(3,
insulina, glicose sérica, creatinina e porcentagem de fibras e carboidratos da dieta.
O grupo dos individuos eutroficos e com sobrepeso apresentou correlagcéo positiva
entre os parametros porcentagem de lipideos e proteinas da dieta e HDL.

Outros estudos séo necessarios para entender melhor a relacao causal entre
a micobiota intestinal e a obesidade. Esse conhecimento podera ser utilizado na

modulacdo da glicemia e no tratamento da obesidade no futuro.
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APENDICE A - Ficha de identificacdo macroscopica dos
fungos

FICHA DE IDENTIFICAC AO MACROMORFOLOGICA DOS FUNGOS — MICROBIOTA

HUMANA INTESTINAL
N° AMOSTRA: ( )Obeso ( ) Eutréfico
N° DUPLICATA:
Qtde de colonias diferentes: Qtde leveduras:  Qtde filamentosos:

Caracteristicas macromorfoldgica —
Leveduras

Verso

Cor: ( )branca ( )creme ( )laranja
( )vermelha( )marrom( )preta
Outra:

Aspecto: ( )lisa ( )rugosa ( )

cerebriforme ( ) umida ( ) cremosa (
) pastosa
Outra:

Reverso

Cor: ( )branca ( )creme ( )laranja
( )vermelha( )marrom( )preta
Aspecto: ( )lisa ( )rugosa ( )
cerebriforme

Outra:

Géneros

suspeitos:
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REsumMo

Os fungos apresentam papel importante na saude humana, sendo componentes da microbiota humana de
diversos sitios anatbmicos como, por exemplo, pele, cavidade bucal, trato gastrintestinal e trato geniturinario.
Sdo também agentes etiolbgicos de varias infecgbes, desde micoses superficiais até sistémicas. Os fungos
participam na regulacdo do sistema imunolégico, podendo promover o surgimento de alergias das vias aéreas
superiores. Estdo presentes na composi¢do da microbiota intestinal, formando o micobioma. Portanto, seu
papel no desenvolvimento da obesidade deve ser considerado, atuando tanto na modula¢io da resposta imune
local quanto através de sua interacdo com os demais microrganismos da microbiota intestinal. Este trabalho
tem como objetivo revisar aspectos da participa¢do microbiana na etiopatogenia da obesidade e discutir a
participagdo dos fungos no microbioma intestinal, sua relagio com a obesidade e as perspectivas futuras, com
a utilizagdo de metodologias moleculares, para um melhor entendimento do papel dos fungos na microbiota
intestinal na saide e na doenca.

Palavras-chave: Microbiota. Fungos. Obesidade

sendo destacada como um problema de satde publica
mundial (TORRES-FUENTES et al., 2013).
Recentemente, o Ministério da Sadde divulgou
uma pesquisa que revela que pela primeira vez mais
da metade (52%) da populagio brasileira apresentava
obesidade ou sobrepeso. O levantamento ¢ da Vigitel
(Vigilancia de Fatores de Risco e Protecio para

1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ definida pelo aumento do indice de
massa corporal (IMC), constituindo uma sindrome
metabdlica de causa multifatorial. Individuos com
IMC = 25 Kg/ m2 sao considerados como sobtepeso
e individuos com IMC 2 30 Kg/ m2 sio classificados

como obesos. Biologicamente, ¢ considerada como
sendo o acumulo de adip6citos nos tecidos, devido
ao clevado indice de massa corporal (BERNHARD
et al., 2013).

Desde 1997 a organizacdo mundial da saude vem
alertando para uma crescente epidemia de obesidade
nos paifses desenvolvidos, a qual levaria um maior
risco de desenvolvimento de doencas nao infecciosas
relacionadas a obesidade (PRENTICE et al., 2006)
(DIBAISE et al, 2008). Atualmente a obesidade
pode ser considerada uma pandemia (PRENTICE et
al., 2000), pois atinge tanto as populagdes dos paises
desenvolvidos quanto dos em desenvolvimento,

Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico), e os
dados foram coletados em 26 capitais brasileiras e no
Distrito Federal no ano de 2012 na populagio acima
de 18 anos de idade (BRASIL, 2013).

A obesidade infantil e o sobrepeso ja atingem
numeros alarmantes em muitos paises. (BERVOETS
et al, 2013). Dados da Pesquisa Nacional sobre
Nutri¢io e Saude demonstram que 33% da populagio
adulta dos Estados Unidos é obesa e 17% das
criancas ¢ adolescentes apresentam  sobrepeso
(DIXIT, 2008). E comum que as criancas obesas
apresentem maior risco para desenvolvimento de
comorbidades relacionadas ao excesso de massa
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corporal, como por exemplo, diabetes mellitus tipo
2 e doengas cardiovasculares prematuras (DIBAISE
et al,, 2008). Outros agravos a saude também podem
estar relacionados ao ganho excessivo de peso,
doengas como hipertensdo pulmonar, apnéia do sono,
disturbios gastroesofagicos, disturbios musculares e
até cancer (DIBAISE et al., 2008).

Ainflamagao cronica de baixo grau é a caracteristica
marcante de individuos obesos, que possuem maiores
niveis de citocinas inflamatérias circulantes (BOSELO;
ZAMBONI, 2000). O tecido adiposo dos obesos se
torna um sitio de células inflamatérias, principalmente
macréfagos do tipo M1, que secretam grandes
quantidades de citocinas inflamatérias e quimiocinas
que atraem um maior numero de células inflamatorias,
aumentando assim os niveis destas moléculas, que
contribuem ativamente para a inflamacao sistémica
nestes individuos (Haddad; Saade; Safieh-Garabedian,
2002). Estas pessoas podem apresentar niveis alterados
de leptina, horménio relacionado com a saciedade,
mas também descrito como importante indutor de
respostas inflamatérias do tipo Thl (ZHAO et al,
2003) (Bernotiene; Palmer; Gabay, 2006) (LAM; LU,
2007).

Além do status imunolégico alterado, ¢ sugerido
que a composicio bacteriana (espécies e abundancia)
da microbiota intestinal seja Gnica para cada individuo
(TILG; Kaser, 2011). Por outro lado, alguns autores
propde o conceito de um nucleo microbiano comum
entre os diferentes hospedeiros, entretanto, esta
proposicao tem sido questionada visto que, espécies
de nucleo anteriormente proposto podem representar
menos de 1% do total de componentes da microbiota
intestinal em alguns individuos semelhantes (Backhed
et al., 2004). Apesar da grande variabilidade na
composi¢do de espécies (microbiota), os perfis
genéticos funcionais (microbiomas) sio semelhantes
em individuos saudaveis. No entanto, essa redundancia
funcional pode refletir convergéncia evolutiva de
taxons nao relacionados, culminando em dificuldades
na compreensio do que constitui a variagio saudavel
ou patolégica na estrutura da comunidade microbiana
(Duncan et al., 2008) (Delzene; CANI, 2011).

De forma geral, varios estudos tém sugerido a
relacio entre a obesidade e a microbiota residente
intestinal, entretanto esses dados requerem atencio
em funcio da variagdo regional e social dos individuos
que pode refletir na qualidade microbiana endégena.
Em muitos estudos as diferencas observadas nio
tem se mostrado homogéneas. Além disso, sugere-
se a utilizagdo de diferentes metodologias analiticas
e a observagdo e descricdo de um conjunto maior
de varidveis que inclua observa¢oes intrinsecas no
individuo, além da simples descri¢ao de peso e IMC,

como a inclusio de dados sociodemograficos e clinico-
epidemiolégicos (regionalismo), e outros fatores
endégenos dos hospedeiros, como caracteristicas
imunologicas.

2 REVISAO DE LITERATURA

Esta revisio de literatura foi realizada por meio
do levantamento de dados encontrados nas bases de
dados NCBI — PubMEd, Scielo, Periédicos Capes e
Science Direct. Foram consultados artigos originais
e de revisio sobre o tema: Papel da microbiota
na modulacio da homeostase dos hospedeiros:
correlagdo entre micobioma intestinal e obesidade,
utilizando os descritores: micobioma, microbiota
intestinal e obesidade. O tempo para analise dos
artigos foi de trés meses e foram escolhidos os mais
relevantes em relacdo ao tema.

2.1 Obesidade, aspectos clinicos e
epidemiolégicos

A epidemia mundial de obesidade esta suscitando
esforcos para identificar fatores ambientais e
do hospedeiro que afetam o balanco energético
(TURNBAUGH et al., 2006). Dentre os fatores
ambientais relacionados ao aumento do indice de
massa corporal, podem ser destacadas as profundas
mudangas nos padroes alimentares mundiais e o custo
relativo dos alimentos, responsavel pelas transicoes
nos habitos alimentares (PRENTICE et al., 2000).
Alimentos de maior valor enérgico sdo consumidos
com maior frequéncia e em maior quantidade. A
composiciao qualitativa e quantitativa da dieta diaria
varia consideravelmente de refeicdo para refeicdo e
também de um dia para o outro, levando a variacGes
das taxas metabdlicas (EVERARD; CANI, 2013).
Fatores genéticos e habitos como fumo e pratica de
atividade fisica regular podem influenciar de forma
significativa o aumento ou a reducdo da massa
corporal em cada individuo (DIBAISE et al., 2008)
(VAEL, et al., 2011) (Torres-Fuentes et al., 2013).

Biologicamente, a obesidade ¢ definida como
um excesso de adipdcitos, correlacionados com
indice de massa corporal IMC), sendo caracterizada
como sindrome metabdlica de causa multifatorial,
com participagdo de hormonios, neuropeptideos
e citocinas. Assim, a obesidade tem conseqiiéncias
sobre o eixo neuro-imuno-endécrino (Dixit, 2008)
(Moller; Kaufman, 2005). O hipotalamo é o alvo de
varios sinais transmitidos perifericamente e também
de circuitos neuronais que controlam o balanco
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energético e a massa corporal (Williams; Harrold;
Cutler, 2000). Por volta de 1940, foi sugerido que
alguns nuicleos hipotalamicos podem ser centros
reguladores do apetite (hipotilamo lateral) e da
saciedade (hipotilamo ventro-medial). A area
delimitada pelo nucleo arqueado (ARC), situado perto
da base do terceiro ventriculo e imediatamente acima
da eminéncia mediana, é um dos chamados “6rgios
circunventriculares”, nos quais a barreira hemato-
encefalica ¢ modificada especialmente para permitir
a entrada de peptideos e protefnas circulantes, como
leptina e insulina, que sdo considerados sinalizadores
da massa corporal. Foi descoberto recentemente
que a regido ventromedial do hipotilamo é o alvo
principal da leptina, que age neste local inibindo a
ingestdo alimentar e aumentando o gasto energético
(WILLIAMS, 2001), através de circuitos neuronais que
possuem moléculas sinaliz adoras orexigenas (leptina)
e anorexigenas (grelhina), como o neuropeptideo
Y (NPY), galanina, orexina, dentre outros (DIXIT,
2008) (Sahu, 2003).

Nos dltimos anos, muitos trabalhos tém
relacionado o sistema neuroenddcrino ao sistema
imunolégico, estudando a interagdo dos hormonios,
células, neuropeptideos e citocinas na fisiologia dos
sistemas e na resposta imunolégica (Velloso; Savino;
Mansour, 2009) (Dardenne, 2009). Por exemplo,
uma inflamacdo periférica estimula a liberacio de
hormonio liberador de corticotrofina (CRH), que
por sua vez regula a resposta ao stress através da
producio de hormonio adenocorticotréfico (ACTH),
este hormonio promove a sintese e a liberagdo de
glucocorticéides, os quais tem potente a¢do anti-
inflamatéria, diminuindo as respostas imunoldgicas
tanto humorais quanto celulares (La Cava; Matarese,
2004). Ainda, existem mediadores comuns entre o
sistema neuroenddcrino e o sistema imune, como I1.-
1, IL-6 e TNF-a, que atuam modulando a inflamagao
através do eixo hipotalamo- pituitaria- adrenal (HPA)
(Turnbull; Rivier, 1999) (HADDAD; SAADE;
SAFIEH-GARABEDIAN, 2002).

O tecido adiposo tem importantes funcdes como
6rgio endodcrino ao produzir diversos hormoénios e
moléculas sinalizadoras, como a leptina, a qual tem
funcdo de regulacio do sistema imune, pois estd
envolvida na deficiéncia da resposta imune humoral
e celular, a adipocitocina, atuando como protetor
contra a inflamagao e as intetleucinas secretadas pelos
adipocitos (IL-6 e IL-8). A leptina ativa linfocitos
T, aumenta a resposta Thl, ativa mondcitos, entre
outros. Portanto a leptina pode ser considerada uma
citocina pré-inflamatéria (ALVEZ, 2000).

A inflama¢io do tecido adiposo ocorre como
uma consequéncia da obesidade, caracterizada pela

infiltracio e ativacdo de células do sistema imune,
elevando a sintese de citocinas e quimiocinas. Hsta
inflamacdo cronica contribui com os mecanismos de
indugio da resisténcia a insulina e, consequentemente,
ao desenvolvimento do diabetes tipo 2. Varios estudos
buscam identificar as subpopula¢Ses de células
imunolégicas que estdo envolvidas no processo
inflamatorio do tecido adiposo, compreender os
mecanismos que levam a inflamagio deste tecido
e desenvolver imunoterapias para reverter este
processo (HAN; LEVINGS, 2013). O aumento
nos niveis de leptina circulante, um dos principais
hormonios associados a obesidade, juntamente a
resisténcia central a este hormoénio relacionada com
os niveis reduzidos de grelina e adipocitocina estdo
relacionadas com o processo inflamatério observado
na obesidade (SIEGMUND et al., 2002).

Além disso, varios fatores como idade, estilo
de vida, alimentacio, influenciam a composicio da
microbiota intestinal. A mudanca na dieta é um fator
promissor na terapéutica da obesidade, por ser um
meio de facil intervencio (BRANDT et al., 20006).
Numerosos estudos utilizando modelos animais
e humanos demonstraram que a microbiota pode
influenciar a homeostase energética do hospedeiro
por de varios mecanismos (Qin et al., 2010). Porém,
estudos adicionais, de carater regional ainda sdo
necessarios para uma compreensio mais detalhada
da relagdo entre a composicao microbiota intestinal e
os variados fen6tipos metabdlicos como a obesidade,
e de como uma modulacdo destes microrganismos
poderia ser benéfica para alteragdao destes fenotipos.

Neste sentido ¢é aceito que as bactérias da
microbiota intestinal contribuem para a maturacdo
do sistema imune e diminuicdo de possiveis reacoes
alérgicas (BRANDT et al,, 2006) (MAZMANIAN
et al., 2005), porém nio é conhecida a relacio da
microbiota fungica intestinal com a modula¢io do
sistema imune do hospedeiro (CUI et al., 2013)

2.2 Implicagbes da microbiota intestinal
no desenvolvimento e manutengio

da obesidade

A microbiota intestinal humana ¢é constituida
por uma grande quantidade de microrganismos
distribuidos de maneira ndo homogénia, de acordo
com as caracteristicas de cada porcdo intestinal,
sendo o colén a parte que alberga o maior nimero
de microrganismos devido, principalmente, a grande
quantidade de nutrientes ali disponiveis, auséncia
de secrecOes intestinais e ao peristaltismo lento
caracteristico do local (Villela, 2004) (QIN et al,
2010). Estima-se que a microbiota intestinal contenha
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cerca de 150 vezes mais genes do que o genoma
humano (FLINT, 2011).

A participagdo das bactérias na composi¢ao
da microbiota humana é bem estabelecida, sendo
conhecidas as principais espécies bacterianas em
alguns sitios anatomicos, como pele, cavidade oral,
trato geniturinario e trato gastrintestinal (CUI et al.,

2013).
A enorme quantidade e diversidade de
microrganismos presentes no trato intestinal

contribuem com diversas func¢des, como: funcio
imunomoduladora, contribuindo para a maturagio
local e sistemica de uma tresposta
geracdo de imunotelerancia; metabolismo
de drogas; favorecimento do desenvolvimento de

imune e
uma

microvilosidades e importantes fungdes metabdlicas
(Villela, 2004) (TAGLIABUE; ELLI, 2013) (DIBAISE
et al., 2008) (Turnbaugh, 2000).

Somente nos dltimos dez anos, no entanto é que
o microbioma humano como um novo conceito
microbiolégico, o qual engloba a pesquisa de todos
os microrganismos (bactérias, fungos, arquéias e
virus) como componentes da microbiota de um
determinado sitio anatémico, vém sendo considerado.
Essa conotagio mudou em 2010, quando o termo
micobioma (uma combinacido das palavras micologia
e microbioma) foi utilizado pela primeira vez para
se referir ao microbioma fungico (CUI et al., 2013).
Existem diversas razbes patra incluir o estudo da
participagdo dos fungos na constitui¢io da microbiota
das diferentes partes do corpo. Alguns fatores
reforcam esta mudanca: (I) a incidéncia de infeccoes
fangicas tem aumentado significativamente nas duas
ultimas décadas, principalmente as oportunistas,
com o crescimento do ndmero de pacientes
imunossuprimidos, infectados pelo virus HIV,
transplantados ou em quimioterapia para cancer; (II)
doengas que eram consideradas como nao associadas
a fungos, hepatite, fibrose cistica e doencas intestinais
inflamatorias, hoje parecem estar relacionadas ao
micobioma de determinados locais e (I1I) a interagio
entre os diferentes biomas e entre o hospedeiro e o
micobioma sdo ctiticas na progressio das doencas
(CUI et al., 2013)

O micobioma de diferentes partes do corpo
interage entre si. Atualmente a interagdo melhor
compreendida é a que ocorre entre os fungos do trato
gastrintestinal e os do trato respiratério: um distarbio
causado por Candida albicans no micobioma intestinal
pode resultar em doenga alérgica pulmonar induzida
por Aspergillus fumigatus no micobioma pulmonar.
Alguns estudos apontam para a importancia da
utilizagdo de terapia prebiotica e probidtica na regulagao
do microbioma intestinal, no qual a diversidade

bacteriana intestinal aumentou significativamente
enquanto que a diversidade fungica, principalmente
0s oportunistas e patogénicos diminuiu. Este efeito
resulta na restauracdo da mucosa intestinal protetiva
relacionada a microbiota. A reducdo ou alteracio da
microbiota intestinal bacteriana pode resultar em
patologias, como por exemplo, a obesidade (CUI et
al., 2013).

Além disso, recentemente tem sido sugerido que
individuos obesos e eutréficos apresentam diferencas
na microbiota intestinal (DIBAISE et al., 2008). Um
exemplo claro desta influencia é o uso de adogantes
artificiais, capazes de induzir a intolerdncia a glicose,
através de alteragdes na composicio e funcionalidade
da microbiota bacteriana intestinal, podendo levar
ao desenvolvimento do diabetes tipo 2 (SUEZ et al.,
2014).

Evidéncias recentes tém sugerido o envolvimento
da microbiota intestinal na regulacdo energética, assim
como no processo inflamatério, sendo, portanto,
um fator ambiental relacionado a fisiopatologia da
obesidade. Diversos estudos utilizando modelos
animais tém sugerido que a composi¢ao da microbiota
intestinal ¢é diferenciada em individuos obesos e
eutréficos (BERVOETS et al., 2013).

E aceito que alguns microrganismos fermentam
componentes da dieta ndo digeriveis, produzindo
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente
acetato, propionato e butirato (Villela, 2004)
(Turnbaugh, 2006) (CANI; DELZENNE, 2009).
HEstes sio facilmente absorviveis e, estima-se que
sejam responsaveis por 10% da energia total da dieta
(CANI; DELZENNE, 2009). O acetato é captado
pelo figado, onde serve como substrato para a
gliconeogénese, sintese de colesterol e triglicerides
(MUSSO et al.,, 2010). A capacidade de fermentar
carboidratos a dcidos graxos de cadeia curta varia entre
as espécies microbianas, de modo que a composi¢ao
da microbota intestinal de um individuo influencia
na maior ou menor captagio de energia (Turnbaugh,
2000).

O propionato e o acetato sio ligantes fisiologicos
de dois receptores acoplados a proteina G (Gpr):
Gpr4l e Gprd3, expressos em diversas células
(imunes, endodcrinas e adiposas), ativando-os
(TURNBAUGH, 2006). A ativagdo da Gpr43
contribui para a inibicdo da lipdlise e diferenciagio
dos adipécitos, promovendo uma expangio do
tecido adiposo em animais submetidos a uma dieta
rica em gorduras (FARIAS et al., 2011). A interacio
dos AGCC com os receptores Gpr induz, também, a
secre¢do do hormonio peptideo YY (PYY) envolvido
com a redu¢io da motilidade intestinal, permitindo,

HU Revista, Juiz de Fora, v. 40, n. T2, p. 109-118, jan./jun. 2014



dessa forma, maior absor¢io de nutrientes no limen
intestinal (Villela, 2004) (Qin et al., 2010).

Além da maior absorcio de AGCC, a microbiota
intestinal promove, também, uma maior absor¢io
de glicose a partir da fermentacdo de componentes
nao digeriveis da alimentacio, levando a um aumento
da glicemia e, consequentemente, insulinemia,
dois fatores chaves na regulagdo da lipogénese. A
glicose e a insulina também sdo importantes no
processo de lipogénese de novo no figado, através da
expressao de varias enzimas chaves como Acetil-CoA
carboxilase (ACC) e acido graxo sintetase (FAS) e de
suas proteinas mediadoras ChREBP (carbohydrate
responsive element binding protein) e da SREBP-1
(sterol responsive elemento binding protein). Este
aumento foi demonstrado em camundongos “germ
free” ap6s a colonizacio do seu trato gastrointestinal
(Loos et al., 2008) (Lee; Mazmanian, 2010).

De acordo com a literatura, a microbiota intestinal
esta implicada, ainda, com a inibi¢do seletiva do
fasting-induced adipose factor (Fiaf), hormoénio
produzido pela mucosa intestinal, e que atua como
inibidor circulante da Lipopoteina lipase (LPL),
privilegiando o acimulo de triglicérides no adipdcitos
e diminuindo a lipdlise (Villela, 2004) (Qin et al.,
2010) BRANDT et al., 2006) (TURNBAUGH, 2006)
(Loos et al., 2008) (Lee; Mazmanian, 2010).

Assim, embora o papel das bactérias intestinais na
modulag¢do da resposta imune sistémica e da fisiologia
intestinal seja amplamente discutido, os efeitos de
outros microrganismos comensais sao desconhecidos
(KIM etal., 2014). Alguns autores relatam um aumento
na quantidade de fungos de cerca de 40 vezes apos
o tratamento de ratos com antibiéticos e retorno as
quantidades iniciais ap6s o fim do tratamento, exceto
Candida, a qual permanece mais abundante do que
antes do tratamento (DOLLIVE, 2013). O aumento
de fungos comensais da microbiota intestinal, em
camundongos tratados com antibiéticos podem
induzir inflamagoes alérgicas das vias areas (KIM et
al., 2014).

No trato gastroinstestinal humano, a levedura
Candida albicans, o fungo mais descrito na literatura
como membro da microbiota intestinal, pode
provocar, por translocacdo, infec¢Oes sistémicas.
Os enterécitos do  epitélio  intestinal secretam
uma grande quantidade e diversidade de muco, o
qual tem uma importante fun¢do na limitacdo da
multiplicacdo das células de C. albicans neste tecido.
Essas leveduras secretam aspartil proteinase, enzima
capaz de degradar o muco intestinal, o que contribui
para a patogenicidade da levedura, facilitando sua
penetragdo na barreira mucosa e subsequente adesao
e invasdo nas células epiteliais. Uma variedade de

adesinas fingicas estdo envolvidas na ligacdo a
proteinas de supetficie da célula hospedeira, incluindo
componentes da matriz extracelular, como laminina,
fibronectina e fibrinogénio (SILVA et al., 2014).

Embora algum conhecimento sobre o papel
dos fungos na fisiologia do trato gastrintestinal seja
disponivel, percebe-se a necessidade de estudos
prospectivos do micobioma intestinal para suscitar
inferéncias sobre a interagao fungo-hospedeiro na
obesidade pela comparagio da microbiota intestinal
e do perfil imunolédgico entre individuos obesos e
eutréficos previamente caracterizados em relagao ao
perfil nutricional, bioquimico e caracteristicas clinico-
epidemioldgicas.

2.3 Métodos de estudo de ecossistemas
microbianos intestinais

Através da utilizacio de métodos moleculares de
investigacdo, pesquisadores sugeriram que O trato
gastrintestinal humano contém aproximadamente
1012 microrganismos por mililitro de conteudo
luminal, composto por pelo menos 1800 géneros e
aproximadamente 15000 a 36000 espécies bacterianas
diferentes (DIBAISE et al., 2008). Ja foram descritos
cerca de 50 filos bacterianos compondo a microbiota
intestinal, entretanto dois deles sio dominantes:
Bacteroidetes e Firmicutes (MORALES et al., 2010)
(Brandt et al., 2006). Os recém-nascidos sio estéreis,
no momento do nascimento, ndo apresentando
microbiota intestinal. Nos primeiros dias de vida,
comeg¢am a adquirit a sua microbiota do trato
gastrintestinal, se estabilizando por volta dos dois
anos de idade. Apds este periodo, esta comunidade
ja adquire as mesmas caracteristicas da idade adulta
(BRANDT et al., 2006).

Os trabalhos atuais revelam que a variagdo na
composicao e diversidade da microbiota intestinal,
pelas  alteracdes  qualitativas e
quantitativas dos filos, géneros e espécies bacterianas

caracterizada

foi correlacionada a obesidade. O primeiro estudo
realizado revelando estas alteracdes foi realizado em
ratos obesos e demonstrou um aumento de Firmicutes
e diminuicao de Bacteroidetes na microbiota intestinal
(EVERARD; CANI, 2013).

Diversos estudos sdo realizados para avaliar a
participagdo das bactérias na microbiota intestinal,
entretanto, a diversidade fungica deste ecossistema
¢é pouco conhecida (GOUBA, et al,, 2014). Isso se
deve em parte a utilizagdo de técnicas dependentes
de cultivo e caracterizagao morfologica e fisiologica
dos fungos, o que restringe a identificagdo apenas dos
cultivaveis (SCUPHAM et al., 2000).
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As técnicas de cultivo basicas de fungos remontam
a década de 1920 e consistem na inoculacio das
amostras em meios de cultura sélidos em placas de
Petri ou frascos contendo meios de cultura liquidos
estéreis. Os resultados dos experimentos sio feitos
visualmente, através da avaliacgio do ctrescimento
das estruturas fingicas e também de modificagbes
do meio de cultura devido a sua composi¢do. Os
métodos de cultura de fungos tém evoluido muito nas
ultimas décadas. Entretanto organismos encontrados
em pequenas concentragdes ou aqueles que requerem
interagbes com outros organismos niao podem ser
identificados pelos métodos classicos de cultivo (CUI
et al,, 2013).

Assim como as bactérias ndo cultivaveis, os fungos
nao cultivaveis compreendem a maior parte do
micobioma humano (CUI et al., 2013). Por exemplo,
podemos citar o trabalho de Chen et al.,, 2011, onde
somente dois fungos foram obtidos por métodos de
cultura: Saccharomyces cerevisiae e Candida spp.,
de um total de 37 fungos intestinais relatados, que
possuem correlagdo direta com a hepatite B cronica
(CHEN, 2011).

As limitagbes dos métodos dependentes de
cultivo levaram nos ultimos vinte anos, a introducio
de abordagens independentes de cultivo. Assim,
novas metodologias para a classificagdo dos fungos
que nio requerem cultivo foram desenvolvidas, tais
como andlises de polimorfismo dos comprimentos de
fragmentos de restricdio (RFLP), impressio digital de
fragmentos de DNA codificador para rRNA (OFRG),
eletroforese em gel com gradiente de desnaturagdo
(DGGE) ¢ hibridizacio in situ (CUI et al., 2013).

O sequenciamento direto dos genes dos fungos
tem-se mostrado o melhor método para caracterizagao
do micobioma. Além disso, com o desenvolvimento
das novas plataformas de sequenciamento (454
Roche, Illumina, HiSeq e MiSeq, lon Torrent) tem
apresentado uma melhor relagio custo — beneficio
quando comparada a metodologia classica de Sanger
(CUI et al., 2013).

A sele¢io de regides gendmicas alvos ¢ uma
técnica comum para estudo de diversidade fungica,
assim como ocotre para os estudos de diversidade
bacteriana do microbioma. O gene RNA ribossomal
¢ a regido alvo mais comumente utilizada, visando
principalmente a subunidade menor 18S do tDNA,
a subunidade maior 285 do tDNA e a regidao dos
espacadores internos transcritos (ITS). Entretanto, o
RNA 28S vem sendo gradualmente eliminado como
regido alvo, devido a auséncia de diferenciagdo para
muitas espécies fungicas (CUI et al., 2013).

Até o momento nio existe consenso de qual seria
a melhor regido alvo, 18S ou ITS. Comparada com a

regido alvo 18S, a ITS é mais diversificada permitindo
melhor classificagio filogenética (identificagdo de
géneros). Entretanto, a alta conservagiao da regido
188, facilita a amplificacio do rDNA fungico. A
escolha de qual regido dentro da regido alvo ITS deve
ser criteriosa, pois iniciadores ITS-1 e ITS-1F devem
ser utilizados para amplificacdo dos basidiomicetos
e iniciadores ITS-2 e ITS-4 para amplificacio dos
ascomicetos (CUI et al., 2013).

Existem poucos relatos da presenca de organismos
eucariotos na microbiota intestinal que reflitam
a abundancia ou diversidade de fungos entéricos
(SCUPHAM et al, 2000) (GOUBA, et al, 2014).
Um dos primeiros estudos para avaliar a micobiota
intestinal utilizou como modelo ratos. Os principais
filos de fungos descritos foram Ascomycota,
Basididiomycota, Chritidiomycota e Zigomycota. Os
géneros encontrados foram Acremonium, Monilia,
Fusarium, Cryptococcus, Scleroderma, Catenomyces,
Spizellomyces, =~ Neocallimastix, =~ Powellomyces,
Entophlyctis, Mortierella, Smittium e a ordem
Mucorales (SCUPHAM et al., 2000).

Recentemente um estudo revelou a diversidade
de fungos leveduriformes, filamentosos e também
organismos protistas na microbiota intestinal. Foram
avaliadas fezes de sete individuos de quatro paises
tropicais, dentre eles o Brasil. Foram identificadas 38
espécies de fungos por técnicas de cultivo e técnicas
moleculares. Os fungos Malassezia sp., Trichosporon
sp., ¢ Candida sp. foram encontrados em todas as
amostras analisadas, sugerindo distribuicdo mundial
destes, mas outros estudos sdo necessirios para
caracterizacdo completa deste micobioma (GOUBA,
et al., 2014).

Em outra abordagem, a avaliacio de amostras de
fezes de dez individuos saudaveis, por de técnicas
moleculares, revelou a presenca dos seguintes fungos:
Wallemia, Trichocomaceae, Saccharomycetaceae,
Rhodotorula, Pleosporaceae, Metschnikowiaceae,
Cystofilobasidiaceae, Ascomycota, Amphisphaeriaceae
e Agaricaceae (DOLLIVE et al.,, 2012).

3 DiscussAo

A obesidade, atualmente, configura-se como um
sério problema de satde puiblical, sendo reconhecida
como um fator negativo associado a um grande
numero de doengas como diabetes do tipo 2, doengas
vasculares, cardiacas e cancer (Speakman, 2004)
(DIXIT, 2008). Suas complicacées e implica¢oes
metabélicas sao consideradas os principais desafios
a serem combatidos no século XXI, uma vez que o
nimero de obesos é crescente em todo o mundo,
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atingindo inclusive os pafses mais pobres ou em
desenvolvimento (PRENTICE et al., 2000).

O aumento do nimero de individuos obesos e
de doengas associadas a obesidade possui um efeito
substancialmente negativo na longevidade: reducio
de 5 a 20 anos na expectativa de vida, dependendo do
grau de obesidade (Fontaine; Barofsky, 2001). Dados
originados da Pesquisa Nacional sobre Nutricdo
e Saude, realizada nos Estados Unidos, mostrou
que 33% da populagio adulta sio obesos e 17%
das criancas e adolescentes apresentam sobrepeso
(Mokdad et al., 2003) (Ogden; Carroll; Flegal, 2008).
Este aumento da obesidade entre os mais jovens é
um fato preocupante, uma vez que eles apresentario
riscos associados a obesidade durante um longo
periodo de suas vidas (Caballero, 2007).

Além do status imunoldgico alterado, ¢ sugerido
que a composicdo bacteriana (espécies e abundancia)
da microbiota intestinal seja unica para cada
individuo. Por outro lado, alguns autores propde o
conceito de um nucleo microbiano comum entre os
diferentes hospedeiros, entretanto, esta proposi¢ao
tem sido questionada visto que, espécies de nucleo
anteriormente proposto podem representar menos de
1% do total de componentes da microbiota intestinal
em alguns individuos semelhantes (MORALES et
al., 2010) (Brandt et al., 2006). Apesar da grande
variabilidade na composi¢io de espécies (microbiota),
os petfis genéticos funcionais (microbiomas) sio
semelhantes em individuos saudaveis. No entanto,
essa redundancia funcional pode refletir convergéncia
evolutiva de tiaxons nio relacionados, culminando
em dificuldades na compreensio do que constitui
a variacdo saudavel ou patolégica na estrutura da
comunidade microbiana (TRAYHURN; WOOD,
2004).

De forma geral, varios estudos tém sugerido a
relacio entre a obesidade e a microbiota residente
intestinal, entretanto esses dados requerem aten¢ao
em fungio da variagao regional e social dos individuos
que pode refletir na qualidade microbiana endégena
(BRANDT et al, 2006). Em muitos estudos
as diferencas observadas niao tem se mostrado
homogéneas. Além disso, sugere-se a utilizagdo de
diferentes metodologias analiticas e a observagiao
e descricio de um conjunto maior de varidveis que
inclua observacoes intrinsecas no individuo, além da
simples descri¢ao de peso e IMC, como a inclusao de
dados sociodemograficos e clinico-epidemioldgicos
(regionalismo), e outros fatores enddgenos dos
hospedeiros, como caracteristicas imunolégicas.

Assim, as proposicoes sobre a participacio
microbiana na etiopatogenia da obesidade reafirma
que o sempre foi um desafio para os pesquisadores:

o conhecimento das comunidades microbianas dos
diferentes ambientes. A limitacdo destes estudos no
passado foi principalmente devido as metodologias
usadas. Inicialmente as investigacoes eram basicamente
observagoes microscopicas (EIKELBOOM,
1975), porém as diferentes populagdes bacterianas
nio podiam ser distinguidas. A partir de métodos
baseados em cultivo e isolamento, algumas bactérias
comecaram a ser identificadas, e essa metodologia
foi indispensavel para aumentar a compreensio a
respeito de organismos especificos (GILBRIDE;
LEE; BEAUDETTE, 2000).

A grande maioria dos microrganismos nio pode
ser facilmente cultivada, assim essas técnicas baseada
em cultura selecionavam apenas os micro-organismos
heterétrofos que melhor se adaptavam as condigoes
de crescimento dos meios gerais de cultivo. Dessa
maneiraareal composicio ediversidade dacomunidade
microbiana dos diversos ecossistemas eram
subestimadas (GILBRIDE; LEE; BEAUDETTE,
2006) (WARD; WELLER; BATESON, 1990).
Ainda sobre a capacidade de cultivo, em quase todos
os sistemas, estima-se que o nimero de bactérias
cultivaveis é extremamente pequeno, menor que 1%
(WARD; WELLER; BATESON, 1990).

Alguns grupos de pesquisa tém utilizado
técnicas de sequenciamento de nova geracio para
caracterizar as diferentes populacSes microbianas,
revelando assim que o microbioma humano difere
profundamente em diferentes regides do corpo e entre
individuos. As diferencas entre as regides do corpo
estao associadas com disponibilidade de nutrientes,
dgua, oxigénio e outros fatores especificos de cada
local. A origem das diferencas entre individuos,
nio esta totalmente esclarecida, entretanto reflete
diferencas na colonizagdo durante a vida e diferentes
exposi¢oes ambientais, como por exemplo, utilizagao
de antibioticoterapia. Outra exposi¢ao ambiental nao
completamente esclarecida ¢ a dieta (HOFFMANN
el al,, 2013).

Em relagio a participagao fingica na homeostase
e, portanto saude dos hospedeiros, considera-se que o
estudo do micobioma humano possa contribuir para
expansio do conhecimento sobre a real significaincia e
papel do microbioma humano. Diversos micobiomas
em diferentes sitios anatomicos tem sido propostos e
diversos padroes de associagdo fingica sio associados
a diferentes patologias (CUI et al., 2013).

O micobioma contribui para a doenca através
da interacdo entre este e os diferentes biomas, bem
como através da interagdo direta com o hospedeiro.
Estudos futuros de caracterizagio do micobioma
serdo importantes para o entendimento da patogénese
das doencas, bem como para o desenvolvimento
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de novas terapias. Portanto, a caracterizacio do
micobioma intestinal torna-se muito importante para
o entendimento do processo da obesidade e pata a
selecdo de novos alvos terapéuticos contra essa nova
epidemia mundial, uma vez que pouco se sabe da
participacdo dos fungos da etiopatogenia da doenga.

4 CONCLUSAO

De forma geral, varios estudos tém sugerido a
relacio entre a obesidade e a microbiota residente
intestinal, entretanto esses dados requerem atengao
em funcio da variagdo regional e social dos individuos
que pode refletir na qualidade microbiana endégena.
Em muitos estudos as diferencas observadas nio
tem se mostrado homogéneas. Além disso, sugere-
se a utilizacdo de diferentes metodologias analiticas
e a observagdo e descricdo de um conjunto maior
de varidveis que inclua observa¢des intrinsecas no
individuo, além da simples descri¢ao de peso e IMC,
como a inclusio de dados sociodemogtraficos e clinico-
epidemiol6gicos  (regionalismo), e outros fatores

endégenos dos hospedeiros, como caracteristicas
imunoldgicas.

Neste contexto, a participacio dos fungos na
microbiota intestinal nio estd bem esclarecida, ao
contrario do observado para as bactérias, apesar
das divergéncias metodolégicas. O principal fungo
descrito na literatura como integrante da microbiota
humana é a levedura Candida albicans, e isto se
deve em grande parte pela utilizacio de métodos
dependentes de cultura para o estudo dos fungos.

A aplicacdo de métodos independentes de cultura,
baseados em técnicas moleculares de estudo constitui
um grande avango para a avaliacio do micobioma
intestinal humano. Entretanto, atualmente, poucos
estudos estio voltados para o conhecimento da
diversidade fungica existente neste sitio anatémico.

A determina¢do da composi¢io do micobioma
intestinal, bem como sua relagio com os demais
organismos presefites neste ecossistema, como pot
exemplo, as bactérias e seu envolvimento namodulagao
do sistema imune contribuirdo significativamente
para o entendimento da participagio dos fungos na
fisiopatologia da obesidade.

The role of microbiota in the modulation hosts homeostasis: correlation between obesity and intestinal

mycobiome

ABSTRACT

The fungi play an important role in human health and are components of the human microbiota anatomical
sites such as skin, oral cavity, gastrintestinal and genitourinary tract. They are also etiologic agents of various
infections, from superficial and systemic mycoses. The fungi are involved in regulating the immune system
and may promote the onset of upper airway allergies. They are present in the composition of the intestinal
microbiota, forming the mycobiome. Therefore, its role in the development of obesity should be considered,
acting both in the modulation of local and through immune response its interaction with other microorganisms
in the intestinal microbiota. This paper aims to review the involvement of microorganisms in the obesity
etiopathogeny and discuss the involvement of fungi in the intestinal microbiome, its relationship with obesity
and future prospects, with the use of molecular methods to better understand the role of fungi in the intestinal
microbiota in health and disease.

Keywords: Microbiota, Fungi, Obesity
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Abstract

Fungi have a complex role in the intestinal tract, influencing health and disease, with dysbiosis contributing to obesity. Our
objectives were to investigate fungal diversity in human gut microbiota among eutrophic, overweight, and obese. Epidemio-
logical and nutritional information were collected from adult individuals, as well as stool samples processed for selective
fungi isolation and identification by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (yeasts) or
microculture (filamentous fungi). Further 18S rDNA sequencing was performed to confirm identification. The mean count
of fungi was 241 CFU/g of feces. Differences in the population level of the filamentous fungi were observed within eutrophic
and obese groups. Overall, 34 genera were identified. The predominant phylum was Ascomycota with 20 different genera,
followed by Basidiomycota and Zygomycota. As for Ascomycota, the most prevalent species were Paecilomyces sp., Peni-
cillium sp., Candida sp., Aspergillus sp., Fonsecaea sp., and Geotrichum sp. (76.39, 65.28, 59.72, 58.33, 12.50, and 9.72%,
respectively). As for Basidiomycota, Trichosporon sp. and Rhodotorula sp. were the most prevalent (30.56 and 15.28%,
respectively), and for Zygomycota, Rhizopus sp. and Mucor sp. were the most numerous (15.28 and 9.72%, respectively). As
expected there is a mycobiota shift towards obesity, with slightly higher diversity associated to eutrophic individuals. This
mycobiota shift seems also to be related to the nutritional behavior of the individuals, as observed that the macronutrients
intake may be positively related to the different fungi occurrences. Other studies are needed to better understand relationships
between mycobiota and obesity, which could be used in future obesity treatments.

Introduction

The human gut microbiota is a diverse ecosystem in which
microorganisms coexist and interact with their hosts
[25-27]. Historically, most of the literature has been focused
on gut bacteria [23, 24, 29]. However, fungi can be found
in a variety of body regions and its inclusion in studies has
become highly relevant [10, 26, 30]. The incidence of fungal
infections has increased in immunosuppressed populations.
Several diseases, such as inflammatory bowel disease, are
associated with fungi microbiota. The fungi have a complex,
multifaceted role in the gastrointestinal tract [3, 6, 13].
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The microbial inhabitants of the gut are also implicated in
the multifactorial etiology of obesity, which is now consid-
ered a pandemic [22]. There are several reports on gut bacte-
rial diversity in obese patients relating the bacterial popula-
tion shifts to changes in body weight mass [3]. However, few
studies report the fungal microbiota in humans [10].

Considering the emergence of information on microbial
ecology, the aim of this study was to investigate the fungal
diversity of the human gut microbiota among eutrophic,
overweight, and obese individuals in order to contribute reli-
able information on gut microbial ecology shifts between
these individuals. We also aspire to build a consistent human
gut-derived mycoteca to be available for further investiga-
tions on microbial ecology [29].
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Materials and Methods
Participants and Specimen Collection

This is a cross-sectional and case-controlled study
approved by the Human Research Ethics Committee
(479.002/2013) at the Federal University of Juiz de Fora
(UFJF). There were 72 adult participants selected from
a clinic nutrition service at the UFJF teaching hospital
and from the community (city of Juiz de Fora, MG, Bra-
zil). Participant selection criteria for study participants
included the following: age between 18 and 60 years and
no record of intestinal diseases, diabetes, or use of antimi-
crobial drugs during the last month. Anthropometric meas-
urements were taken after written informed consent was
obtained. The participants were classified as eutrophic,
overweight, or obese in accordance with their body mass
index (BMI). Fecal samples were collected in sterile vials
given to the participants after informed consent and physi-
cal data measurement. All the participants were instructed
to collect the feces samples in the next morning after per-
sonal hygiene and send immediately to the research labora-
tory for analysis.

Dietary Assessment

A quantitative food frequency questionnaire (QFFQ) was
used to estimate the habitual dietary intake of the par-
ticipants and further evaluation of ingested macronutri-
ents (carbohydrates, proteins, fibers, and lipids). For each
QFFQ item, the volunteers reported the average frequency
of habitual consumption (daily, weekly or monthly) for
the last 6 months and the size of the portion ingested.
The analysis of habitual food consumption was performed
using tables of food composition [4].

Fungi Isolation and Quantification

The fecal samples were homogenized and 1 g aliquots were
submitted to a tenfold serial dilution in sterile saline solu-
tion (NaCl, 0.9%). Sabouraud dextrose agar with chloram-
phenicol (SDC) was inoculated with 0.1 ml from the 107!
to 1073 dilutions. Fungal samples were incubated at 28 °C
for up to 7 days in aerobic conditions. Specimen isolation
and colony forming unit (CFU) counts were performed
after 5-7 days, and the CFU/g of feces was calculated for
both filamentous fungi and yeast samples. In a qualitative
approach, only random, isolated colonies representative of
the macro morphological diversity were picked for further
characterization upon visual inspection.

@ Springer

Fungi Characterization

The fungal samples were characterized as yeast-like or
filamentous according to their macroscopic characteristics.
For the filamentous samples, microscopic identification was
performed using microculture using potato dextrose agar
[14, 17, 21]. The yeast samples were identified by matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) and carbon assimilation
tests (auxanogram) [2, 16] followed by formic acid/ethanol
protein extraction in accordance with the Bruker Daltonics
GmbH protocol [1, 19]. Positive controls were also inocu-
lated with 1 pL of microbial test standard solution (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany), 0.001 of Candida albicans
INCQS 40175, and Candida krusei INCQS 40147. The iden-
tification of yeast samples was performed using MALDI-
TOF MS Biotyper RTC software 3.0 (Bruker Daltonics).
The results were scored as log score values according to the
manufacturer’s requirements and were classified into 1 of the
following 3 groups: secure genus and species identification
(>2.0), secure genus identification (1.7-2.0), or no reliable
identification (<1.7). The mass spectra were visualized by
Bruker Daltonics flexAnalysis version 3.3.75.0 software and
investigated by ClinProTools version 3.0 software (Bruker
Daltonics) [5, 14].

Molecular Identification of Representative Fungi
Isolates

The genomic DNA from representative samples of the most
prevalent identified fungi groups was extracted using Fast
DNA Spin Kit (MP Biomedicals, France). The DNA extracts
were used as template for polymerase chain reactions (PCR)
targeting the molecular marker 18S rDNA using the uni-
versal primers FungiQuant-F: 5-GGRAAACTCACCAGG
TCCAG-3" and FungiQuant-R: 5'-GSWCTATCCCCAK
CACGA3' [8, 18]. The PCR cycles were composed of an
initial denaturating step of 95 °C for 5 min, followed by 50
amplification cycles of 95 °C for 30 s, 58 °C for 30 s, and
72 °C for 30 s and a final extension was 72 °C for 5 min [18].
Amplicons were purified using the QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen, Inc.) and the DNA fragments obtained were
sequenced in an ABI Prism 3730 DNA sequencer (Applied
Biosystems, USA), and results blasted against the nucleotide
database of the National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI).

Statistical Analysis
Data on fungi quantification were considered not normally

distributed and were therefore analyzed using nonparametric
tests. For statistical calculations, the Kolmogorov—Smirnov
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normality test was performed using 5% significance and
the Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used for
groups comparison and a P-value of <0.05 was considered
statistically significant. The data were normalized to Log,
to express these results. Spearman’s correlation coefficient
was used to analyze the association between the count of
fungi (fungi total, filamentous, and yeast) and macronutri-
ents. Canonical Correlation Analysis (CCA) was performed
between the principal components of data estimated in the
multivariate analysis (axis 1 and axis 2). Statistical calcula-
tions were performed using IBM SPSS for Windows version
20.0 software (IBM, Armonk, NY, USA), PAST (version
3.14) program, and XLSTAT program (version 2014.1.04)
in Microsoft Excel 2016 (Addinsoft).

Results

The sociodemographic characteristics of the 72 volunteers
are shown in Table 1. The eutrophic and obese groups con-
sisted mainly of women. Overall, the average age was 39.61.
Measurements for abdominal, waist, and hip circumfer-
ences; waist-hip ratios; and BMI gradually increased from
eutrophic towards the obese group. In females, anthropomet-
ric measurements displayed significance differences between
the eutrophic and obese groups.

The total fungi CFU count in this study was 21.237. Fila-
mentous fungi or yeasts were observed in fecal samples of
all volunteers with a mean count of 295 CFU/g of feces. To

perform statistical analyses, the CFU counts were normal-
ized as Log, as the resulting data were nonparametric and
abnormally distributed. The mean count of yeast was 1.86,
2.20, and 2.23 log10 CFU/g of feces and the mean count
of filamentous fungi was 1.94, 2.58, and 1.07 log10 CFU/g
in eutrophic, overweight, and obese, respectively (Table 2).
The cultivable gut mycobiota did not indicate a significant
difference within the three groups, except for the filamen-
tous fungi in the eutrophic and obese groups (P <0.05). We
isolated 1136 fungal colonies representative of the macro
morphological diversity, identified 854, and classified 34
different genera or species. Of the isolated samples, 25%
were unable to be identified (filamentous fungi [268 sam-
ples]; yeasts [14 samples]). Overall, all yeast samples except
Trichosporon were identified at the species level, whereas all
filamentous fungi samples were identified only up to genus
level. Only one species was observed for each yeast genus
except for Candida sp., in which we identified 10 different
species, as described below. Identification of the fungi was
confirmed by the sequencing of the taxonomic marker 18S
rDNA of isolates representative of the most prevalent genera
of fungi observed.

Several filamentous fungi and yeasts and a common
cluster of 16 different fungi were identified in both genders.
Besides the common cluster, in the female group several
additional fungi were exclusively observed, if compared to
the male group (Fig. 1).

Genera or species distribution was relatively even among
the 3 different volunteer groups. A common fungi cluster

Table 1 Sociodemographic and

- o Characteristics Groups of individuals P<0.05%
anthropometric characteristics
of the volunteers included in Eutrophic Overweight Obese
the study (n=24) (n=24) (n=24)
Gender (male/female) 5/19 12/12 9/15
Average age (years +SD) 3791+12 38.12+13.38  42.79+11.67
Average body mass index (mean + SD) 22.82+1.77 27.01+1.34 36.98+6.04 a,b,c
Abdominal circumference (mean + SD)
Male 93.80+9.80 94.75+4.12 111.22+16.63 b, c
Female 82.29+5.00 94.63 +5.87 118.73+14.10  a,b,c
Waist circumference (mean + SD)
Male 87.00+9.19 91.00+4.12 110.66+17.38 b, c
Female 74.92+4.34 86.42+4.93 113.33+15.79 a,b,c
Hip circumference (mean + SD)
Male 100.00+4.12  104.91+3.87 110.77+4.32 b, c
Female 99.21+4.83 105.91+4.67 124.13+13.04 a, b, c
Waist-hip ratio (mean + SD)
Male 0.87+0.70 0.87+0.55 1.00+0.16 b, c
Female 0.75+0.40 0.81+0.50 0.93+0.08 a,b,c

*Significant statistical analysis: a: comparison between eutrophic and overweight volunteers’ values; b:
comparison between obese and overweight volunteers’ values; c: comparison between eutrophic and obese

volunteers’ values

@ Springer
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Table 2 Total fungi,

Mean + SD fungi count Groups of individuals P <0.05%%*
ﬁlamentous, and yeast counts (Log,o CFU/g of feces*) ' ‘
isolated from eutrophic, Eutrophic (n=24) Overweight (n=24) Obese (n=24)
overweight, and obese
individuals Total fungi 2.20+0.74° 2.74+1.07° 2.26+0.58°
Filamentous 1.94+0.80*° 2.58+1.19 1.07 +0.44 a
Yeast 1.86+0.88" 220+1.05° 2.23+0.81°
SD standard deviation
*Log, of colony forming units (CFU) per gram of fecal specimens were calculated to normalize and pre-
sent the data.
**Significant statistical analysis: a: comparison between eutrophic and obese volunteers’ values (Wilcoxon
Matched-Pairs Signed Ranked Test), b: no statistically significant difference
Total genera/species count guilliermondii and C. krusei (2.78%); and C. glabrata, C.
pararugosa, C. metapsilosis, C. intermedia, C. lipolytica,
and C. orthopsilosis (1.39%). As for Basidiomycota, Tri-
chosporon sp. was the most frequently identified genus
(30.56%). Rhodotorula mucilaginosa was also identified
(15.28%). In the Zygomycota phylum, Rhizopus sp. and
Mucor sp. were the most prevalent for filamentous fungi
(15.28 and 9.72%, respectively). Other fungi were observed
in rates <9.0% (Table 3).

When evaluating the relative abundance on fungi iso-
lation in the different individual groups, the major fungi
groups were observed at similar rates among all the isolates.
In qualitative terms, the results suggest a slightly higher

Female Male diversity of fungi within eutrophic individuals if compared

Fig.1 Venn diagram representative of the fungal diversity and quali-
tative clustering according to their occurrence exclusively or shared
between males and females. a Acremonium sp., Beauveria sp., Bipo-
laris sp., C. glabrata, C. intermedia, C. metapsilosis, C. orthopsilo-
sis, C. pararugosa, E. dermatitidis, Emmonsia sp., Fonsecaea sp., G.
silvicola, Helminthosporium sp., Phialophora sp., Pichia manshu-
rica, Syncephalastrum sp.; b Aspergillus sp., C. albicans, C. guilli-
ermondii, C. krusei, C. parapsilosis, Chaetomium sp., Cladosporium
sp., Drechslera sp., Mucor sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., R.
mucilaginosa, Rhizopus sp., S. cerevisiae, Scopulariopsis sp., Tri-
chosporon sp.; ¢ C. lipolytica, L. elongisporus

comprising 13 genera or species was observed and included
8 different filamentous fungi and 5 different yeasts (Fig. 2).

The predominant phylum was Ascomycota, which con-
tained 20 different fungi, followed by phyla Zygomycota and
Basidiomycota with 3 and 2 different fungi, respectively.
Zygomycota and Basidiomycota were found in eutrophic,
overweight, and obese groups, with exception of Syn-
cephalastrum sp. (Zygomycota), which was found only in
eutrophic individuals. As for Ascomycota, Paecilomyces
sp., Penicillium sp., Candida sp., Aspergillus sp., Fonse-
caea sp., and Geotrichum silvicola were the most isolated
fungi (76.39, 65.28, 59.72, 58.33, 12.50, and 9.72%, respec-
tively). Within the genus Candida, 10 species were iden-
tified: C. parapsilosis (29.17%); C. albicans (16.67%); C.

@ Springer

to the overweight and obese groups (Fig. 3).

Considering the association between the count of fungi
(fungi total, filamentous, and yeast) and macronutrients, as
observed by the Spearman correlation test, a positive cor-
relation was observed between the macronutrient carbo-
hydrate and the filamentous fungi count in the overweight
group (r=0.534) (Fig. 4). Although other positive correla-
tions were observed, no strong correlations (P <0.05) were
observed between the three groups of individuals (eutrophic,
overweight, and obese) for macronutrients (carbohydrates,
proteins, lipids, and fibers) and fungi counts (total, filamen-
tous, and yeast fungi).

In order to classify group of individuals (eutrophic,
overweight, and obese) according to their macronutrients
intake and fungi isolation, a canonical correlation analysis
was performed. The two first discriminant functions (axis
1 and 2) expressed 84.1% of the total variation, with 48.5%
for the first discriminant function and 35.6% for the sec-
ond (Fig. 4). The eigenvalues, which indicate the ratio of
between-groups variability to within-groups variability for
a function, were 0.082 and 0.060 for the first and second
functions, respectively. The eutrophic group was the most
differentiated. The protein macronutrient and C. parapsi-
losis fungi play an important role in group discrimination
on axis 2, and eutrophic group was the most unique of the
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| - Total genera/species count

Overweight

Eutrophic

Il - Filamentous fungi genera/species count
Overweight

Eutrophic Obese

Fig.2 Venn diagram representative of the fungal diversity and quali-
tative clustering according to their occurrence exclusively or shared
between eutrophic, overweight, and obese individuals. a Filamentous
fungi (Drechslera sp.), yeasts (C. intermedia, C. guilliermondii, C.
lipolytica, L. elongisporus); b filamentous fungi (Acremonium sp.);
¢ filamentous fungi (Aspergillus sp., Fonsecaea sp., Mucor sp., Pae-
cilomyces sp., Penicillium sp., Phialophora sp., Rhizopus sp., Scopu-

three groups with respect to these discriminator variables.
Discriminator variables carbohydrate macronutrient and
the Scopulariopsis sp (axis 2)., Penicillium sp., Paecilomy-
ces sp., and Fonsecaea sp. fungi (axis 1) separated obese
group from the other groups. There was no grouping of the
individuals of the overweight group related to the discri-
minant functions analyzed in the two axis; therefore, these
individuals are characterized as not homogeneous and may
behave like a transitional group (Fig. 4).

Obese

Ill - Yeast genera/species count

Overweight

Obese

Eutrophic

lariopsis sp.), yeasts (C. albicans, C. parapsilosis, R. mucilaginosa,
S. cerevisiae, Trichosporon sp.); d filamentous fungi (Cladosporium
sp.); e filamentous fungi (Beauveria sp., Bipolaris sp., E. dermatiti-
dis, Helminthosporium sp., Syncephalastrum sp.), yeasts (C. pararu-
gosa, Pichia manshurica); f yeast (G. silvicola); g filamentous fungi
(Chaetomium sp., Emmonsia sp.), yeasts (C. glabrata, C. metapsilo-
sis, C. krusei, C. orthopsilosis)

Discussion

Little is known about specific host conditions (such as
obesity) that may influence the composition of the fungal
community. As long as it is accepted that the bacterial
microbiota is affected by various factors, it is reasonable
to presume that several adverse conditions may influence
fungi components. In the obese physiology, changes are
expected in the intestinal microbiota [11, 28, 34, 35].
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Table 3 Qualitative distribution

. Fungi Groups of individuals Total Relative
and relative abun.dance of ' . abundance
ﬁlamentous fungi anq yeasts Eutrophic Overweight Obese (%)
isolated from eutrophic, (n=24) (n=24) (n=24)
overweight, and obese
individuals (A); Distribution of (A)  Paecilomyces sp. 21 19 15 55 76.39
Candida species (B) Penicillium sp. 16 14 17 47 65.28

Candida sp. 12 14 17 43 59.72
Aspergillus sp. 13 15 14 42 58.33
Trichosporon sp. 9 7 6 22 30.56
Rhizopus sp. 3 3 5 11 15.28
Rhodotorula mucilaginosa 3 4 4 11 15.28
Fonsecaea sp. 4 2 3 9 12.50
Geotrichum silvicola 4 0 3 7 9.72
Mucor sp. 2 2 3 7 9.72
Phialophora sp. 3 2 1 6 8.33
Saccharomyces cerevisiae 2 2 1 5 6.94
Scopulariopsis sp. 3 1 1 5 6.94
Chaetomium sp. 0 0 3 3 4.17
Cladosporium sp. 0 2 1 3 4.17
Drechslera sp. 0 2 0 2 2.78
Acremonium sp. 1 1 0 2 2.78
Pichia manshurica 1 0 0 1 1.39
Exophiala dermatitidis 1 0 0 1 1.39
Syncephalastrum sp. 1 0 0 1 1.39
Bipolaris sp. 1 0 0 1 1.39
Beauveria sp. 1 0 0 1 1.39
Helminthosporium sp. 1 0 0 1 1.39
Lodderomyces elongisporus 0 1 0 1 1.39
Emmonsia sp. 0 0 1 1 1.39
B) Candida parapsilosis 5 8 8 21 29.17
Candida albicans 6 2 4 12 16.67
Candida guilliermondii 0 2 0 2 2.78
Candida krusei 0 0 2 2 2.78
Candida glabrata 0 0 1 1 1.39
Candida pararugosa 1 0 0 1 1.39
Candida metapsilosis 0 0 1 1 1.39
Candida intermedia 0 1 0 1 1.39
Candida lipolytica 0 1 0 1 1.39
Candida orthopsilosis 0 0 1 1 1.39

In this study, increased varieties of filamentous fungi
were isolated from eutrophic individuals when compared to
obese individuals. Considering the limitations of the meth-
odological approach, (e.g., diversity evaluation based on
culture-dependent methodology using a single culture con-
dition and limited by filamentous fungi overgrowth) colony
selection was difficult in order to ensure high-quality control
in further experiments. Adding to that, as this study was
a cross-sectional and case-controlled study involving clini-
cal specimens of humans classified in three different groups
(eutrophic, overweight, and obese), it was not possible to
obtain the same number of male and female participants in

@ Springer

the three groups, even because participants were selected
from a clinical nutrition service. Increased diversity of fila-
mentous fungi was noticed, which is contrary to many stud-
ies, where approximately 40% of the fungal taxa reported
from the gut are yeasts. However, by the Spearman Correla-
tion Test, we may suggest that the count of filamentous fungi
is positively correlated to an increased intake of carbohy-
drate by the individuals in the overweight group.

These findings are consistent with the literature, where a
marked tendency towards decreased diversity was observed
in obese individuals in a cohort study [27]. Yeasts repre-
sented 63.4% of the taxa reported from multiple studies,
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Fig.3 Relative abundance of 1000
fungi and distribution among

eutrophic, overweight, and

obese individuals groups
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where 10/12 most detected fungi were yeasts [33]. Candida
is one of the most common yeasts of the gastrointestinal
tract, but bacterial dysbiosis may influence a shift in Can-
dida commensalism to pathogenesis, leading to extended
infections and candidiasis.

Considering the number of participants, several fungi
taxa were described. Different studies have characterized
the mycobiome of the gastrointestinal tract in healthy

individuals by culture independent approaches. Six fungi
genera were reported by pyrosequencing the fecal metage-
nome from healthy volunteers, and when using deep-
sequencing to evaluate the effect of diet on the fungal and
bacterial components of the gut microbiota, the presence
of 12 and 15 genera was reported, respectively [12, 31].
To date, there are few published studies focused on gut
fungi microbiota [22].

@ Springer
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Ascomycota, with 17 different genera, was the predomi-
nant phylum, followed by Basidiomycota (Trichosporon sp.
and R. mucilaginosa), and Zygomycota (Mucor sp., Rhizopus
sp., and Syncephalastrum sp.). The intestinal fungi tended
to be distributed along the Zygomycota, Basidiomycota,
Ascomycota, and Microsporidia phyla, although the latter
has been associated with human intestinal diseases. In Zygo-
mycota, members of the order Mucorales, such as Rhizopus,
Mucor, and Absidia, have reportedly already been found in
the human gastrointestinal tract. More than 48 genera of
different basidiomycetes have been detected in the human
digestive tract, whereas more than 84 genera in the phylum
Ascomycota have been reported [11]. Using metagenomics,
another study suggested that the gut mycobiome of obese
individuals may be related to an increase in Ascomycota
when compared to gut mycobiome of non-obese individuals
[27]. The relatively high amount of unidentified fungi in the
current study (25%) may be related to the methodological
limitations, such as the absence of filamentous fungi sporu-
lation during microculture, or the absence of a reference in
the MALDI-TOF database for yeast identification.

@ Springer

Considering the little known ecology underlying the fungi
and bacteria in the gut ecosystem, a negative correlation
has been reported between Candida spp. and Bacteroides
sp. This negative correlation is related to the observation
of an increased Candida population and a decreased Bacte-
roidetes population in obese individuals [12, 22]. Once it is
well accepted that the microbiota shift during obesity, these
observations are particularly relevant, especially regarding
the Firmicutes/Bacteroidetes ratio, where an increase of Fir-
micutes and decrease of Bacteroidetes are observed in obese
individuals [9, 27]. In our study, obese individuals seem to
be displaying higher yeast counts, and it is reasonable to sug-
gest that these increased fungi counts would be correlated to
a decrease in Bacteroidetes population.

The increased fungal isolation and diversity among
female individuals when compared to males may be related
to the interference of sexual hormones because sexual hor-
mones may modulate microbiota composition, especially
fungi [32].

Paecilomyces sp. was predominant in eutrophic and over-
weight individuals. Penicillium sp. was the most isolated
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fungi in the obese group in accordance with other studies
[27]. In general, human-associated fungi are opportunistic
pathogens and ubiquitous. In this regard, most fungal dis-
eases are related compromised host defenses. For example, it
is notable that Aspergillus spp. are one of the most frequent
disease-associated filamentous fungi in the human gut, even
though it is ubiquitous [20]. Other fungi such as Alternaria,
Scedosporium, Paecilomyces, and Trichoderma are also
commonly found [30].

Candida spp. have been associated with the gut micro-
biota of healthy humans, although some studies suggest a
linkage between increased Candida spp. populations and
diabetes and inflammatory disorders in the gut. Our data do
not point out differences in cultivable C. albicans in obesity.
However, by the Canonical Correlation Analysis of the data,
we may suggest that occurrence of C. parapsilosis associ-
ated to an increased intake of protein by the hosts, these
parameters have influenced the grouping of the eutrophic
individuals [27].

Trichosporon sp. was the most prevalent yeast in
eutrophic individuals. These yeasts are ubiquitous in the
environment and may colonize the human gastrointestinal
system. These yeasts have been reported with invasive infec-
tions in immunocompromised patients related to nosoco-
mial infections [7]. Increased numbers of Rhodotorula were
isolated from fecal specimens from overweight and obese
individuals. Despite their ubiquitous ecology, these yeasts
are becoming related to patients with metabolic abnormali-
ties [27].

It is well accepted that disruption of the gut ecosystem
contributes to several diseases. For example, antibiotic
treatment alters the composition of the community, which
may make the individual vulnerable to invasion by a patho-
genic microorganism. In patients suffering from inflamma-
tory bowel disease, dysbiosis is frequently observed [15].
Although little is known about fungi ecology during obesity,
we suggest that a microbiota shift may interfere with fungi
diversity for other metabolic conditions.

A collection of over 800 fungi samples are available for
microbial biology and ecological studies to better address
several issues regarding the human mycobiota. While the
function of the colonic bacterial microbiota has been broadly
characterized, little is known about the mycobiome in human
large intestine and feces [6]. A limitation in mycological
culture methods has been recently addressed with advances
in mass spectrometry techniques, which can accurately and
rapidly identify microorganisms (MALDI-TOF) [21].

Overall, the data produced in this study may suggest that
indeed there is a gut mycobiota shift towards obesity, being
overweight individuals a transitional group. This mycobiota
shift is also related to the nutritional behavior of the indi-
viduals, as observed that the macronutrients intake may be
positively related to the different fungi occurrences. Even

considering the panoramic view of the fungal diversity in the
human gut when comparing different individual groups, fur-
ther prospective studies are thus needed to better address the
role of fungi microbiota in obese and overweight individu-
als, especially considering limitations, such as distribution
of gender in the study group and different methodological
approaches.
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J LIS JUIZ DE FORA/MG %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Microbiota, sistema imunclégico e obesidade: diversidade microbiana intestinal e
pardmetros imunologicos de individuos obesos e eutroficos.

Pesquisador: Cldudio Galuppo Diniz

Area Temdtica:

Versdo: 1

CAAE: 23895012.9.0000.5147

Instituigio Proponente: Departamento de Parasitologia, Microbiologia e ImunologiaUFJF

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DD PARECER

Himera do Parecer: 479002
Data da Relatoria: 07/11/2013

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

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

Avaliagio dos Riscos & Beneficios:

Identificacio dos riscos e as possibilidades de desconfortos e beneficios esperados, estio adequadamente
descritos.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

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

da ética na pesquisa cientifica envolvendo seres humanos elencados na resclugio 46612 do CNS.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
O projeto estd em configuragio adequada e ha apresentagdo de declaracdo de infraestrutura e de
concorddncia com a realizacdo da pesquisa, assinada pelo responsavel da instituicio onde sera realizada a

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

Enderego: JOSE LOURENCO KELMER SN

Bairro: SAD PEDRO CEP: 38.026-000
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)2102-3788 Fax: (32)1102-3788 E-mail: cep propesqi@uffedubr
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f UNIVERSIDADE FEDERAL DE % Plaboforma
J L LaN JUIZ DE FORA/MG %ﬂ.rl

Contnuagdo 9o Parecer 479.002
Esclarecido. O Pesquisador apresenta titulagdo e experiéncia compativel com o projeto de pesquisa.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Diante do exposto, o projeto estd aprovado, pois esta de acordo com o2 principios &ticos norteadores da
éfica em pesquiza estabelecido na Res. 466/12 CNS. Data prevista para o término da pesquisa: 30/11/2015

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

MNao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as afribuicdes definidas na
Res. CHS 466/12, manifesta-se pela APRDVA{;&D do protocolo de pesquisa proposte. Vale lembrar ao
pesquisador responsavel pelo projeto, o compromisso de envio ao CEP de relatérios parciais efou total de
sua pesquisa informando o andamento da mesma, comunicando também eventos adversos e eventuais
medificagdes no protocolo.

JUIZ DE FORA, 04 de Dezembro de 2013

Assinador por:
Paule Cortes Gago

(Coordenador)
Enderego: JOSE LOURENCO KELMER SiM
Bairro: SAO PEDRO CEP: 36.036-000
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)2102-3788 Fax: (32)1102-3733 E-mail: cep propesq@uff edubr
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ANEXO B- Termo de consentimento livre e esclarecido

A7

—r
mnmmanE"rEﬁEniJ_ DE JUTZ DE FORA

_FRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CERUEJE
35036-900 JUTZ DE FORA - MG - BRASIL

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

0 5r. (a) estd sendo convidadeo (a) come veluntirio (a) a participar da pesquisa “MICROEIOTA,
SISTEMA [MUNOLOGICO E OBESIDADE: DIVERSIDADE MICROBIANA INTESTINAL E
PARAMETROS IMUNOLOGICOS DE INDIVIDUOS OBESOS E EUTROFICOS™.

Mesta pesquisa pretendemos avaliar a diversidade bacteriana, seu perfil funcional e metabélico, e
parimetros imunclégicos de individuos obesos e eutrdficos para o estabelecimento de possiveis
correlagtes entre composigio microbiana, atividade imunolégica, perfil nutricional e bioquimico, e a
obesidade.

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

Acreditamos que esta pesquisa possa contribuir para dimensionar a distribuigio bacteriana na
microbiota residente intestinal de pacientes obesos, seu papel no ecossistema pela determinagio dos
perfis funcionais e metabélicos, e aspectos da resposta imunolégica sist8mica nestes individuos.

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

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

+ Considerando-se os riscos envelvendo pesquisa com seres humanos, de acorde com o
preconizado pela legislagio vigente (resclugdo 46612 do Conselho Nacional de Saiide). o estudo
& classificado como de risco minimo, isto & o procedimento nio acarretard riscos para os
participantes, maiores do que agqueles aos quais eles estariam expostos na sua rotina

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

# Para participar deste estudo o 5r(a) ndo terd nenhum custo, nem receberd qualguer vantagem
financeira. Tera o esclarecimento sobre o estude em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a
participagio a qualquer momento. A sua participagio & voluntiria e a recusa em participar nio
acarretard qualquer penalidade ou modificacio na forma em que € atendido pelo pesquisador. que
tratard a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
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# Osresultados da pesquisa estardo 4 sua disposicio quande finalizada. S5eu nome ou o material que
indique sua participagio ndo serd liberado sem a sua permissdo e o (a) 5r(a) ndo serd identificado
em nenhuma publicacio que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia serd arquivada
pelo pesquisador responsavel, no Instituto de Ciéncias Biologicas /UFJF, Setor de Microbiologiae a
outra sera fornecida ao senhor(a). Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arguivados
com o pesquisador responsdvel por um periodo de 5 (cinco) anos, e apds esse tempo serdo destruidos.

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

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

Juiz de Fora, de de 20

Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Nome Assinatura testenminha Data

Em caso de dimidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
CEP - CoMITE DE ETICA EM PesquisaUFJF

Carpus UNIvERSITARIO DA UFITE

PrO-BEITORIA DE PESQUISA

CEP: 36036-900

FonEe: (32) 2102- 3788 /E-MAIL: cep.propesqi@ufif.edu.br

PEsQUISADOR RESPONSAVEL: PROF. DR. CLAUDIO GALUFFO DINIZ
DEPTO. PARASITOLOGIA, MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA
ICEUNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA

Bra JosE LouRENCO KELMER, 5/% - CAMPUS UNIVERSITARIO
BAIRRO Si0 PEDRO - CEP: 36036-330 - Jurz pE Fora, MG
Eaamn: claudio.dinizi@ufjf.edu.br
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ANEXO C - Ficha de anaminese e dados cadastrais

FICHA DE ANAMNESE E DADOS CADASTRAIS

Entrevistador: DATA: / /

DADOS PESSOAIS E SOCIO-DEMOGRAFICOS

PRONTUARIO N°:
1. Nome:
2. ldade: 3.Sexo () 4. Estado civil:

6. Endereco:

Bairro:

CEP:

7. Telefone:

Residencial: Trabalho: Celular:

8. Ocupacdo profissional atual:

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

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

16. Atualmente vocé tem:

a. Diabetes

b. Doencas do coracgdo
c. Presséo alta

d. Insuficiéncia Renal

e. Doenca no figado

f. Depresséo

g. Doenca na tireodide

h. imunossupresséo

I. soropositivo(a) para HIV ( 0) Néo

J-Outras doencas:

(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao
(0) Nao

(0) Néo

(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim

(7) N&o sabe
(7) Né&o sabe
(7)) N&o sabe
(7) N&o sabe
(7) N&o sabe
(7) N&o sabe
( 7) Néo sabe
( 7) Néo sabe

( 7) Néo sabe

17. Vocé faz uso de medicamento ou de suplemento?

(0) Néo

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

(2) Hipoglicemiante oral.

(3) Insulina.

(4) Anti-depressivo.

(5) Dislipidémicos.
(6) Antibioticos :

( ) antifungico ( ) antibacteriano ( ) Antiprotozoario
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Quanto tempo faz que tomou antibiético por ultimo?
() menos de 30 dias ( ) 30 dias ou mais
(7) Qutro (s). Qual (is)?

DADQOS SOBRE ESTILO DE VIDA

1. Vocé pratica alguma atividade fisica?

(0) Néo (1) Sim. Se SIM, qual
atividade?

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

2. Em media, quanto tempo por dia vocé gasta assistindo TV ou fica no
computador? horas.

3.Vocé fuma?

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

4. Vocé costuma consumir bebida alcoolica?
(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 (1 )la2doses (2 )3ab5doses (3 )6a8doses (4
) 10 ou mais
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ANEXO D - Questionario quantitativo de frequéncia alimentar

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

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

Leite desnatado N 1 2 3 45 6| DSM
7 8 9 10

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

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

Queijo branco N 1 2 3 45 6| DSM
7 8 9 10

Queijo amarelo N 1 2 3 45 6| DSM
7 8 9 10

Requeijao convencional N 1 2 3 45 6| DSM
7 8 9 10

Requeijao light N 1 2 3 45 6| DSM
7 8 9 10

N 1 2 3 45 6| DSM

7 8 9 10

Paes e substitutos

Pao francés N 1 2 3 45 6| DSM
7 8 9 10

Pao de forma convencional N 1 2 3 45 6| DSM
7 8 9 10

Pao de forma Light N 1 2 3 45 6| DSM
7 8 9 10

Pao integral N 1 2 3 45 6| DSM

7 8 9 10
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Pao de queijo 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Biscoito salgado 1 2 3 45 DSM
7 8 9 10
Biscoito polvilho 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Biscoito de maisena 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Biscoito recheado diet 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Biscoito recheado convencional 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Biscoito Waffer diet 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Biscoito Waffer convencional 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Bolo diet 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Bolo convencional 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Gorduras
Margarina convencional 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Margarina Light 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Manteiga 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Maionese convencional 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
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Maionese light 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Azeite 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Cereais
Arroz 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Arroz integral 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Arroz temperado 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Batata Frita 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Mandioca Frita 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Batata cozida 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Mandioca cozida 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Angu 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Milho Verde 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Macarrao 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Lasanha 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
Macarrdo instantaneo 1 2 3 4 5 DSM
7 8 9 10
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Coxinha N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
Quibe N 1 2 3 4 5 6| DSM
7 8 9 10
Esfiha/ enroladinho N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
Cereais Quantas vezes vocé | Unidade | Pequena | Média | Grande
come
Empada N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
Pastel N 1 2 3 4 5 6
7 8 9 10
Pizza N 1 2 3 4 5 6
7 8 9 10
Farinha N 1 2 3 4 5 6
7 8 9 10
Farofa N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
Frutas
Laranja N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
Banana N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
Maca N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
Péra N 1 2 3 4 5 6 DSM
7 8 9 10
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ANEXO E - Ficha para dados antropométricos

Data

Peso atual

Altura

IMC/Classificaca
0

CC

CA

CQ

Relacdo C/Q

IC
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ANEXO F- Classificagdo de alimentos com base no
processamento industrial

Grupos Defini¢do e caracteristicas Exemplos

Alimentos Alimentos in natura sdo aqueles obtidos diretamente Legumes, verduras, frutas, batata, mandioca e

in natura ou de plantas ou de animais (como folhas e frutos ou ovos | outras raizes e tubérculos in natura ou embalados,
minimamente e leite) e adquiridos para consumo sem que fracionados, refrigerados ou

processados tenham sofrido qualquer alteragéo apds deixarem a congelados, arroz branco, integral ou parboilizado, a

e preparagdes
culinérias a base
desses alimentos

natureza. Alimentos minimamente processados sao
alimentos in natura que, antes de sua aquisigédo,foram
submetidos a alteragdes minimas que néo adicionam
substancias ao alimento. Limpeza,remoc¢ao de partes
nédo comestiveis, fracionamento, secagem,
embalagem, fermentacao, pasteurizagéo,
resfriamento, congelamento, moagem e refinamento
sé@o exemplos de processos que transformam os
alimentos in natura. As preparagdes culinarias
baseadas nesses alimentos incluem o alimento in
natura ou minimamente processado usado como item
principal da receita e todos os demais

ingredientes, incluindo ingredientes culinarios como
6leos, gorduras, aclcar e sal, outros alimentos in
natura ou minimamente processados (como alho e
cebola) e mesmo alimentos processados ou
ultraprocessados (como queijos e embutidos) quando
séo incluidos como itens secundarios as preparagdes
culinérias. Essas preparagfes sao feitas em cozinhas
domeésticas ou de restaurantes

tradicionais ou em locais assemelhados.

granel ou embalado, milho em gréo ou na espiga,
gréos de trigo e de outros cereais, feijao de todas as
cores, lentilhas,gréo de bico e outras leguminosas,
cogumelos frescos ou secos, frutas secas, sucos de
frutas

e sucos de frutas pasteurizados e sem adi¢do de
acUcar ou de outras substancias, castanhas, nozes,
amendoim e outras oleaginosas sem sal

ou agulcar, cravo, canela, especiarias em geral e
ervas frescas ou secas, farinhas de mandioca, de
milho ou de trigo e macarrdo ou massas frescas

ou secas feitas com essas farinhas e agua, carnes
de gado, de porco e de aves e pescados frescos,
resfriados ou congelados, leite pasteurizado,
ultrapasteurizado (longa vida) ou em p6, iogurte
(sem adigdo de agucar, adogantes ou
corantes),ovos, cha, café e agua potavel.

Alimentos Alimentos processados séo fabricados pela Conservas de hortalicas, milho ou ervilhas,
Processados industria com a adicao de sal ou agUcar ou outra frutas em calda ou cristalizadas, carnes
substancia de comum uso culinéario a alimentos salgadas, peixes enlatados e preservados em
in natura ou minimamente processados para 6leo, queijos feitos de leite e sal e pées feitos
torna-los duraveis e mais agradaveis ao paladar. de farinha de trigo, agua, leveduras e sal (sem
S&o produtos derivados diretamente de alimentos e adicdo de outras substancias como gordura
séo reconhecidos como versdes dos alimentos hidrogenada e aditivos).
originais. As técnicas de processamento desses
produtos se assemelham a técnicas culinarias,
podendo incluir cozimento, secagem, fermentagéo,
acondicionamento dos alimentos em latas ou vidros e
uso de métodos de preservagdo como salga,
salmoura, cura e defumagao.
Alimentos Alimentos ultraprocessados sé&o formulagdes Pées de forma, paes para hamburguer ou hot

ultraprocessados

industriais feitas inteiramente ou majoritariamente de
substancias extraidas de alimentos (6leos, gorduras,
acucar, amido, proteinas), derivadas de constituintes
de alimentos (gorduras hidrogenadas, amido
modificado) ou sintetizadas em laborat6rio com base
em matérias organicas como petréleo e carvdo
(corantes, aromatizantes, real¢cadores de sabor e
outros aditivos usados para dotar os produtos de
propriedades sensoriais atraentes). Técnicas de
manufatura incluem extrusdo, moldagem e pré-
processamento por fritura ou cozimento.

dog, paes doces e produtos panificados cujos
ingredientes incluem substancias como gordura

vegetal hidrogenada, aclcar, amido, soro deleite,
emulsificantes e outros aditivos, bolachas doces e
salgadas, salgadinhos tipo chips, doces
industrializados e guloseimas em geral (balas,
sorvetes, chocolates), refrigerantes, sucos artificiais,
bebidas lacteas adogadas e aromatizadas, bebidas
energéticas, molhos industrializados, margarina,
embutidos, pratos industrializados prontos para
aquecer, hamburgueres, hot dog, nuggets de

frango ou de peixe, barras de cereal

Louzada et al., 2015

163




	1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA
	2 REVISÃO DA LITERATURA
	2.1 Obesidade
	2.2  Sistema imune e obesidade
	2.3 Microbiota intestinal e obesidade
	2.4 Microbiota fúngica
	2.4.1 Micobiota da pele
	2.4.2 Micobiota do trato urogenital feminino
	2.4.3 Micobiota do pulmão
	2.4.4 Micobiota da cavidade bucal
	2.4.5 Micobiota do trato gastrintestinal
	2.4.5.1 Interação entre micobiota e microbiota bacteriana intestinal
	2.4.5.2 Micobiota intestinal e o sistema imune
	2.4.5.3 Micobiota intestinal e doenças associadas

	2.4.6 Micobiota intestinal e obesidade

	2.5 Métodos de estudo de ecossistemas microbianos intestinais

	3 OBJETIVOS
	3.1 Objetivo geral
	3.2 Objetivos específicos

	4 MATERIAL E MÉTODOS
	4.1 Delineamento do estudo
	4.2 Avaliação antropométrica e do consumo alimentar
	4.3 Análises bioquímicas
	4.4 Coleta de amostras fecais e preparação para análises microbiológicas
	4.4.1 Preparo das amostras para isolamento e quantificação dos fungos
	4.4.2 Preparo das amostras para realização da Hibridização in situ fluorescente (FISH)
	4.4.3 Preparo das amostras para extração de DNA

	4.5 Identificação dos fungos
	4.5.1 Identificação dos fungos filamentosos
	4.5.2 Identificação das leveduras
	4.5.3 Identificação molecular dos fungos isolados

	4.6 Extração de DNA a partir dos espécimes fecais
	4.7 Hibridização in situ fluorescente (FISH)
	4.7.1 Técnica de Hibridização in situ fluorescente (FISH) para análise das leveduras
	4.7.2 Técnica de Hibridização in situ fluorescente (FISH) para análise dos fungos totais

	4.8 PCR quantitativa em tempo real (qPCR)
	4.9 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)
	4.9.1 Amplificação de DNAr 18S de representantes do Reino Fungi utilizando oligoiniciadores específicos
	4.9.2 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante

	4.10 Análises Estatísticas

	5 RESULTADOS
	5.1 Perfil sociodemográfico, antropométrico e bioquímico dos participantes
	5.2 Avaliação da composição nutricional da dieta dos participantes
	5.3 Resultados das análises para fungos cultiváveis
	5.4 Resultados das análises moleculares
	5.4.1 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)
	5.4.2 PCR quantitativa em tempo real (qPCR)
	5.4.3 Hibridização in situ fluorescente (FISH)


	6 DISCUSSÃO
	7 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICE A – Ficha de identificação macroscópica dos fungos
	APÊNDICE B- Artigos publicados
	Fungal Diversity of Human Gut Microbiota Among Eutrophic, Overweight, and Obese Individuals Based on Aerobic Culture-Dependent Approach
	Abstract
	Introduction
	Materials and Methods
	Participants and Specimen Collection
	Dietary Assessment
	Fungi Isolation and Quantification
	Fungi Characterization
	Molecular Identification of Representative Fungi Isolates
	Statistical Analysis

	Results
	Discussion
	Acknowledgements 
	References

	APÊNDICE C- Capítulos de livro
	APÊNDICE D- Trabalho apresentado no 28º Congresso Brasileiro de Microbiologia
	APÊNDICE E- Trabalhos apresentados no VIII Congresso Brasileiro de Micologia
	APÊNDICE F - Outras atividades realizadas durante o período:
	ANEXO A- Parecer do comitê de ética em pesquisa- UFJF
	ANEXO B- Termo de consentimento livre e esclarecido
	ANEXO C – Ficha de anaminese e dados cadastrais
	ANEXO D – Questionário quantitativo de frequência alimentar
	ANEXO E – Ficha para dados antropométricos
	ANEXO F- Classificação de alimentos com base no processamento industrial

