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RESUMO

A Doenca Falciforme (DF) acarreta um mal funcionamento do bago aumentando a
susceptibilidade de criangas com idade abaixo de cinco anos a recorrentes e graves
infeccbes, principalmente por Streptococcus pneumoniae. Assim, até o quinto ano de vida,
periodo de maior ocorréncia de Obitos e complicacdes graves, os cuidados profilaticos
representam a esséncia do tratamento, como o uso de penicilina e o &acido folico. Esse
trabalho teve como objetivo avaliar a microbiota intestinal de pacientes com Doenca
Falciforme em uso crénico de antibioticoprofilaxia. O microbioma bacteriano das fezes de 30
criancas com DF e 28 crian¢as controles foi avaliado através de Sequenciamento de Nova
Geracao (Next Generation Sequencing - NGS) de uma regido hipervariavel do gene 16S
rRNA. O grupo de criangas com DF apresenta menor diversidade da microbiota intestinal
medida pelos indices de diversidade alfa Chaol, ACE, Shannon e Simpson, e 0 grupo com
DF apresenta maior dissimilaridade dentro do grupo e entre os controles demonstrada por
andlise da diversidade beta, através da Andlise de Coordenadas Principais (PCoA). Na
avaliacdo taxonbmica, os quatro filos bacterianos mais abundantes, em ambos os grupos de
criangas, sdo Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria, enquanto entre as
arquéias, 98% pertencem a Metanobrevibacter. Entre as Archeaes, 98% das OTUs obtidas,
pertenciam a Metanobrevibacter, com menor frequéncia e abundéancia relativa (AR) nos DF.
No nivel de familia, Lachnospiraceae e Ruminococcaceae aparecem com mais de 50% da
AR. O grupo com DF apresenta diferenca significativa nas familias de bactérias Gram-
negativo, com maior abundéncia de Bacteroidaceae e Enterobacteriaceae, o0 que
provavelmente aumenta a disponibilidade da endotoxina lipopolisacarideo (LPS) no
intestino. Dos 40 géneros bacterianos, apenas dez sdo mais abundantes em DF em
comparacao ao controle: Bacteroides, Blautia, Erysipelatoclostridium, Eggerthella, Klebsiella,

Lactobacillus, Hungatella, Rikenellaceae_ RC9 gut_group, Rothia e Megamonas.

Palavras-chave: Doencga Falciforme; Antibioticoprofilaxia; Microbiota intestinal
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ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) causes a malfunction of the spleen increasing the susceptibility of
children under the age of five to recurrent and severe infections, mainly by Streptococcus
pneumoniae. Thus, until the fifth year of life, the period with the highest occurrence of deaths
and serious complications, prophylactic care represents the essence of treatment, such as
the use of penicillin and folic acid. This work aimed to evaluate the intestinal microbiota of
patients with sickle cell disease in chronic use of antibiotic prophylaxis. The stool bacterial
microbiome of 30 children with SCD and 28 controls was analyzed using the 16S rRNA
gene, using New Generation Sequencing-NGS (Next Generation Sequencing) on lllumina's
MiSeq platform. Data from the main alpha diversity indices (Chaol, ACE, Shannon and
Simpson) show that the group with SCD has less diversity in the intestinal microbiota. When
beta diversity was assessed, through Principal Coordinate Analysis - PCoA, the group with
SCD presented greater dissimilarity within the group and among the controls. In the
taxonomic evaluation, the four most abundant phyla in both groups were Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria and Proteobacteria. Among the Archeaes, 98% of the OTUs
obtained, belonged to Metanobrevibacter, with less frequency and AR in the SCD. At the
family level, Lachnospiraceae and Ruminococcaceae appear with more than 50% of AR. The
group with SCD showed a statistical difference in the families of gram-negative bacteria, with
greater abundance of Bacteroidaceae and Enterobacteriaceae, which increases the
availability of the LPS endotoxin in the intestine lumen. Of the 40 divergent genera, only ten
were more abundant in the SCD when compared to CTL: Bacteroide, Blautia, Eggerthella,
Erysipelatoclostridium, Klebsiella, Lactobacillus, Hungatella, Megamonas,

Rikenellaceae_ RC9 gut_group and Rothia.

Keywords: intestinal microbiota; Sickle Cell Disease; Antibiotic Prophylaxis
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INTRODUCAO

A microbiota intestinal esta relacionada com importantes fungbes no hospedeiro,
antagonizando microrganismos patogénicos, reduzindo as respostas inflamatérias,
modulando o sistema imunolégico, influenciando na absorcao de eletrolitos, na producdo de
vitaminas, na sintese de neurotransmissores, na geracao de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) como fonte de energia para os colondcitos, interferindo no metabolismo energético,
etc. A composicdo definitiva dessa microbiota é estabelecida por volta dos dois anos de
idade e mudancas na sua diversidade estdo relacionadas a autismo, diabetes, obesidade,
diarreia, queda da resposta imune, ma absorcao de nutrientes, aumento no numero de
casos de hipersensibilidade, céancer, insuficiéncia cardiaca, transtornos psiquicos,
inflamacdo sistémica e outras complicacdes. Tais alteragbes de composicdo sdo
condicionadas por questfes genéticas, alimentares, ambientais e medicamentosas, sendo o
uso dos antimicrobianos o0s principais fatores limitantes no desenvolvimento dessa
microbiota. Desta forma, doencas como a anemia falciforme, que apresentam
imunodepressdo e como consequéncia o uso de antibioticoprofilaxia nos cinco primeiros
anos de vida, podem ter importantes altera¢cdes na composi¢do da microbiota intestinal com
relevantes consequéncias para qualidade de vida dos pacientes (BRANDT et al., 2006;
WALL et al., 2009; BOKULICH et al., 2016).

1.1- Trato Gastrointestinal

O trato gastrointestinal (TGI) é um tubo que se inicia na boca e termina no anus,
apresenta no seu percurso varia¢cdes anatbmicas e histologicas, além de 6rgdos e glandulas
acessorias. No passado, o entendimento da sua finalidade era exclusivamente de realizar a
digestdo (mecéanica, enzimatica, quimica e fermentativa) e absor¢cdo dos nutrientes.
Atualmente, sabe-se que o TGI se destaca também por exercer barreira imune e atividades
neuroenddécrinas com efeitos sistémicos, que lhe dao o status de “segundo cérebro”,
conhecido como eixo cérebro-intestinal. Assim, para que haja plenitude no desempenho de
suas fungbes o TGl deve manter uma interseccdo de equilibrio entre células intestinais,
dieta e microbiota (GUYTON e HALL, 2011; CARABOTTI et al., 2015; BRZOZOWSKI,
2016;).

1.1.1- Células intestinais e a microbiota

O interior do intestino é revestido por mucosa, que histologicamente se organiza em

dobraduras, que formam proje¢cfes voltadas para o limen, denominadas de vilosidades,
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intercaladas por invaginagdes chamadas de criptas intestinais. Nas criptas encontram-se as
Células Troncos do Intestino (CTI), que garantem a renovacao celular através da geracéo de
células progenitoras, que a medida que se multiplicam e migram em direcdo apical,
diferenciam-se em células absortivas como os enterdcitos ou em uma das trés células
secretoras como as caliciformes, as de Paneth e as enteroenddcrinas (CAMPOS, 2010;
RODRIGUES et al., 2016).

As células caliciformes sdo responsaveis pela sintese de muco, que lubrifica o
intestino, evitando lesdo celular causada pelo atrito da passagem do alimento. Esse muco
serve como fonte de nutrientes para certos grupos de microrganismos e diminui a
permeabilidade do intestino a microrganismos patogénicos e suas moléculas antigénicas,
como lipopolissacarideos bacterianos (LPS). As células de Paneth, localizadas na regido
mais inferior das criptas, sintetizam proteinas antibacterianas (Reglll-y, catecilidina-37 e
lisozimas) que auxiliam no controle da proliferacdo de microrganismos. As células
enteroenddcrinas apresentam varios subtipos celulares que produzem substéncias como
gastrina, histamina, colicistoquinina, secretina, enterogastrona, serotonina, grelinas,
peptideo YY, incretinas etc. O principal mecanismo para a liberagdo enddcrina intestinal e
producd@o de muco esté intimamente relacionado a fatores intrinsecos condicionados a dieta
e a atividade da microbiota, que em conjunto, ativam as células secretoras (DOUGLAS e
CISTERNAS, 2004; CAMPOS, 2010; GUYTON e HALL, 2011).

Além das células supracitadas, o TGI alberga 80% das células imunes ativas, que
juntamente com a microbiota intestinal desempenham importante funcdo no combate aos
patogenos (WALL et al.,, 2009; ANDRADE, 2010). O tecido linfoide associado ao intestino
(GALT) é formado pelas Placas de Peyer (PP) e linfécitos intraepiteliais (Fig. 1), e o0 seu
padrdo de desenvolvimento esta ligado a presenca de microrganismos no intestino.
Trabalhos com ratos livres de germes mostram atrofia de linfonodos mesentéricos, das PP,
bem como das vilosidades intestinais, evidenciando a importancia dessa microbiota para o
desenvolvimento da barreira imune intestinal (CAMPOS, 2010).

A mucosa do TGI é revestida por uma monocamada de células epiteliais, as quais
apresentam um sistema de ades&o intercelular, denominado de junc¢des firmes, que
juntamente com a camada de muco sdo responsaveis por controlar a permeabilidade
intestinal. Essas estruturas de adjecdo celular exercem fungdo de barreira semipermeavel
entre a porcao apical e basolateral dos enterdcitos, regulando a passagem de ions, solutos
e agua pelo espaco paracelular (CAMPOS, 2010; GUYTON e HALL, 2011).



13

Célula Epitelial Intestinal (IEC)

. Linfécito
\ _~ Intraepitelial
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Figura 01- Sistema imune do Intestino. Fonte: Campos (2010).

As juncbes firmes ou oclusivas sdo formadas por um conjunto de proteinas
transmembranares (Claudina, Ocludina e Moléculas de Adesao Juncionais) e intracelulares
(Zbnula Ocludente - ZO), que permitem a unido do enterécito na célula adjacente. As
Claudinas e Ocludinas formam alcas extracelulares que se unem as alcas das células
vizinhas, garantido além da adesdo a formacdo de poros entre as células envolvidas. As
suas alcas intracelulares, através da ZO, aderem-se ao citoesqueleto e garantem a
ancoragem celular. No entanto, o padrao de expressao e montagem dessas proteinas esta
ligado a composicdo da microbiota, principalmente relacionado a estimulacdo de
mediadores pro-inflamatorios e sintese de AGCC, e isso portanto, interfere no padrao de

permeabilidade intestinal (SCHUMANN, 2005).

Lamina prépria

Figura 02- Mecanismo de ades&o entre as células intestinais. Fonte: Rodrigues et al. (2016).
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A maturacdo da barreira intestinal inicia-se no periodo pds-natal e coincide com a
alimentacdo enteral e o estabelecimento da microbiota. Importante salientar que a
imaturidade dessa barreira permite ao recém-nascido, nas suas primeiras horas de vida,
absorver proteinas inteiras, como 0s anticorpos maternos presente no colostro, através do
espaco paracelular (UDALL, 1981; WALKER, 2002)

1.1.2- Dieta e a microbiota

A dieta fornece ao hospedeiro a matéria-prima necessaria para Seus processos
metabdlicos como a producéo de energia, sintese de proteina e a divisdo celular, garantindo
dessa forma a homeostase do individuo. Porém a dieta interfere na composicdo da
microbiota intestinal, que por sua vez também é capaz de interferir na dieta, aumentando
e/ou diminuindo a disponibilidade do alimento que chega no TGI. Dietas hiperlipidicas e
pobres em fibras, por exemplo, aumentam a permeabilidade intestinal e diminuem a
diversidade bacteriana, enquanto que dietas ricas em fibras aumentam AGCC, como
butirato, que aumentam a expressao dos genes de mucina (MUC1, MUC2, MUC3 e MUC4),
aumentam a montagem das juncdes firmes através da ativacdo de proteina cinase ativada
por AMP (AMPK) e consequentemente diminuem a permeabilidade a patégenos e
moléculas antigénicas (JUNG, 2015).

O tipo de dieta, além de interferir na diversidade da microbiota intestinal, é
responsavel pelo tipo de acidos graxos de cadeia curta produzidos por essas bactérias. Uma
importante funcdo dos microrganismos intestinais € o processo denominado de salvamento
energético, onde produtos nao digeridos nem absorvidos no intestino delgado sdo utilizados
para a producdo de AGCC, como acetato, butirato e propionato, principais fontes de energia
para os colondcitos (cerca de 60 a 70% da sua necessidade energética) (BARBOSA et al.,
2010). Estudos indicam também que o butirato, através de interferéncia no padrdo de
metilacdo do DNA e acetilacdo das histonas, limitam o crescimento de células cancerigenas,
reduzem a expressao de fatores pro-inflamatérios como a IL-1B, IL-6 e 0 TNF-a e estimulam
células enteroendécrinas (BERDANI e ROSSI, 2009).

No nivel extraintestinal, o butirato tem efeitos benéficos em hemoglobinopatias como
a doenca falciforme e talassemia beta, por aumentar os niveis de producdo de hemoglobina
fetal, principalmente através da inibicdo da enzima histona deacetilase, causando efeito
global de hiperacetilacdo de histonas e consequentemente aumentando a expressdo do
gene da y-globina (CANANI et al., 2012).

Os AGCC produzidos pelas bactérias intestinais também interferem no metabolismo
energético do hospedeiro, contribuindo com cerca de 10% da sua demanda energética

(FLINT et al.,, 2012). Fato importante para pessoas com DF, pois elas apresentam
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metabolismo bastante elevado, requerendo maior demanda de energia. Isto acontece
principalmente devido a hemdlise crbnica e a vaso-oclusdo, o que provoca maior
necessidade metabdlica. Como resultado, as criangas com DF apresentam atraso no
crescimento e, consequentemente, baixo peso devido a baixa reserva energética (BARDEN
et al., 2002).

Alguns estudos evidenciaram que grupos de individuos que receberam a mesma
guantidade de glicose por via enteral e por via oral diferiram nos niveis do peptideo C, usado
como parametro para avaliar os niveis de insulina. Assim, foi identificado que células L
presentes no ilio e no célon, pertencentes ao grupo das células enteroenddcrinas, sao
estimuladas pelos AGCC a produzirem incretinas como o peptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1). O GLP-1 diminui a apoptose e aumenta a proliferacdo das células beta-
pancreaticas produtoras de insulina, aumenta a sintese desse horménio 75%, diminui a
sintese do glucagon, age no centro da saciedade diminuindo a fome e exerce efeito
cardioprotetor (PERLEY e KIPNIS, 1967; DRUCKER, 2006; BAGGIO e DRUCKER,2007).

1.1.3- Microbiota

A microbiota intestinal caracteriza-se pelo conjunto de microrganismos residentes no
trato gastrintestinal do individuo e que mantem relacdo simbibtica e desempenham
importantes funcdes para a fisiologia do seu hospedeiro. Tais microrganismos, quando de
carater transitorio, sdo denominados de aldctones, e quando de carater permanente sao
autoctones (GUARNER, 2007; BARBOSA et al., 2010). As bactérias sédo ainda classificadas
como comensais, quando possuem uma relacdo simbidtica, ou patogénicas, quando
causam prejuizos para o seu hospedeiro. Dessa forma, sdo denominados de disbioses, 0s
guadros onde ha predominancia de bactérias patogénicas sobre as comensais (ALMEIDA et
al., 2009).

Acreditava-se que ao hascer, o intestino do feto € estéril, sendo iniciado o processo
de colonizagdo por microrganismos durante e ap6s o parto. Porém, alguns estudos recentes
sinalizam para a presenca de algumas poucas espécies de microrganismos transmitidas via
placenta (SATOKARI et al., 2009; JIMENEZ et al., 2008).

A distribuicdo da microbiota € heterogénea ao longo do trato gastrintestinal, no
estdbmago (10° UFC/mL) e intestino delgado (10* UFC/mL) o nimero é bastante limitado, em
funcdo da acdo bactericida do acido cloridrico, sais biliares, secre¢cdo pancreética e
expulsdo pelo peristaltismo. Na regido final do intestino delgado, ileo (10" UFC/mL), e no
intestino grosso (1012 UFC/mL) ha um significativo aumento quantitativo e qualitativo desses
microrganismos (GUARNER, 2007; TURRONI et al.,, 2008), tendo como fatores

determinantes para definir seu perfil: o tipo do parto, amamentacdo natural ou artificial,
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fatores genéticos, composicdo alimentar e uso de drogas, principalmente antimicrobianos
(PENNA e NICOLI, 2001; BRANDT et al., 2006). Apos a instalacdo da microbiota definitiva
por volta de 18 a 24 meses, ela mantém-se estavel ao longo da vida do hospedeiro
(GUARNER e MALAGELADA JR., 2003).

Criancas nascidas de parto vaginal iniciam a formacado de sua microbiota através de
microrganismos maternos presentes no canal do parto. No entanto, as de parto cesareo
iniciam essa colonizagcdo através de outros microrganismos presentes no ambiente,
principalmente o hospitalar. Estudos mostram que individuos nascidos de parto vaginal
apresentam maior percentual Bifidobacterium e Lactobacillus em sua microbiota intestinal,
guando comparado a criancas que nasceram de parto cesareo (ANDRADE, 2010).

O leite materno influencia na formagao da microbiota intestinal, pois além de possuir
IgA, capaz de limitar a presenca de determinados grupos de microrganismos, contém o fator
bifido, um oligossacarideo, somente presente em quantidade elevada no leite humano, e
conhecido por facilitar o crescimento de grupos de microrganismos denominados de
bifidobactérias. Cerca de 90% da composicdo da microbiota intestinal de criancas
amamentas exclusivamente de leite materno é formada por Bifidobacterium e Lactobacillus
(HARMSE et al., 2000).

Os microrganismos que compdem a microbiota intestinal precisam aderir-se a
receptores presentes nas células intestinais, para ndo serem arrastadas pelo peristaltismo.
O padréo genético influencia na expressao de receptores de adesdo bacteriana, presentes
na superficie do limen do TGI, o que proporciona adeséo de certos grupos e ndo de outros
(BARBOSA et al., 2010). GEmeos univitelinos, mesmo separados, mantém uma composi¢cao
semelhante, quando comparados com gémeos bivitelinos, o que sinaliza a importancia do
padrdo genético na determinacdo na microbiota permanente (BRANDT et al.,, 2006;
ANDRADE, 2010). O padrao de expressao dos receptores de adesao reduz com o avancar
da idade, diminuindo a diversidade das bactérias comensais e instalando bactérias
patogénicas. Isso tem como consequente a instalacdo das disbioses, caracteristicas dos
idosos e que séo responsaveis pelos quadros de diarreia (UDALL, 1981)

No bolo fecal, encontram-se diversos microrganismos como virus, fungos,
protozoarios, no entanto em torno de 50% da sua massa € composta por bactérias, havendo
cerca de 10'* bactérias aderidas a superficie intestinal, o que corresponde a 1,2 kg da
massa corporal (BARBOSA et al.,, 2010). Andlise metagendmica da microbiota de fezes
humanas mostra que a maioria das sequéncias sao de origem bacteriana, com 0,14% das
reads classificadas como contamina¢do humana, 0,5% de todos os outros eucariotos, 0,8%
de arqueia e 5,8% de virus (ARUMUGAM, 2011; SCHOLTENS, 2012).

Aproximadamente 97% das espécies bacterianas presentes na microbiota intestinal

sdo anaerObias e 3% sdo anaerObias facultativas. Eckburg (2005) apresenta os filos
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Firmicutes e Bacteriodetes como 0s principais componentes da microbiota humana, e que
um numero substancial que compde o primeiro grupo sao bactérias conhecidas como
produtoras de butirato. O principal género bacteriano é Bacteroides, mas Lactobacillus,
Staphylococcus, familia Enterobacteriaceae, Streptococcus e Clostridium também estédo
presentes. No entanto a microbiota intestinal saudavel é considerada quando possui uma
grande participacdo de Bifidobacterium e Lactobacillus.

A microbiota do TGI alberga cerca de 30 géneros e mais de 1000 espécies de
bactérias (SCHOLTENS et al., 2012). Arumugam et al. (2011) analisaram 22 metagenomas
de microbiota fecal de seres humanos de quatro nacionalidades, juntamente com dados de
sequenciamento previamente publicados e identificaram trés géneros toxonémicos que sdo
comuns a todas as amostras e, portanto, ndo sendo nacional ou especifico do continente.
Confirmaram também, através da composicéao filogenética das sequéncias avaliadas, que os
filos Firmicutes e Bacteriodetes compdem a grande maioria da microbiota intestinal humana
e gque o género Bacteroides foi 0 mais abundante, porém o mais variavel entre as amostras.

De acordo com Arumugam et al. (2011), normalmente 0s grupos mais abundantes
estdo também relacionados com as funcbes mais representativas da comunidade, apesar
gue grupos pouco abundantes possam desempenhar funcbes importantes. O bom exemplo
¢ o filo Firmicutes que desempenha um papel relevante na conversdo de acetato em butirato
(NEPELSKA et al., 2012).

Arumugam et al. (2011) também identificaram que trés géneros taxondmicos
desempenhavam funcdo de ndcleo principal, mantendo fortes rela¢cdes com outros géneros
(coexistindo ou se evitando) dentro dessa comunidade. Esses grupos eles denominaram de

enterotipo 1 (Bacteroides), enterotipo 2 (Prevotella) e enterotipo 3 (Ruminococcus ) (Fig. 3).
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Figura 03- Redes de co-ocorréncia dos trés enterotipos. Fonte: Arumugam et al. (2011).
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1.1.3.1- Relagéo da microbiota com a permeabilidade intestinal

A disbiose intestinal € responsavel por uma série de alteragbes metabdlicas
sistémicas, devido ao aumento da permeabilidade do TGI. Esse aumento de permeabilidade
ocorre pelo comprometimento da expressdo de proteinas de adesao entre os enterdcitos,
como as claudinas e ocludinas, ou através da diminuicdo da producdo de mucina intestinal.
Com diminuicdo dos fatores de adesdo e da mucina, moléculas antigénicas como os LPS
séo absorvidas para a circulacao sistémica (DENIPOTE, 2010).

Os LPS sdo endotoxinas presentes na membrana externas das bactérias Gram-
negativo e sdo liberadas principalmente quando da morte dessa célula ou da sua diviséo, é
considerado como principal fator de viruléncia nas infec¢cbes por bactérias Gram-negativo e
nas inflamacbes sistémicas. Estima-se que em funcdo da colonizagdo intestinal ter
importante parcela dessas bactérias, exista cerca de 1 mg de LPS por grama de fezes.
Essas moléculas séo responsaveis por desencadear o processo inflamatério e febril, quando
em altas concentragfes, no entanto, em concentragcdes mais baixas sdo responsaveis pela
resposta imunomoduladora ou por causar um estado de inflamacao subclinica (RIETSCHEL
et al., 1994; TUIN et al., 2006).

1.1.3.2- Relacdo da microbiota com sistema imune

A barreira imunolégica exercida pelo TGl apresenta aspectos extracelulares tais
como lisozimas presentes na saliva, baixo pH estomacal devido ao HCI, presenca de sais
biliares, muco, enzimas e imunoglobulinas como a IgA, e aspectos celulares como adeséo
entre os enterdcitos devido as juncbes firmes e a presenca do GALT. Essas condi¢Bes do
[imen intestinal garantem a destruicdo de microrganismos patogénicos bem como a nao
absorcdo de moléculas antigénicas. Porém, muitas dessas funcdes dependem do
estabelecimento da microbiota (STILLING, 2016).

A presenca de uma microbiota reconhecidamente saudavel proporciona os seguintes
beneficios ao sistema imune do seu hospedeiro: ao aderir-se a membrana apical do
enterdcito, através de receptores especificos, cria uma barreira mecénica contra
microrganismos patogénicos; estimula o desenvolvimento do Tecido Linfoide Associado ao
Intestino; compete por nutrientes; produz metabdlitos como o 4cido lactico que diminui o pH
do limen intestinal deixando o ambiente inGspito para certos patdgenos; e produz proteinas
metabolicamente ativas, com efeito bactericida, denominadas de bacteriocinas, sendo a
reuterina, uma importante bacteriocina, produzidas por Lactobacillus reuteri (SILVA et al.,
2016; DINLEYICI et al., 2015; SILVA et al., 2010).
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A presenca da microbiota intestinal € fundamental para o processo de migracédo de
macréfagos e neutréfilos para o TGI, essas células compfe o sistema imune inato. Nosso
sistema imune inato ou natural caracteriza-se como primeira linha de defesa contra
infec¢Bes por microrganismos. Esta resposta inicial inespecifica é fundamental para ativacao
da resposta humoral (anticorpos) e celular (linfocitaria) que compde o0 sistema imune
adaptativo (ANDRADE, 2010; BRANDT et al., 2006).

As células do sistema imune inato apresentam Receptores de Reconhecimento de
Padrao (PRR), capazes de identificar padrdes moleculares associados aos patdégenos
(PAMP), assim como padr6es moleculares associados ao dano (DAMP), este Ultimo de
origem enddgena, fruto de estresse e lesdo celular (como nos traumas e quadros
isquémicos), o seu reconhecimento é fundamental nas respostas inflamatorias tipo estéril
nao infeciosas. Os PRR podem apresentar localizacdo na membrana plasmatica, como 0s
Toll-Like Receptor (TLR) ou citoplasméatica como os Nod Like Receptor (NLR). Os TLRs e os
NLRs s&o os principais receptores de reconhecimento dos PAMPs, enquanto os DAMPS sao
reconhecidos apenas pelos receptores de membrana do tipo Toll. A ativacdo desses
receptores desencadeia a expressado de uma série de genes e mediadores pro-inflamatérios
(CRUZ-MACHADO, 2010; LU, 2008; KAWAI e AKIRA, 2006).

Os receptores NLR séo sensores citoplasmaticos que quando estimulados pelo LPS
se oligomerizam, formando um complexo proteico denominado de inflamassoma, essa
plataforma de proteina é responsavel pela sintese de citocinas pré-inflamatérias como
interleucina 18 e interleucina 18 (DAVIS et al., 2011; STROWIG et al., 2012). A ativacao dos
receptores NLR, e, portanto, manutencdo do inflamassoma, € responséavel pela quebra da
homeostase e a instalacdo de um estado crbnico inflamatério com desenvolvimentos de
varias doencas (HENAO-MEJIA, et al., 2012).

Compondo o complexo proteico inflamassoma, além do NLR ativo e de proteinas
adaptadoras como ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD-
caspase activation and recruitment domains) existe a enzima Caspase 1, que ao ser
ativada com a montagem da plataforma, passa a clivar a pro-interleucina 1B (pro-IL-1B) e a
pro-interleucina 18 (pro-IL-18) em interleucinas 1B (IL-1B) e interleucina 18 (IL-18),
respectivamente. Essas interleucinas apresentam atividade pleiotropica com efeitos
fisiopatoldgicos em diversas células (BRADDOCK e QUINN, 2004; HANAMSAGAR, et al.,
2012; PAIVA-OLIVEIRA, 2012).

A IL-18 aumenta a expressao de moléculas de adesao, tonifica a coagulagéo
sanguinea, ativa células endoteliais, induz a COX-2, aumenta a producdo de citocinas como
TNF-a (esse pode induzir a endocitose de ocludinas) e interleucina-6 (IL-6), possui atividade
pirogénica, promove liberacdo de neutrofilos da medula, ativa macréfagos e linfocitos T e

interfere na saciedade, na temperatura e no sono. A IL-18 aumenta adesé@o de moléculas de



20

superficie, induz o ligante Fas, estimula a proliferacdo de células T ativas, aumenta o fator
de crescimento de macréfagos, induz a resposta alérgica, aumenta a toxicidade de células
Natural Killer (NK) e induz a producéo de interferon gama (IFN-y), envolvido na regulagéo
das juncdes firmes no TGI (DINARELLO, 2006; PAIVA-OLIVEIRA, 2012; RODRIGUES,
2016).

Ja o principal receptor de reconhecimento dos LPS na membrana é TLR-4, e seu
principal mecanismo de acdo esta relacionado com ativagdo do Fator Nuclear kappa B
(NFkB) citoplasmatico, que entdo se desloca ao nucleo e age como fator de transcrigcdo para
mais de 200 genes envolvidos com a resposta fisiopatoldégica, como moléculas de adeséo
celular (PECAM e ICAM), citocinas pro-inflamatdrias (interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-
6) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e as enzimas ciclooxigenase 2 (COX-2) e 6xido
nitrico-sintase induzida (iNOS) (CRUZ-MACHADO, 2010).

O reconhecimento do LPS pelo TLR-4 envolve a participacdo de outras moléculas
como a LBP-proteina ligante de LPS, a proteina CD14 e ainda a proteina mieloide
diferenciadora 2 (MD-2). Essas proteinas auxiliam a transferéncia do LPS para o TLR-4, que
por sua vez desencadeia o processo de sinalizacdo intracelular com o recrutamento de
proteinas que convergem para a fosforilacéo, ubiquitinacdo e degradacéo proteassdmica da
proteina inibidora do NFkB, a IkB-alfa (Fig 4) (CRUZ-MACHADO, 2010; KAWAI e AKIRA,
2006).
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Figura 04- Sinalizacdo envolvendo LPS/TLR na ativacdo do fator de transcrigio NFkB. LPS-
Lipopolissacario; TLR -Toll Like Receptor; LBP- Lipopolysaccharide Binding Protein; Proteina CD14;
MD-2-proteina mieloide diferenciadora 2; NFkB-Fator Nuclear kappa B; IkB-alfa- proteina inibidora do
NFkB; MAPK- mitogen-activated protein kinase; AP-1-activator protein 1; IRF3- interferon-regulatory
factor 3. Fonte: (CRUZ-MACHADO, 2010)
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Sendo assim, a resposta de inflamacdo € um mecanismos de defesa emergencial a
estimulos causados por PAMPs e DAMPs e de carater essencial para a sobrevivéncia do
organismo, porém em situacdes inapropriadas ou exacerbadas, ao invés de protecédo pode
ser a causa de reacfes patoldgicas adversas como destruicdo de 6érgaos, alergias e em
situacdes extremas o choque séptico, associado com alta taxa de mortalidade. Segundo
Cinel e Opal (2009), nesse ultimo caso, a presenga de microrganismos ativa o inflamassoma
e induz uma elevada producédo de IL-1B instalando uma inflamac&do generalizada com
coagulacéo intravascular disseminada, hipoglicemia e faléncia vascular (RIETSCHEL e col.,
1994; GUHA e MACKMAN, 2001). Essa elevacdo da IL-183, além de estar relacionada ao
choque séptico, mantém relacdo com a fisiopatologia da hiperalgesia, fazendo do
inflamassoma e dos receptores da IL-1 importantes alvos de abordagens terapéuticas
(SCHOLZ e WOOLF, 2007).

O controle da IL-1B ocorre através de feedback negativo, envolvendo o eixo
Hipotalamo-Hipofise-Adrenal, onde a IL-1f estimula o hipotalamo a liberar o horménio
liberador de corticotrofina (CRH), que age na hipoéfise anterior para liberacdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), que por sua vez estimula a zona fascicular do cértex da
adrenal a liberar glicocorticosteroides que inibem a sintese da prolL-18 (VARELLA e
FORTE, 2001).

1.1.3.3- Producéo de vitaminas e neurotransmissores pela microbiota intestinal

Além de protecdo imunolégica e do controle da permeabilidade intestinal, com
consequente diminuicdo da resposta inflamatoria sistémica, a microbiota é responsavel pela
producdo de vitamina K e do complexo B, importantes para processos de coagulacao
sanguinea, metabolismo energético, hematopoese e absorcdo de nutrientes. As principais
bactérias produtoras de vitamina K e do complexo B sdo Streptococcus, Fusobacterium,
Enterococcus, Propionibacterium, Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus,
Enterobacterium e Veillonella (ALBERT et al., 1980; CONLY et al., 1994; BARBOSA et al.,
2010).

Vitaminas do complexo B como a B1 (Tiamina) estdo envolvidas com a formacgéo da
Acetil-CoA, e, portanto, com inicio do ciclo de Krebs. Tecidos com alta demanda energética
como 0 nervoso e muscular sédo bastante afetados com a diminuicdo dessa vitamina. A
vitamina B6 (Biotina) é importante para atividade da enzima Aminoacido Aromatico
Descarboxilase (AADC) responsavel em converter DOPA em dopamina e o 5-
hidroxitriptofano em serotonina. Essa vitamina também €& importante para enzima

Descarboxilase do Acido Glutamico (GAD) que converte o glutamato em GABA, principal
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neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (LEHNINGER, 2002; GUYTON e
HALL, 2011).

Portanto, a microbiota intestinal exerce consideravel relevancia na sintese de
diversos neurotransmissores. A serotonina por exemplo é fundamental para o processo de
peristaltismo intestinal e juntamente com outros neurotransmissores e mediadores da
inflamacgdo estabelecem importante elo entre as disbioses intestinais e o aumento da
sensibilidade visceral, pois, a ativacdo crénica dos nociceptores, devido a esses
mediadores, pode causar episddios imprevisiveis de hiperalgesia desproporcional ao
estimulo. Estudos tem demostrado que uso de antibioticos esta relacionado com o aumento
da sensibilidade visceral na idade adulta devido a sua interferéncia da composicdo da
microbiota intestinal (WIDGEROW, 2012; PUSCEDDU, 2018).

Estudos mostram que as disbioses intestinais sdo responsaveis por quadros de
hiperserotonemia e comprometimento nos niveis de triptofano plasmatico, pois as células
enterocromafins do intestino, responsaveis em produzir a serotonina, sdo estimuladas por
AGCC e aumentam a permeabilidade do intestino, permitindo que maiores niveis de
serotonina chegue a corrente sanguinea (THEIJE et al, 2011).

A serotonina ou 5-Hidroxitriptamina (5-HT) € um neurotransmissor responsavel por
funcdes como estado de humor, memdéria e aprendizagem em nivel de SNC, j4 no nivel
periférico € responsavel pela ativacdo plaquetaria, vasoconstricdo e vasodilatacao,
bronquioconstricdo, aumento da sensibilidade visceral, motilidade e secrecdo gastrica
(CARABOTTI, 2015). Esta é sintetizada a partir do triptofano e cerca de 90 a 95% do
aminodcido sdo usados localmente pelo intestino para producéo da sua 5-HT. Logo, apenas
5 a 10% do triptofano é lancado na corrente sanguinea e apds atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) sera metabolizado em 5-HT, ja que a BHE ndo é permeavel a
serotonina plasmatica. Parte dessa serotonina circulante sera capturada e armazenada nos
granulos plaquetarios, pois as plaquetas ndo apresentam vias metabdlicas capazes de

sintetizar sua prépria serotonina (O’'MAHONY et al., 2015).

1.1.3.4- Hipé6tese da Higiene

A diminuicdo do contato das criangas com microrganismos do ambiente, seja por uso
de antibiéticos ou outros fatores limitantes, diminui a pressdo de contato. Isso ficou
conhecido como “Hipétese da Higiene” e deve-se a mudangas nos padrdes de higienizacédo
na producdo e manipulacdo de alimentos, uso de vacinas e antimicrobianos, redugdo no
namero de filhos, mudangas nos padrbes socioculturais e econémicos (ALM et al., 1999;
ALM et al., 2002; DENIPOTE, 2010).
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O comprometimento do estabelecimento da microbiota intestinal gera alteragéo no
desenvolvimento do sistema nervoso central, com surgimento de ansiedade, depresséao,
autismo e outros distarbios psiquiatricos. Além de alterar o padrdo da resposta imune, com
crescente numero de Enterocolite Necrosante (EN), Doenca Inflamatéria Intestinal (DIl) e
doencas atopicas (GUARNER, 2007; RUPPER e ANDREMONT, 2013).

Estudos com animais mostram também que alteracdes da microbiota nas fases
iniciais do desenvolvimento dos individuos podem causar sequelas permanentes. Carabotti
et al.,, (2015) usando modelos de ratos isentos de germes mostrou que 0S animais
apresentavam respostas exacerbados frente a situacbes de estresse e que tal resposta se
normalizava ap6s serem colonizados com uma microbiota intestinal normal. Ele mostrou
também que essa recuperacdo da resposta ao estresse sé ocorria se a colonizacdo do
intestino fosse em fases iniciais do desenvolvimento e, portanto, depois de certa idade nao
era mais possivel reverter esse padrao exacerbado de resposta ao estresse, evidenciando a
existéncia de uma relagdo entre os niveis de cortisol e a microbiota (CARABOTTI et al.,
2015; BOKULICH et al., 2016).

1.1.3.5- Mecanismos de interferéncia positiva na microbiota intestinal

Uma alternativa de alteracdes positivas para a recomposi¢cdo da microbiota intestinal
saudavel é o uso de probidticos, prebidticos e simbidticos. De acordo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), probidticos constituem microrganismos vivos, que fornecidos em
guantidades adequadas sédo capazes de trazer beneficios a salde do seu hospedeiro,
através de modificacdes na sua microbiota. Prebidticos sdo substancias que ndo sao
digeridas, nem absorvidas no intestino delgado e que facilitam o desenvolvimento da
microbiota e/ou de probibticos. Os simbidticos sdo alimentos que contém a juncdo de
prebidticos e probiodticos (SAAD, 2006; WALL et al., 2009).

Os probibticos, além de possuirem mecanismos de acdo semelhante aos
microrganismos autéctones que compdem a microbiota intestinal, inibem bactérias que
convertem produtos pré-carcinogénicos (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
nitrosaminas) em substancias carcinogénicas, e diminuem as enzimas B-glucuronidase e
nitroredutase, produzidas por bactérias patogénicas, com consequentemente diminuicdo de
substéncias nocivas (DENIPOTE, 2010). O probiético Lactobacillus reuteri, além de produzir
a reuterina (proteina com atividade bactericida), tem a capacidade de suprimir a atividade do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que esta relacionado com o comprometimento das
juncbes firmes e consequente aumento da permeabilidade intestinal (SILVA, 2016;
DINLEYICI, 2015; SILVA, 2010).



24

Os probiéticos juntamente com a microbiota intestinal podem degradar o acido fitico,
um dos mais importantes fatores antinutricionais, presente nos alimentos de origem vegetal,
principalmente nas sementes. O acido fitico € um potente quelante de Ferro, Zinco,
Magnésio e Calcio e consequentemente pode desencadear anemia ferropriva, diminui¢cdo da
resposta antioxidante e diminuicdo da mineralizacdo 6ssea (RAGHAVENDRA, 2009;
BENEVIDES et al., 2011). Trabalho realizado com férmulas nutricionais distribuidas em Belo
Horizonte, os indices do &cido fitico era 20 vezes maior do que o limite permitido (NAPPI et
al., 2006)

Os principais géneros de bactérias probioticas sdo Bifidobacterium e Lactobacillus,
representados pelas espécie B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. animalis, B.
longum e B. thermophilum, L. acidophilus, L. helveticus, L. casei, L. plantarum, L. rhamnosus
e L. salivarius (SANTOS et al., 2011; RAIZEL et al., 2011; BERDANI e ROSSI, 2009;
MORAIS e JACOB, 2006; SAAD, 2006).

Como exemplo de prebidticos temos a inulina, lactiol, lactulose, xilitol e alguns
oligossacarideos como o frutooligossacarideo (FOS). Tais nutrientes sdo encontrados em
alimentos como alho, cebola, banana, cereais, beterraba, trigo, chicéria, aspargo e
alcachofra, sendo a inulina e a FOS as fibras prebidticas de maior importancia
(CARRENHO, 2014; RAIZEL et al., 2011).

Os prebioticos podem aumentar a absorgéo de sais inorgéanicos (Calcio, Ferro, Zinco,
Cobre, Magnésio) através da diminuicdo do pH e do aumento da area de absorcéo
intestinal, pois, em condi¢des de alcalinidade intestinal esses sais inorganicos séo insollveis
e, portanto, menos absorviveis. Com a degradacdo dos prebidticos pelos probidticos ou pela
microbiota intestinal ha a formacdo AGCC, acido acético, butilico, e propridnico que
diminuem o pH do limen e solubilizam esses sais, facilitando sua absor¢do (MACHADO, et
al.,, 2001). Além disso, a entrada do butirato e do lactato para o interior das células
intestinais ocorre através de receptores associados com proteinas G, GPR41 e GPR43, e
induz a proliferacdo de enterdcitos e colondcidos com consequente aumento da superficie
de absorgéo do intestinal (FROTA, 2015).

Ratos alimentados com o0s prebi6ticos inulina ou arabinoxilanos aumentaram
significativamente a produgdo de mucina, que foi acompanhada pelo aumento de
Akkermansia muciniphila. Essa bactéria intestinal foi isolada em 2004, é uma Gram-
negativo, anaerébia estrita, degradadora de mucina pertencente ao filo Verrucomicrobia.
Esta presente na maioria dos individuos testados, apresenta-se como um verdadeiro
simbionte de seres humanos, compondo cerca de 1 a 4% das bactérias colbnicas. O género
Akkermansia é considerado da microbiota indigena do intestino, devido a sua presenca em
imensa gama de espécies animais, domésticas e selvagens, e evolutivamente distantes.

Sua capacidade de degradar mucina oferece vantagens competitivas de sobrevivéncia em
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momentos de jejuns prolongados ou em dietas parenterais (SHEN et al. 2016; DERRIEN et
al., 2017; BELZER e DE VOS, 2012). Segundo Arumugam et al (2011), devido as pressao
seletiva do hospedeiro e de outros microrganismos sobre a microbiota intestinal,
determinados grupos sdo mais abundantes do que outros, e as funcdes moleculares
identificadas como mais relevantes, geralmente ligadas aos grupos mais representativos.

Além dos probioticos e prebidticos como alternativa no tratamento das disbioses, os
Transplantes de Microbiota Fecal (TMF) vem ganhando notoriedade, devido aos excelentes
resultados. O TMF consiste numa metodologia, que através de comprimidos, sondas
nasogastricas ou colonoscopia, sao introduzidas bactérias comensais de pacientes
saudéaveis em individuos com microbiota considerada ndo saudavel, porém a técnica ainda
precisa de mais estudos (ZHANG et al., 2020; SATOKARI, et al, 2014; SINGH, et al., 2014,
KAPEL, et al., 2014).

1.1.3.6- Mecanismos de interferéncia negativa na microbiota intestinal

Entre os fatores externos limitantes na composicao da microbiota intestinal pode-se
citar a pressao dos microrganismos presentes no ambiente, a disponibilidade e competicao
por nutrientes ingeridos pelo hospedeiro e a exposi¢cdo a determinados grupos de drogas,
tendo os antimicrobianos como o0 mais importante fator externo de interferéncia na
composicdo da microbiota intestinal (ANDRADE, 2010). Portanto, drogas, laxantes,
antiacidos, antibiéticos, além de causar disbiose, sdo responsaveis por aumentar a pressao
de selecdo das bactérias e facilitar o processo de resisténcia, principalmente quando o uso é
feito de forma inadequada e prolongada (JERNBERG et al, 2010; CARLET, 2012)

Assim, doencas como anemia falciforme, que apresenta imunodepressao e uso de
antibioticoprofilaxia crdnica, principalmente nos dois primeiros anos de vida, podem ter

complicacdes desconhecidas devido ao uso desses antimicrobianos.

1.2- Doenga Falciforme

A anemia falciforme é a doenca genética monogénica mais prevalente no Brasil e no
mundo, decorrente de um polimorfismo de um Unico nucleotideo com substituicdo de uma
Adenina por uma Timina no sexto cédon da cadeia beta da hemoglobina, causando uma
mudancga na sequéncia de seus aminoacidos, onde um glutamato é trocado por uma valina
(BRASIL-MS, 2018).

A hemoglobina mutante é denominada de HbS, enquanto a hemoglobina normal é
chamada de HbA. Individuos heterozigotos para tais hemoglobinas sdo conhecidos como

traco falciforme e séo clinicamente normais enquanto os homozigotos para HbS séo afetados
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pela anemia falciforme. Dentro do grupo da hemoglobinopatias, além da anemia falciforme,
existem outras doencas falciformes, que sé@o caracterizadas por um aspecto clinico mais
brando e causadas pela heterozigose da HbS com outras hemoglobinas mutantes como a
HbC (BRASIL-MS, 2018).

Essas mutacgBes causam polimerizacdo das moléculas de hemoglobina mutante
guando em situacBes de estresse fisiolégico como infecgdes, baixa pressdo de oxigénio e
desidratacdo, com consequentes alteracdes morfolégicas dos eritrcitos que adquirem forma
de foice. As falcizacBes geram crises vaso-oclusivas e hemdlise. Assim, essa doenga €
marcada por constantes necroses isquémicas nos mais diversos 6rgaos, causando dactilite,
Acidente Vascular Encefalico (AVE), dores toracicas, sequestro esplénico, priapismo, Ulceras
de perna, necrose da cabeca do fémur e infarto do bagco, com evolucédo para uma asplenia
funcional e posterior auto-esplenectomia que compromete a imunidade dos pacientes
(MANFREDINI, 2007; BRASIL-MS, 2009; BRASIL-MS, 2012; DIAS et al., 2013)

Estudos recentes mostram que a simples falcizacao do eritrocito ndo seja a questao
central na crise vaso-oclusiva, pois fatores de adesdo presentes nas membranas dos
eritrocitos falcizados e nas células endoteliais, juntamente com neutréfilos senescentes e
mediadores inflamatérios, desempenham importante papel nesse processo. Os neutroéfilos
envelhecidos sdo o gatilho principal, pois os eritrocitos falcizados em vez de se ligarem ao
endotélio, aderem-se mais comumente a essas células, gerando um nddulo que culminara
com a vasoclusdo. Desta forma, a crise vaso-oclusiva € consequéncia da interacdo entre
eritrocitos falcizados, citocinas inflamatorias, endotélio e neutrofilos ativados, sendo esses
altimos, os atores centrais (MANFREDINI, 2007; BRASIL-MS, 2009; BRASIL-MS, 2012;
DIAS et al., 2013; LIM et al., 2016).

Na patogénese da DF, um outro fator relevante estd associado ao envelhecimento
precoce do eritrdcito devido as constantes falcizacdes, o que gera hemolise com liberacao de
padrBes moleculares associados ao danos (DAMPSs) e depressdo do oxido nitrico (NO), um
potente e importante vasodilatador. A diminuicdo do NO ocorre por dois mecanismos
principais relacionados com a ruptura do eritrécito e consequente liberagdo da hemoglobina e
da arginase na circulagdo. A hemoglobina reage com o NO e se transforma em
metahemoglobina e a arginase quebra a arginina que é precursora do NO. Essa diminuigdo
do NO contribui ainda mais com a vasoclusdo e o comprometimento imunolégico (KIM-
SHAPIRO et al., 2018).

No Brasil, a anemia falciforme apresenta uma incidéncia de 1 caso para 1000
nascimentos e a Bahia é o estado com maior ocorréncia, com um 1 caso para cada 650
nascimentos. Estima-se que somente neste estado existam 328 novos casos ao ano, pois, a
média anual de nascimentos na Bahia é de aproximadamente 213 mil nascidos vivos
(ALMEIDA, 2006; SESAB, 2016).
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Desta maneira, as Doengas Falciformes caracterizam-se como um importante
problema de saude publica, com elevada morbimortalidade, tendo as crises vaso-oclusivas -
CVO, queda da imunidade e o estado de inflamacao cronica, os grandes responsaveis pela
baixa expectativa de vida desses pacientes (NUZZO et al., 2004; AMORIM, 2010;
FERNANDES et al., 2010). Segundo Fernandes et al. (2010) a maior parte dos 6bitos esta
relacionada a septicemia e sequestros esplénicos. Na tentativa de amenizar essas
complicagdes, o Ministério da Saude indica o uso de antibioticoprofilaxia nos pacientes com
DF do diagndstico aos cinco anos de idade (BRASIL-MS, 2018).

No entanto, os dois primeiros anos de vida é o periodo que coincide com o de maior
instabilidade e vulnerabilidade no desenvolvimento da microbiota intestinal, pois, é a partir
do segundo ano de vida que ela atinge o seu climax de desenvolvimento, se aproximando
de uma composicdo semelhante de um adulto e se mantendo ao longo de toda a vida
(GUARNER e MALAGELADA JR., 2003). O uso de antibidticos nessa fase crucial pode
causar marcas permanentes na composicdo da comunidade bacteriana do intestino, pois
apos atingir o seu desenvolvimento a partir de 24 meses de idade, mesmo que haja brusca
mudanca na dieta ou uso de antibiéticos, a microbiota que ja atingiu seu climax de
desenvolvimento é capaz de se recompor, desde que as condicbes normais retornem
(JERNBERG et al., 2010; MODI et al., 2014; FROHLICH e FARZI, 2016).

Assim, apesar da comprovada eficacia da antibioticoprofilaxia em pacientes com DF,
diversos autores relatam que o uso dos antibiéticos € o principal fator comprometedor da
microbiota intestinal e que as disbioses causadas por antibidticos sdo responsaveis por
alteracBes sistémicas devido ao aumento da permeabilidade intestinal, diminuicdo de
barreira imunolégica, alteragcdes neuroenddécrinas, comprometimento na sintese de
vitaminas e no metabolismo enziméatico (SCHUMANN, 2005; ALMEIDA et al., 2009;
JERNBERG et al. 2010; MODI et al., 2014; FROHLICH e FARZI, 2016).

1.2.1- Terapia da Doenca Falciforme

A terapia das DF consiste em estimular a hematopoese com uso de acido félico,
evitar vasoconstricdes acentuadas com uso de compressas quentes e hidroxiureia (HU) que
eleva o NO, reduzir a falcizagdo com transfusdes sanguineas e com elevagdo da
hemoglobina fetal pela HU, evitar infecgbes com vacinas e antibioticoprofilaxia, além de
outras orientacdes terapéuticas como ingestdo abundante de 4gua e uso de analgésicos
(RODGERS, 1997; CANCADO et al., 2009; BRASIL-MS, 2012).

Mesmo com tal aporte terapéutico, as doencas falciformes ainda apresentam alta
morbimortalidade, que resultam na reducdo de 25 a 30 anos da expectativa de vida, em

comparagdo com a populacdo geral sem DF (BRASIL-MS, 2018). Pois, essa doenca é
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marcada principalmente pelo comprometimento do sistema imunolégico devido a dois
mecanismos: sua ineficiéncia no combate a microrganismos e/ou por acentuar 0 processo
vaso-oclusivo através de mediadores pro-inflamatorios (PLATT et al., 1994; DAYANA et al.,
2004; ARAUJO, 2015).

Portanto, tendo em vista as consideracdes acerca da anemia falciforme e que o uso
de antimicrobianos é um dos mais importante fatores de alteracdo da diversidade da
microbiota intestinal, e que os probidticos e prebidticos sao alternativas terapéuticas
acessiveis e baratas, fazem-se necesséarios estudos que possam mostrar 0s principais
grupos toxondmicos com suas respectivas caracteristicas funcionais, bem como, quais os
impactos sistémicos dessas possiveis dishioses em pacientes com DF, com a finalidade de
fornecer informacgdes que possibilitem ampliar as estratégias terapéuticas existentes e assim
evitar complicacdes causadas por interferéncias na microflora de pacientes com doenca

falciforme.

1.3- Diagnéstico de disbioses e funcionamento intestinal

Uma das formas de se avaliar a saude do intestino, com uma abordagem um pouco
mais clinica, € através da analise de sua permeabilidade, pois essa reflete o principal elo
entre a interacdo da microbiota, dieta e células intestinais e as manifestacdes sistémicas
causada pela quebra dessa relacdo. Existem diversas técnicas, invasivas e ndo invasivas,
para avaliar essa permeabilidade. Entre as invasivas, a medicdo das concentracbes de
lipopolissacarideo circulante (LPS), proteina de ligacdo a LPS (LBP) e proteina de ligacéo a
acidos graxos intestinais (iFABP) é utilizada para o calculo de um escore de risco de
permeabilidade (PRS) (COX et al., 2017). As técnicas nao invasivas consistem no
fornecimento de marcadores moleculares ndo absorviveis, como o teste de absorcao dupla
de acucar, com a administracdo oral de mono e dissacarideos (WANG et al., 2015;
DORSHOW et al., 2017).

Uma outra forma de avaliar a funcionalidade intestinal é através da andlise da sua
microbiota. No entanto, em funcdo de limitacbes de mimetizarmos em laboratério as
condi¢cbes exatas de nutrientes, pH e interacdes entre os microrganismos ali existentes,
menos de 20% destes microrganismos sao cultiviveis pelas técnicas tradicionais de cultivo.
Sendo assim, a inferéncia da diversidade de microrganismos é dada de forma indireta,
através de ferramentas da biologia molecular e de bioinformatica, onde o DNA total da
amostra é extraido, processado, amplificado, sequenciado e com o uso de programas
computacionais e bancos de dados é identificado e construido suas relagfes filogenéticas.
Porém, h&a certa complexidade na determinacdo do perfil saudavel da microbiota intestinal

em funcdo de protocolos de amostragem, da manipulagdo dos acidos nucleicos, do
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processamento, do sequenciamento e das analises computacionais, assim como pela
diversidade de condi¢@es fisioldgicas, nutricionais e ambientais que o individuo se encontra
(TREMBLAY et al., 2015; KEBSCHULL et al., 2015; GOHL et al., 2016).

1.3.1- Gene 16S ribossdémico - 16S rRNA

Uma das principais técnicas moleculares para identificacdo de microrganismos
recalcitrantes aos métodos de cultivo é através do gene 16S rRNA. Evolutivamente, é
altamente conservado, pois foi pouco afetado por transferéncias horizontais de genes. Além
de ser o gene mais utilizado para inferéncia taxondmica e andlise filogenética, comp8e um
dos maiores bancos de dados de sequéncias de DNA. Apresenta aproximadamente 1650
pb, com nove regides hipervariaveis (V1-V9) intercaladas por regides conservadas, as quais
permitem a construcdo de iniciadores universais. As regifes hipervariaveis V3-V4 sao as
mais utilizadas para identificar comunidades bacterianas no nivel de género e possivelmente
de espécie (HUGENHOLTZ et al., 1998; YANG et al. 2016; SINGER et al., 2016).

O método consiste na amplificacdo da regido de interesse com oligonucleotideos
iniciadores especificos como o 341Forward e 806Reverse (que apresentam alta cobertura
para Archaea e Bacteria) e os amplicons gerados de aproximadamente 465 pb sao
utilizados no preparo de bibliotecas que posteriormente serdo sequenciadas (CAPORASO et
al., 2011; TAKAHASHI et al., 2014). Atualmente, o sequenciamento desses fragmentos é
realizado através de varias plataformas de alta performance com a lon Torrent, Roche 454
GS FLX e MiSeq da lllumina. Em funcdo do menor custo, maior numero de leitura por
amostra e maior Q-score, 0 que garante qualidade e confiabilidade da sequéncia, esse

trabalho utilizard como método essa Ultima plataforma.

1.3.2- Sequenciamento com o Sistema MiSeq da lllumina

As etapas do sequenciamento da plataforma lllumina séo a diluicdo das bibliotecas,
clusterizacdo, sequenciamento e andalise dos dados gerados. Antes da realizacdo do
sequenciamento é preciso preparar o DNA extraido. Sequéncias de DNA conhecidas,
chamadas de adaptadores, sdo ligadas ao DNA de interesse a ser sequenciado. Assim 0s
fragmentos de DNA extraido mais os adaptadores sdo denominadas de bibliotecas. Os
adaptadores contém sequéncias que permitem a fixagdo do DNA no ‘flowcell de
sequenciamento, a amplificacdo para formacdo de clusters e para 0 sequenciamento
propriamente dito (devido a sequéncia iniciadora) e a identificacdo dos fragmentos de cada
amostra (através de sequéncias de 6 pb chamadas de bacordes ou indices que permitem a
multiplexacéo) (ILLUMINA, 2017; ILLUMINA, 2018).
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Assim, no sistema de sequenciamento MiSeq da lllumina, os fragmentos de interesse
sédo previamente utilizados para construcdes de bibliotecas. Nessa etapa, sdo adicionados
os adaptadores em ambas as extremidades dos fragmentos a serem sequenciados, um com
a finalidade de fixagcéo a placa de sequenciamento e 0 outro serve como iniciador da reagao
(A - Fig.05). A placa de vidro ou flowcell possui na sua superficie um denso aglomerado de
primers, com certo espagamento entre eles, onde os fragmentos da biblioteca irdo se fixar
(B - Fig.05). A extremidade livre com o adaptador, entdo se pareia com primer adjacente
fixado ao flowcell, formando uma estrutura em ponte, que sera amplificada com dNTPs néo
marcados (C e D -Fig.05). Ap0s finalizada a amplificacdo em ponte, os fragmentos sao
linearizados e o ciclo se repete cerca de 35 vezes formandos milhares de clusters com
aproximadamente um milhdo de fragmentos de um unico tipo por aglomerado, que seréo
utilizados para o sequenciamento. Devido ao espagamento dos aglomerados de primers do
flowcell, cada cluster possui sua localizacdo identificada na placa e uma quantidade de
fragmentos suficiente para que na etapa de sequenciamento com nucleotideos marcados
com fluoréforos seja possivel a deteccdo de luz pelo sensor do equipamento (ILLUMINA,
2018)
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Figura 05- Sistema de sequenciamento MiSeq da lllumina. Fonte: lllumina, (2018)

Apds o0 seguenciamento, as sequéncias de bases geradas sdo denominadas de
reads, as quais estardo no formato FASTQ. Nesse arquivo cada base possui um valor de

gualidade apresentada na escala Phred, que é uma escala logaritmica de determinagéo da
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probabilidade de erro da base, o Q (quality value). Onde Q = 10 significa que a probabilidade
de ocorrer 1 base errada em 10 ou seja 90% de precisdo de leitura (SYNGAI et al., 2013).

Tabela 01- Escala de Score Phred.

lem10 90%

1 em 100 99%
1 em 1000 99,9%
1 em 10000 99,99%

Os arquivos FastQ, contendo as reads geradas no seguenciamento, sao
processados usando ferramentas de bioinformatica, que irdo eliminar leituras de baixa
gualidade, bases ambiguas, homopolimeros, sequéncias indexadoras, primers, quimeras e
outros DNAs incompativeis com o fragmento escolhido para analise, além de alinhar
sequéncias complementares e formar contigs. Apds essas etapas, a ferramenta agrupa as
reads, por similaridade de sequéncia, e as classifica como OTUs, Unidades Taxondmicas
Operacionais. Por fim, o software busca, em um banco de dados, identificar a que taxon
pertence as OTUs geradas. Os dois softwares comumente usandos sdo o QIIME
(Quantitative Insights into Microbial Ecology) e o Mothur. Ja os quatro principais bancos
classificadores taxonémicas das OTUs séo o Silva, Greengenes, RDP (Ribosomal Database
Project) e NCBI (National Center for Biotechnology Information) (KOZICH et al., 2013;
YILMAZ, et al., 2014; BALVOCIUTE e HUSON, 2017; LOPEZ-GARCIA et al., 2018).

No entanto, esses softwares, com as varias referéncias de classificacdo, podem
apresentar desempenho diverso com diferentes tipos de amostra (KOZICH et al., 2013).
Segundo Lopez-Garcia et al. (2018) um pipeline de bioinformatica € considerado favoravel
guando maximiza a sensibilidade, com o minimo de prejuizo na especificidade. Esse mesmo
autor, ao trabalhar com contetdo do TGI, mostra que o Mothur fornece maior diversidade
gue o QIIME, independentemente do banco de dados de referéncia, GreenGenes ou Silva.
E que essas ferramentas, Mothur e QIIME, quando utilizam o Silva como banco de dados de
referéncia, apesar de ndo apresentam diferengas estatisticas entre o numero final de taxons
e abundancia relativa (AR) globais, destoam na diversidade beta. Além, de apresentarem
divergéncias, no nivel toxondmico mais especifico e menos abundante, dependendo do
banco de dados de referéncia (OTUs com <1% da AR com o Silva e OTUs <10% com
GreenGenes).

Desta forma, com intuito de minimizar vieses que comprometam analises futuras,

relacionadas as espécies menos abundantes e a formatacdo da comunidade, o presente
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tabalho optou por utilizar como ferramenta de bioinformética, o Mothur, por gerar um maior
numero de OTUs, e o banco de dados Silva, por apresentar menor diferenca na AR ao

trabalhar com tdxons menos representativos.
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OBJETIVOS

Considerando o exposto, o objetivo geral desse trabalho € caracterizar a microbiota
intestinal de criangas com doenca falciforme em uso da antibioticoprofilaxia crénica, através
de metagendmica de amostras fecais. Especificamente objetiva-se inferir e comparar,
através da riqueza e equabilidade de OTUs: os indices de diversidade alfa e beta; a
abundéancia nos niveis de filo, familia e género; identificar e comparar a sua composi¢ao

taxondmica.
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MATERIAL e METODOS

3.1- Parcerias

Inicialmente foram realizadas parcerias com a Universidade Federal do Recéncavo
Baiano (UFRB), Universidade Federal da Bahia (UFBA), Secretaria de Saude dos municipios
baianos de Valenca, Tapero4, Igrapilna e Itubera, as Associa¢fes de Portadores de Doenca
Falciforme de llhéus (BA) e Feira de Santana (BA), Associacdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais (APAE) de Salvador para obter suporte estrutural e da equipe multifuncional,
principalmente dos profissionais médicos e nutricionistas e com isso facilitar a logistica.
Através dessas parcerias foram realizadas buscas ativas de pacientes com caracteristicas de
inclusdo na pesquisa, para assinaturas dos termos de consentimento e assentimento pelos
participantes e responsaveis legais. Em seguida, aplicou-se questionario, para obtencéo de
dados como: tipo de parto, histérico sobre o tipo de amamentacdo; indice de massa
corpérea; condicbes socioecondmicas; e outros agravos (Apéndice 1). Esse trabalho foi
submetido e aprovado no Edital FAPESB N° 003/2017 - Programa De Pesquisa Para o SUS:
Gestdo Compartilhada em Saude - PPSUS/BA - FAIXA 2, n° do pedido 5092/2017, no valor
de R$ 86.600,00.

J v

Municipios amostrados
[ Feira de Santana

Bl Igrapitna

[ TIhéus

B Ttubera

Il Nilo Pecanha

[ Taperoa

Il Uruguca

Bl Valenga

v /S [ A

50 100 km
I

Figura 06- Mapa destacando os municipios baianos onde foram realizadas coletas de fezes.
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3.2- Aspectos éticos

Todo o trabalho foi desenvolvido sob os critérios da Regulamentagéo da Bioética no
Brasil, Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude que determina as diretrizes a
serem adotadas nas pesquisas que envolvem seres humanos, atendendo as exigéncias
éticas e cientificas fundamentais com registro na Plataforma Brasil com Certificado de
Apresentagdo para Apreciacdo Etica (CAAE) sob o numero 77667917.0.0000.0056 e
aprovado com numero do parecer 2.485.943 (ANEXO [). Primeiro no que se refere a
eticidade, que implica no consentimento livre e esclarecido dos individuos-alvo e a protegdo
a grupos vulneraveis e aos legalmente incapazes. Seguindo, a ponderacao entre riscos e
beneficios, tanto atuais como potenciais, individuais ou coletivos, compreendendo-se com o
maximo de beneficios e o0 minimo de danos e riscos. Também a garantia de que danos
previsiveis serdo evitados. Um outro aspecto importante € quanto a relevancia social da
pesquisa e minimizacdo do 6nus para 0s sujeitos vulneraveis, o que garante a consideracao
igual dos interesses envolvidos, ndo perdendo o sentido de sua destinacdo soécio
humanitaria.

O trabalho foi desenvolvido com o consentimento e assentimento livres e
esclarecidos dos pacientes que vivem com a DF e dos demais participantes da pesquisa
através de seus tutores, em linguagem acessivel em forma de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e de Assentimento Livre e Esclarecido que foi apresentado pelo
investigador no momento da assinatura do documento. Neste constam: informacdes a
respeito da justificativa, os objetivos, o tempo de duracdo da pesquisa e os procedimentos
gue serdo utilizados; a garantia de esclarecimento antes e durante o curso da pesquisa. Foi
outorgado a liberdade de recusar a participar ou retirar seu consentimento em qualquer fase
da investigacdo, sem punicdo e prejuizos. Foi assegurada também a confidencialidade da
identidade do paciente e demais participantes, sendo de conhecimento apenas do publico

envolvido no trabalho e do(s) médico(s) que o acompanha(m) o(s) paciente(s).

3.3- Tamanho da amostra

Avaliamos 30 amostras de fezes de pacientes com DF em uso de antibioticoprofilaxia
cronica, com mais de um ano de uso da medicacdo, e 28 amostras de fezes de pessoas do
grupo controle sem doenca falciforme e sem uso de antibiético nos Gltimos 3 meses (irmaos,
primos e criancas da mesma localidade). Os coletores universais eram fornecidos durantes a
visita de assinatura do TALE e TCLE e aplicacdo do questionario de pesquisa. As amostras
de fezes eram coletadas nas residéncias dos participantes e transportadas em caixas

térmicas contendo gelo seco.
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3.4- Coleta das Amostras de Fezes

As amostras de fezes (minimo aproximado de 20 gramas) foram coletadas pelos
participantes e/ou responsaveis em coletor universal estéril na residéncia do paciente em dia
pré-agendado pelo pesquisador. O material imediatamente foi acondicionado em caixas
térmicas com gelo seco e transportadas para o Laboratério de Pesquisa em Microbiologia
Clinica — LPMC da faculdade de farméacia da UFBA, onde foram acondicionadas a -80°C.

3.5- Extrag&o de Acido Desoxirribonucleico (DNA)

O DNA genbmico das amostras de fezes foi extraido utilizando o kit comercial
PowerSoil (MO BIO Laboratories, Inc.), de acordo com a recomendacdo do fabricante,
guantificado em Nanodrop e sua integridade foi verificada pela corrida eletroforética em gel
de agarose a 1 % utilizando-se tampao TAE 1X (Tris-Acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M). No
segundo caso, o corante azul de bromofenol/xilenocianol/sacarose (0,25%/0,25%/40%) foi
utilizado para acompanhamento visual das amostras de DNA durante a corrida eletroforética
e 0 brometo de etidio 0,05 ul/ml para visualizacdo sob iluminacgéo ultravioleta (SAMBROOK
et al., 1989).

3.6- Amplificacdo do 16S rRNA e producéo de bibliotecas

A preparacéo da biblioteca de sequenciamento foi realizada em um protocolo de dois
passos de PCR, o qual demonstrou-se vantajoso, pois melhora a eficiéncia e otimiza a
multiplexacdo (GOHL et al., 2016). Na primeira PCR o DNA extraido das amostras foi
amplificado usando os iniciadores para regides V3-V4 do gene 16S rRNA, 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT), de acordo com
protocolo da lllumina (lllumina Inc., San Diego, CA), uma vez que este par tem grande
cobertura taxondmica em Bacteria e Archaea (TAKAHASHI et al., 2014; CAPORASO et al.,
2011).

A primeira PCR foi realizada com iniciadores contendo as sequéncias lllumina
baseadas no adaptador de estrutura TruSeq (lllumina, San Diego, CA), que permite a
colocacdo de sequéncias de indexacdo na segunda PCR. As PCR foram realizadas com
Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen, EUA) nas seguintes condi¢des: 95 °C por 5 min,
25 ciclos de 95 °C por 45s, 55 °C por 30s e 72 °C por 45s e um extensao final de 72 °C por
2 min para PCR 1. Para a PCR 2 as condi¢des foram 95 °C por 5 min, 10 ciclos de 95 °C por
45s, 66 °C por 30s e 72 °C por 45s e uma extensao final de 72 °C durante 2 min de acordo

com o protocolo da lllumina (lllumina Inc., San Diego, CA).
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3.7- Sequenciamento de DNA

Os produtos das reacfes de PCR foram purificados usando AMPure XP Beads
(AGENCOURT® AMPure® XP). O DNA foi quantificado através de Picogreen dsDNA kit
(Invitrogen, USA). As bibliotecas reunidas foram diluidas para quantificacdo precisa por
gPCR usando KAPA Library Quantification Kit para plataformas Illlumina (KAPA Biosystems,
Woburn, MA). O sequenciamento das bibliotecas utilizou a plataforma MiSeq da Illlumina
(NMumina Inc., USA), utilizando o kit V2 de 300 ciclos, single-end, com normalizagdo das
bibliotecas.

3.8- Andlise de Bioinformatica

Apesar das sequéncias brutas terem sido submetidas a um controle de qualidade
pela Neoprospecta, onde o sequenciamento foi realizado, as reads passaram por uma hova
triagem de qualidade para rastreamento de bases ambiguas e homopolimeros usando
MOTHUR v. 1.43.0 (http://www.mothur.org), de acordo com tutorial MiSeq SOP (SCHLOSS
et al. 2013). Além disso, quimeras foram detectadas utilizando o algoritmo UCHIME
(http://drive5.com/uchime).

As unidades taxondmicas operacionais (OTUS) e a classificacdo taxonbmica foram
determinadas por meio do pipeline MOTHUR e do banco de dados de referéncia Silva v132
(https:/mww.mothur.org/wiki/Silva_reference_files#Release_132) para obter a composicédo
da microbiota do TGI do grupo com DF e controle. As OTUs foram determinadas por meio
de niveis de similaridade entre sequéncias de pelo menos 97% para a classificacdo de um
microrganismo no nivel da espécie, conforme proposto por DRANCOURT et al. (2000).

A andlise de alfa e beta-diversidade foi conduzida com o pacote Phyloseq e Vegan
do programa R (Oksanen et al., 2016, McMurdie and Holmes, 2013). Apds normalizar as
reads, as OTUs observadas e os indices de diversidade Chaol, Shannon e Simpson
invertido (InvSimpson) foram calculados para estimar a riqueza de espécies nas amostras. A
beta diversidade foi calculada utilizando o indice Bray-Curtis para cada amostra
separadamente e ordenado por analise de coordenadas principais (PCoA).

Algumas das vantagens dos indices de diversidade é a possibilidade de concentrar
numa mesma medida, duas métricas da comunidade (riqueza e equabilidade), além de
expressar estatisticamente esses atributos comunitarios e possuir independéncia do esforgo
amostral (MELO, 2008; LIMA et al., 2016).

O indice de Shannon (H) é um dos principais parAmetros para avaliacdo de
diversidade biol6gica e possui como métricas a riqueza (numeros de espécies) e a

equabilidade (uniformidade entre as abundancias relativas das espécies presentes na
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comunidade amostrada) porém d& um peso maior a riqueza de espécies. Ele é obtido
através da formula H’= -3 pi.Inpi, onde pi € a abundancia relativa da espécie x, In o logaritmo
natural, também conhecido como logaritmo neperiano. Assim, duas comunidades, A e B,
ambas com 100 individuos amostrados, com a seguinte distribuicdo de espécies, A (50; 30 e
20) e B (40; 40 e 20) possuirao respectivamente H'=1,03 e H'=1,06. Possuem o mesmo
namero de individuos e a mesma riqueza, porém diferencas na uniformidade entre as
espécies. Uma outra comunidade denominada de C, também com 100 individuos e a
seguinte distribuicdo das espécies C (50; 50) possui H'= 0,7. J& uma amostra denominada
de D, com apenas uma Unica espécie, 0 pi sera igual a 1, pois a espécies em questao
representa 100% dos individuos amostrados. Considerando que o In de 1 (um) é igual a O
(zero), ao aplicar o In de 1 na férmula de Shannon teremos H'=0. Em outras palavras, uma
comunidade com uma Unica espécie possui zero de diversidade pelo indice Shannon
(MELO, 2008; LIMA et al., 2016).

Tabela 02- Exemplo de comunidades com mesmo populagdo amostral, porém com divergencia
no Indice de Diversidade de Shannon (H’).

Comunidade | Total de pi Espécie | pi Espécie | pi Espécie ’=-% pi.In.pi
Individuos 1 2 3
na amostra

100 50/100 30/100 20/100

H'=1,03

100 40/100 40/100 20/100 H'=1,06
100 50/100 50/100 H'=0,7
100 100/100 H'=0

Fonte: Exemplos criados a partir da abordagem disponivel em: http://www.tiem.utk.edu/~gross/bioed/
bealsmodules/shannonDI.html

Assim como o indice Shannon, o indice de Simpson também leva em consideragéo
as métricas riquezas e equabilidade, porém com peso maior para equabilidade. E refere-se
a trés indices intimamente relacionados: indice de Simpson (D); indice de Diversidade de
Simpson (1-D); e indice Reciproco de Simpson (1 / D). Onde D pode ser calculado com as
seguintes formulas D=3 (n/N)?> ou D=(3n(n-1))/(N(N-1)) sendo n = nOmero total de
organismos de uma espécie especifica e N = nimero total de organismos de todas as
espécies da comunidade amostrada (MELO, 2008; LIMA et al., 2016).

O Indice de Simpson varia de 0 a 1 e mede a probabilidade de dois individuos
retirados ao acaso da comunidade pertencerem a mesma espécies, 0 (zero) representa
diversidade infinita e 1 nenhuma diversidade. Caso a comunidade X possua uma unica

espécie, n=N o D serd 1, pois como todos os membros pertencem a mesma espécie ao


http://www.tiem.utk.edu/~gross/bioed/%20bealsmodules/shannonDI.html
http://www.tiem.utk.edu/~gross/bioed/%20bealsmodules/shannonDI.html
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dividir n por N o resultado sera igual a 1 e assim a probabilidade de se retirar dois individuos
da mesma espécie é 100% o que significa nenhuma diversidade (MELO, 2008; LIMA et al.,
2016).

Quanto maior o indice de Simpson menor a diversidade e essa interpretacdo pode
gerar intuitivamente um ruido de compreensao. Para superar esse problema, D é subtraido
de 1 surgindo o indice de Diversidade de Simpson (1-D) que mede a probabilidade de dois
individuos retirados ao acaso da comunidade pertencerem a espécies diferentes. Dessa
forma a comunidade X exemplificada no paragrafo anterior com D =1 teria 0 para o indice de
Diversidade de Simpson (1-D), assim a probabilidade de dois individuos dessa comunidade
pertencerem a espécies diferentes é 0%. O indice de Diversidade de Simpson (1-D) também
varia de 0 a 1, porém neste caso o O representa nenhuma diversidade e 1 diversidade
infinita (MELO, 2008; LIMA et al., 2016).

Ja o indice Reciproco de Simpson 1/ D assume valores que comecam com 1 como
o valor mais baixo possivel, representando nenhuma diversidade e aumentam infinitamente
influenciada pela riqueza e equabilidade da comunidade (MELO, 2008; LIMA et al., 2016).

Tabela 03- Exemplos de como calcular os: indice de Simpson (D); indice de Diversidade de
Simpson (1-D); e o Indice Reciproco de Simpon (1/D).

Comunidade| Totalde pi pi pi pi pi Exemplos1:
Individuos | Espécie 1 |Espécie | Espécie | Espécie | Espécie
na amostra 2 3 4 5

100 50/100  30/100 20/100 indice de Simpson D=¥pi?
0,52 0,32 0,22
=0.25 =009 =004 D=0,25+0,09+0,04=0,38

indice de Diversidade
Simpson= 1-D ou 1-0,38=0,62

indice Reciproco de Simpson

. 1/Dou 1/0,38=2,6

Comunidade| Total de |pi Espécie i i i i Exemplos2:
Individuos 1
na amostra

Fonte: Exemplos criados a partir da abordagem disponivel em: http://www.countrysideinfo.co.uk/simp
sons.htm

100 20/100 20/100 20/100 20/100 20/100 indice de Simpson D=3 pi?
0,22=0,04 0,22= 0,22= 0,22= 0,22=
0,04 0,04 0,04 0,04 D=
0,04+0,04+0,04+0,04+0,04=0,
2

indice de Diversidade
Simpson = 1-D ou 1-0,2=0,80

indice Reciproco de Simpson
1/ Dou 1/0,2=5



http://www.countrysideinfo.co.uk/simp%20sons.htm
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Apesar de Uteis e muito utilizados, os indices de diversidade devem ser analisados
com cautela, pois apresentam algumas limitacbes explanados na tabela 04, onde
comunidades com as mais diversas configuracdes de riqgueza e equabilidade podem possuir
0s mesmos valores de H' e D. Uma outra limitacdo é a arbitrariedade dos pesos atribuidos
para riqgueza e equabilidade e a falta de métrica para o valor bioldgico inerente a presenca e
representatividade da espécie na comunidade (MELO, 2008).

Tabela 04- Exemplos de comunidade com o mesmo indice de Diversidade de Shannon, porém
com formatagdo comunitaria divergente.

Individuos
A1 50/100 30/100 20/100 H=1,03

Comunidade Total de pi Espécie 1 ‘ pi Espécie 2 ‘ pi Espécie 3 ‘ H’=-3 pi.In_pi

3 100 50/100 20/100 30/100 H'=1,03
3 100 30/100 50/100 20/100 H'=1,03
(A4 [0 30/100 20/100 50/100 H'=1,03
(A5 R[N 20/100 50/100 30/100 H'=1,03
5 100 20/100 30/100 50/100 H'=1,03
X 100 100/100 H'=0
2 100 100/100 H'=0

N 100 100/100 H =0

Individuos

A 00 50/100 30/100 20/100 H'=1,03
_ 100 50/100 20/100 30/100 H'=1,03
S 100 30/100 50/100 20/100 H'=1,03
[A10 R[N 30/100 20/100 50/100 H'=1,03
ESE 100 20/100 50/100 30/100 H'=1,03
EXE 100 20/100 30/100 50/100 H'=1,03
X 100 100/100 H'=0
I 00 100/100 H'=0

l_ 100 100/100 H'=0

Fonte: Exemplos criados a partir da abordagem disponivel em: http://www.tiem.utk.edu/~gross/bioed/
bealsmodules/shannonDI.html

Uma vasta gama de indices de diversidade esta disponivel, porém, os aqui adotados
esclarecem os principais aspectos inerente as comparagfes da biodivesirdade entre as
amostras, tais como: rigueza, equabilidade e rigueza compartilhada. O uso em conjunto de
varios estimadores de riqueza da suporte mais amplo aos resultados da diversidade
biolégica dentro e entre as amostras.

Os estimadores ndo paramétricos de espécies operam usando o numero de espécies
raras (com 10 ou menos individuos) encontradas em uma amostra como uma maneira de

calcular a probabilidade de haver mais espécies ndo descobertas e extrapolam os dados
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para descobrir qual pode ter sido o numero "verdadeiro" de espécies (COLWELL e
CODDINGTON, 1994).

Desenvolvidos pela pesquisadora Anne Chao da universidade de Taiwan e
colaboradores, alguns dos estimadores de diversidade mais utilizados como o Chao-1,
Chao-2, possuem diferentes equacdes que levam em consideragdo numero, relacdo e
frequéncia entre singletons (nimero de espécies com apenas uma ocorréncia na amostra) e
doubletons (0 numero de espécies com exatamente duas ocorréncias na amostra). O

estimador Chaol pode ser obtido com a seguinte formula:
2
LG Fy
Sl =35 ()h.\'+ 2.F

Onde Si 0U Schaoi OU Sest COrresponde a numero estimado de espécies, Sons € 0

namero total de espécies encontradas na amostra, F; singletons e F, doubletons.

O estimador Chao2, ao invés de dados de abundancia, utiliza informacdes de
frequéncia de espécies nas varias amostras para estimar a diversidade de espécies do todo
(Chao 1987; Colwell e Coddington 1994). Neste estimador singletons-F1 e doubletons-F2 da
amostra sdo substituidos por dados do conjunto amostral, com os singletons- Q1 (espécies
gue ocorre em apenas uma das amostras) e doubletons- Q2 (espécies que ocorrem em
duas amostras). Assim seu calculo € virtualmente parecido com Chaol, com a substituicao
de F1 e F; por Q1 e Q2, respectivamente.

Q7

-~

2

‘S 2 ‘S obs 24

~

A heuristica por tras desses estimadores é que, se espécies raras (singletons)
continuarem sendo descobertas em uma comunidade amostrada, € provavel que mais
espécies raras continuem sendo encontradas a medida que se aumenta o esforco amostral.
E assim que todas as espécies tiverem sido recuperadas pelo menos duas vezes
(doubletons), provavelmente ndo havera mais espécies a serem descobertas.

Além dos estimadores de riqgueza Chao-1 e Chao-2, Ane Chao e colaboradores
desenvolveram o Estimador de Cobertura Baseado em Incidéncia- ICE (Incidence
Coverage-based Estimator) e Estimador de Cobertura Baseado em Abundancia- ACE
(Abundance Coverage-based Estimator), que utilizam um conjunto complexos de calculos
matematicos, mas que possuem como axioma dados das espécies mais abundantes-Scomum

(maior de 10 individuos), e as especies raras-Srare (Menor e igual a 10 individuos).


https://palaeo-electronica.org/2011_1/238/refer.htm#Colwell,%20R.K.%20and%20Coddington,%20J.A.%201994.
https://palaeo-electronica.org/2011_1/238/refer.htm#Colwell,%20R.K.%20and%20Coddington,%20J.A.%201994.
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Tabela 05- Significados dos simbolos para o calculo do indice de diversidade ACE.

42

Simbolos Significado
S obs NuUmero total de espécies observadas em todas as amostras reunidas
S est Riqueza estimada de espécies, em que est é substituido na férmula pelo
nome do estimador
S abundante NUumero de espécies abundantes (cada uma com mais de 10 individuos)
guando todas as amostras sao reunidas
S raro Numero de espécies raras (cada uma com 10 ou menos individuos) quando
todas as amostras sdo reunidas
Fi Numero de espécies que possuem exatamente i individuos quando todas
as amostras sao reunidas (F1 € a frequéncia de singletons, F, é a
frequéncia de doubletons)
Qj; Numero de espécies que ocorrem exatamente em j amostras (Q:1 € a
frequéncia de Unicos, Q2 € a frequéncia de duplicatas)
N raro Numero total de individuos em espécies raras
C ace Estimador de cobertura da abundancia da amostra
2 Coeficiente de variagdo estimado da Fi para espécies raras
Face
2 Coeficiente de variagédo estimado do Qi para espécies infrequentes
Yice

Fonte: http://viceroy.colorado.edu/estimates/EstimateSPages/EstSUsersGuide/EstimateSUsersGuide

.htm#Chao?2

3.9- Programa estatistico empregado

Toda andlise se realizard empregando o programa R versdo 3.6.1 para Windows.


http://viceroy.colorado.edu/estimates/EstimateSPages/EstSUsersGuide/EstimateSUsersGuide%20.htm#Chao2
http://viceroy.colorado.edu/estimates/EstimateSPages/EstSUsersGuide/EstimateSUsersGuide%20.htm#Chao2
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Levando em conta a estreita relacdo da microbiota intestinal e o seu hospedeiro, bem
como as possiveis alteragdes sistémicas que o TGl pode causar em humanos, é necessario
uma abordagem mais holistica de resultados e discussdes (CLEMENTE et al.,, 2012).
Considerando que além dos indices de diversidade e da analise de coordenadas principais,
h& interacdes especificas de certos tdxons com o0s seus hospedeiros que precisam ser
elucidadas, e nesta pesquisa, em um grupo pediatrico com a doenca falciforme.

Para contribuir com a compreenséo desta relacéo, foram coletadas 58 amostras de
fezes para analise do microbioma intestinal, sendo 30 amostras de pacientes pediatricos
com a DF e 28 controles. Do total de 30 criancas do grupo com DF, 21 possuiram controles
pareados por residéncia, grau de parentesco (irmaos ou primos), sujeitos as condicdes
ambientais semelhantes e relacionados geneticamente. Ressaltando, que entre os
municipios contactados para a realizacdo desse trabalho, foi feita a coleta de fezes de todas
as criancas com DF (exceto no municipio de Feira de Santana, onde foram coletadas
amostras de quatro criancas com DF, limitado pelo nimero de exames disponiveis). As
coletas foram realizadas obedecendo todos os critérios de inclusdo e as criancas que
participaram da pesquisa foram localizadas através dos Agentes Comunitarios de Saude
(ACS) de cada municipio ou pelas Associacdes de Pessoas com Doenca Falciforme.

Com intuito de minimizar erros de interpretacdo dos resultados entre os grupos, foi
realizado o levantamento de informacGes consolidadas pela literatura como variaveis que
interferem na composicdo da microbiota intestinal, como: o tipo de parto; aleitamento
materno; indice de Massa Corpérea - IMC; localidade; e condi¢cdes socioeconémicas. Para
isso, foi utilizado um questionario estruturado como instrumento de coleta das informacbes
(Tabela 06).
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Figura 07-Distribui¢do dos indices antropométricos do grupo de criangas com doenca falciforme e os
controle, usando teste estatistico de Mann-Whitney.
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De acordo com o alguns dados antropométricos obtidos nessa pesquisa, 0 grupo
com DF apresentou menor média e amplitudade na distribuicio de idade e
consequentemente menor peso e altura com relagdo ao controle (Figura 07), pois na
infancia e adolescéncia esse indices possuem uma correlagéo positiva. Essas diferencas na
distribuicdo da idade, e automaticamente do peso e altura, ocorreram devido ao processo de
incluséo e exclusédo da pesquisa. No grupo com DF eram incluidos os maiores de dois anos
e em uso de antibioticoprofilaxia, que normalmente é até os cinco anos de idade, apenas um
paciente com idade superior a cinco anos em uso de antibioticoprofilaxia foi encontrado. Ja
no grupo controle, os critérios de inclusdo eram idade maior e igual a dois anos e 0 ndo uso
de antibittico nos ultimos trés meses. Assim, a idade superior aos cinco anos nao era fator
de exclusao. Visto que, apés a instalacao da microbiota definitiva em torno dos dois anos de
idade, ela mantém-se estavel ao longo da vida do hospedeiro (GUARNER e MALAGELADA
JR., 2003).

Na analise dos questionarios, o total 63% (19) criancas com DF e 43% (12) controles
ndo receberam aleitamento materno exclusivo minimo de seis meses. As analises
estatisticas utilizando o teste do qui-quadrado ndo demonstraram diferencas significantes
entre os grupos (p = 0,12). Segundo o Ministério da Saude (2009) o aleitamento materno
exclusivo (AME) até o sexto més de vida é a estratégia isolada que mais previne a
mortalidade infantil. O AME melhora o desenvolvimento cognitivo da crianca, estimula o
GALT, reduz alergias, infec¢des dos tratos urinario, respiratorio e gastrointestinal, além de
conter endorfinas que diminuem a sensibilidade a dor.

O leite materno, além de conter todos constituintes nutricionais exigidos pela crianca,
influencia na formacédo da microbiota intestinal, pois contém prebibticos como o fator bifido,
conhecido por facilitar o crescimento de grupos de microrganismos denominados
bifidobactérias, leucdcitos e anticorpos capazes de limitar a presenca de determinados
grupos de microrganismos (KONGNUM et al., 2020; MOSCA e GIANNI, 2017; BZIKOWSKA
et al., 2017). Segundo Harmse et al. (2000) cerca de 90% da composicdo da microbiota
intestinal de criangcas amamentadas exclusivamente de leite materno é formada por
Bifidobacterium e Lactobacillus, microrganismos indicadores de microbiota saudavel.
Segundo Backhed et al. (2015), o fim do desmame é o fator mais importante para o

desenvolvimento de uma microbiota parecida com a dos adultos.
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Tabela 06- Dados descritivos dos grupos avaliados com DF (n=30) e controle (n=28).

Percentual Média DesvPad CVv Percentual Média DesvPad CcVv
- 53,3% (16)
- 43,3% (13)
- 56,7% (17) 55,6% (16)
- 43,3% (13) 44,4% (12)
- 4,15 1,92 46% 9,09 4,18 46%
- 1,0 0,13 13% 1,35 0,24 18%
- 16,72 6,87 41% 33,09 13,64 41%
- 63,3% (19) 61% (17)
- 36,7% (11) 39% (11)
- 77% (23) 75% (21)
- 23% (7) 25% (7)
- 17,5 11,1 63% 18,95 11,58 61%
- 4,4 39 89% 6,41 5,46 85%
- 53,3% (16) 11% (3)

27% (8) Baixo Peso 21% (6) Baixo Peso

43% (13) Normal 50% (14) Normal

13% (4) Sobrepeso 18% (5) Sobrepeso
. 17% (5) Obesos 11% (3) Obesos

TAM=Tempo de Amamentacdo; TAME=Tempo de Amamentacao Exclusiva; DTGI=Distlrbio do Trato
Gastrointestinal; IMC=Indice de Massa Corpérea; CV=Coeficiente de Variagao.

Considerando outra variavel que interfere no estabelecimento da microbiota
intestinal, foi obtido pelo instrumento de coleta de informac¢des, em ambos 0s grupos, um
alto percentual de partos cesareos (Tabela 06). Estudos ja demostraram que individuos
nascidos de parto vaginal apresentam maior percentual de Bifidobacterium e Lactobacillus
em sua microbiota intestinal quando comparado as criangas que nasceram de parto cesareo

(ANDRADE, 2010), pois, a passagem da crianca pelo canal vaginal permite a formacéo de
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sua microbiota por microrganismos maternos presentes neste ambiente. No entanto,
criangas nascidas de parto cesareo iniciam essa coloniza¢cdo por microrganismos presentes
em outro ambiente, principalmente o hospitalar (ANDRADE, 2010). Segundo Backhed et al.
(2015), 72% da composicdo da microbiota intestinal de recém-nascidos por parto vaginal é
proveniente da mae, enquanto criancas de parto cesariano possui apenas 41% dos
microrganismos de origem materna.

Dessa forma, o processo inicial de colonizagéo bacteriana proporcionado pelos tipos
diferentes de amamentacéo e de parto, causa uma assinatura microbiana que conduzir4 ao
estabelecimentode uma comunidade saudavel ou disbidtica ao longo de toda a vida
(MARTIN et al., 2010; WOPEREIS et al., 2014).

Apesar da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) recomendar o limite maximo de
15% nas taxas de partos cesarianos, considerando os inimeros beneficios que o parto
vaginal pode proporcionar & sadde da mae e da crianga, o Brasil estd em segundo lugar no
mundo como pais com os maiores indices de parto cesariano, 43,8%, ficando atras apenas
do Chipre, que teve 50,9% (PINHEIRO e BITTAR, 2012). Dados do Sistema Nacional de
Nascidos Vivos (SINASC) demostram que nos anos de 2016, 2017 e dados preliminares de
2018, os percentuais de partos cesarianos no Brasil sdo de 55,4%, 55,7% e 44%
respectivamente (BRASIL-MS-DATASUS, 2020). Sendo assim, os valores encontrados para
0s grupos estudados estdo dentro dessa estimativa nacional.

Outro dado apresentado da Tabela 06, foi o percentual elevado de criancas com
doenca falciforme que apresentaram algum sinal ou sintoma de Distarbio no Trato
Gastrointestinal (DTGI), tais como: diarreia 50% (8), prisdo de ventre 31,3% (5), gases 50%
(8), comparado ao controle (X?> = 0,0005). Segundo Lopes et al. (2017) as dishioses
intestinais podem ser as principais responsaveis por tais manifestacées.

A Tabela 06 demonstra que aproximadamente 30% dos grupos avaliados
apresentaram individuos com excesso de peso. Esta informacdo representa um risco
adicional aos agravos na saude da pessoa que vive com a DF, visto que o acumulo de
gordura corporal causa hipertensdo pulmonar, apneia e inflamagéo cronica. O tecido
adiposo torna-se sitio de células inflamatérias, principalmente macro6fagos M1, gerando
niveis mais elevados de citocinas pro-inflamatérias circulantes (COX et al., 2015; IZAOLA et
al., 2015). Uma das correlagdes mais fortes da microbiota intestinal com a homeostase do
hospedeiro refere-se ao aproveitamento energético e o ganho de peso (WAN et al., 2020;
TORRES-FUENTES et al., 2017). Considerando este contetudo importante para discussao,
serdo apresentados mais adiante taxons que divergem quanto a abundéncia e frequéncia
relativa entre os grupos de criangas estudadas com doenca falciforme e controles e as

possiveis implicacdes dessas diferencas acerca do ganho energético.
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E por fim os dados descritivos dos grupos mostram que a renda per capita é de
aproximadamente 25% do salario minimo, o que classifica seus participantes como
pertencentes a classes economicamente vulneraveis. Fato que segundo Mello et al. (2016) é
mais uma importante variavel relacionada ao estabelecimento da microbiota intestinal. No
entanto, entre doentes e controle essa variavel perde o efeito, pois ambos os grupos

apresentam a mesmo configuracdo de renda.

4.1- Resultados Metagendmicos e indices de Diversidade

Ap0Os sequenciamento da regido V3-V4 do gene 16S rRNA e andlise das sequéncias
com os Softwares Mothur v. 1.43.0, foram obtidas 4.093.842 reads, classificadas em
584.285 OTUs, com média de cobertura da regido sequenciada por amostra superior a 70
mil leituras e amplitude de 31.030 a 164.433 reads. Apesar do grupo com DF apresentar
uma média inferior do numero de leituras comparado ao grupo controle, ndo houve
significancia estatistica (p = 0,73) (Tabela 07).

Com a andlise de bioinformatica das reads, identificou OTUs dos reinos Archeae e
Bacteria. Dessas, 99% pertenceram a filos bacterianos, sendo Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria e Proteobacterias os com maior riqgueza de OTUS respectivamente (Figuras
13, 14 e 15) bem como os filos que juntos representam aproximadamente 99,5% da
abundancia da microbiota intestinal dos grupos estudados (Tabela 09).

A analise dos principais indices de diversidade alfa e beta demonstrou que a
frequéncia de reads relacionadas aos diferentes taxons nas amostras obtidas das criancas
com DF é significativamente menos diversa do que em criancas do grupo controle (Tabela
08 e Figura 07). O padrao de diversidade da microbiota intestinal é influenciado por fatores
diferentes, alguns intrinsecos como a genética e o metabolismo do hospedeiro, e outros
extrinsecos como tipo de parto, aleitamento materno, dieta, estilo de vida, e 0 uso de
antimicrobianos que tem sido considerado o principal fator que altera esta composicdo
(ZHANG et al., 2015; WOPEREIS et al., 2014).

Tabela 07- NiUmero de reads por individuos do grupo DF e CTL apds processamento no
Mothur.

Doentes Falciforme N2 de Reads Controle N2 de Reads
Mothur Mothur
01DF* 45036 o1ic* 65501
02DF* 53810 02C*** 131459
03DF* 51514 03c* 49823
04DF* 58324 04C*** 122295
O5DF* 50843 05C*** 136126

06DF* 50631 06C* 52631
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07DF* 49195 07C* 60362
08DF* 52636 08c* 53748
09DF* 52363 09c* 53911
10DF* 55875 1oc* 50831
11DF* 55126 12¢* 56137
12DF* 53118 13C** 33859
13DF** 56897 14C** 57862
14DF** 54384 15C** 54433
15DF** 44550 16C** 55940
16DF** 49928 17C*** 127136
17DF** 49276 18C** 31030
18DF** 38149 19C** 63066
19DF** 45424 20C** 51481
20DF** 50895 21C*** 81003
21DF** 57509 22C** 48626
22DF** 48386 23C*** 120842
23DF*** 115247 24C*** 110811
24DF*** 63212 25C*** 130277
25DF*** 61523 26C*** 57454
26DF*** 54780 27C*** 126865
27DF*** 90966 28C/29C*** 121220
28DF*** 128307 30C*** 164433
29DF*** 103975

30DF*** 130350

Média 62407 Média 79344
Amplitude 38149-130350 Amplitude 31030-164433
Desv Pradrao 21453 Desv Pradrao 34722

Sublinhado corresponde a amostras pareadas; *Amostras sequenciadas no primeiro lote; **Amostras
sequenciadas no segundo lote; **Amostras sequenciadas no terceiro lote.
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Tabela 08- indices de Diversidade de Simpson (1-D), Shannon (H’) e Chao-1 por individuo no
grupo DF e CTL.

Amostrado | indicede |indicede| indicede | Amostrado | indicede | indicede indice de
Doente Diversidade |Shannon| Chao-1do Controle Diversidade | Shannon Chao-1
Falciforme | Simpson_1-D | do DF DF Simpson_1- do CTL do CTL
D do CTL
01DF 0,8236 2,789  1,37E+04 01c 0,9784 5,107 1,67E+05
02DF 0,9826 5,869  2,32E+05 02C 0,9859 6,747 7,56E+05
03DF 0,98 5,876  2,34E+05 03C 0,978 5,798 2,06E+05
04DF 0,9823 5,704  2,36E+05 04c 0,9334 5,117 2,84E+05
05DF 0,9814 5,904  2,54E+05 05C 0,9812 6,524 8,64E+05
06DF 0,9352 4,291  7,06E+04 06C 0,9676 5,238 1,51E+05
07DF 0,9874 6,21 1,62E+05 07C 0,9927 6,686 2,08E+05
08DF 0,9823 5,598  2,28E+05 08C 0,9909 6,452 2,54E+05
09DF 0,9674 5,562  1,06E+05 09C 0,9227 4,364 8,08E+04
10DF 0,9632 4985  2,07E+05 10C 0,991 6,455 2,47E+05
11DF 0,9386 4,372  7,46E+04 12C 0,988 6,181 2,22E+05
12DF 0,991 6,296  2,50E+05 13C 0,9849 6,215 2,65E+05
13DF 0,979 5,469  2,23E+05 14C 0,9677 4,686 6,05E+04
14DF 0,9806 5,691  2,11E+05 15C 0,9807 5,721 1,96E+05
15DF 0,895 4,119 7,87E+04 16C 0,9762 5,18 1,88E+05
216DF 0,9399 4,659 1,15E+05 17C 0,9697 5,946 6,01E+05
17DF 0,9279 4925 1,70E+05 18C 0,989 6,003 1,21E+05
18DF 0,9814 5,584  2,18E+05 19C 0,9623 5,093 1,22E+05
19DF 0,9134 3,712  4,95E+04 20C 0,9919 6,707 3,96E+05
20DF 8,44E-01 3,82E+00 1,23E+05 21C 9,40E-01  5,20E+00 2,37E+05
21DF 8,43E-01 2,82E+00 2,87E+04 22C 9,87E-01  6,01E+00 2,72E+05
22DF 0,9472 3,988 6,30E+04 23C 0,9886 6,867 9,89E+05
23DF 0,9855 6,701  1,05E+06 24C 0,7275 2,991 8,66E+04
24DF 0,9875 6,487  5,15E+05 25C 0,9884 6,606 9,67E+05
25DF 0,9756 5,829  2,22E+05 26C 0,9883 6,795 3,52E+05
26DF 0,937 5,406  2,52E+05 27C 0,988 6,662 6,30E+05
27DF 0,8594 3,59 9,04E+04 28C 0,9711 5,85 4,10E+05
28DF 0,9845 6,107  8,41E+05 30C 0,9691 5,432 3,71E+05
29DF 0,9112 4,109 1,17E+05
30DF 0,8522 4,486  2,57E+05
Média 0,942 0319 553,05 Média 0,967 5808  3,47E+05
Des.Padrdo 0,052 1,073 221356  Des.Padrio 0,050 0,896 267041

Nivel de significancia estatistica com amostras ndo pareadas utilizando Mann Whitney Test: Shannon
(p < 0,004); Chao-1 (p=0,02); Simpson_1-D (p < 0,01). Nivel de significancia estatistica com amostras
pareadas utilizando Mann Whitey Test: Shannon (p < 0,003); Chao-1 (p < 0,05); Simpson_1-D (p <
0,003).
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Os indices de Chaol e ACE apresentados na figura 07 demonstraram que o grupo
com DF possuiu menor riqgueza de espécies raras quando comparado ao grupo controle.
Nessa mesma figura, os indices de Shannon e Simpson demonstraram que esse grupo
além de menor riqueza, apresentou menor equabilidade entre as espécies. Uma explicacdo
possivel para isso pode ser fundamentada no uso crénico do antibiético, uma vez que
espécies menos abundantes sdo as mais afetadas em perturbacdes comunitarias e que
esse tipo de droga pode agir seletivamente em determinados grupos, alterando a sua
representatividade dentro da comunidade (BECATTINI et al., 2016; BOBROWSKI e BIONDI,
2016; PERONI e HERNANDEZ, 2011; JERNBERG et al., 2007).
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Figura 08- Medicao da diversidade alfa através de estimadores de riqueza Chaol e ACE e indices de
diversidade Shannon e Simpson, a partir de amostras de fezes de criangas com DF em
antibioticoprofilaxia crénica e grupo controle.

A analise de coordenadas principais (PCoA) dos 58 microbiomas demonstrou que 0s
pacientes com DF em uso da antibioticoprofilaxia cronica apresentaram maior variagcdo na
diversidade beta da microbiota intestinal, e que essas diferencas ndo foram identificadas
guando considerado o tipo de parto e o tipo de amamentacdo (Figuras 08 e 09), que s&o

importantes para o estabelecimento da microbiota intestinal, corroborando com as
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informacBes sobre o uso do antibidtico como fator limitante da microbiota intestinal
(BECATTINI et al., 2016; VANGAY et al., 2015; JERNBERG et al., 2007).
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Figura 09 - Diversidade beta da microbiota intestinal de criancas com DF em antibioticoprofilaxia
crdnica e grupo controle.

Como a matriz de Bray-Curtis utiliza a interseccao das espécies menos abundantes e
essas sao as mais afetadas em situagbes de perturbacbes comunitarias, a maior distancia
entre 0s microbiomas identificados através do sequenciamento genético das amostras de
fezes oriundas do grupo de criangas com DF, indica uma menor riqueza dessas espécies
nesse grupo. A figura 09 também apresenta um menor compartilhamento de espécies e que
ndo foi possivel uma separagdo completa entre os grupos com DF e CTL, possivelmente
devido a existéncias de nucleos microbianos comuns, como 0s enterotipos.

Outra observacao foi que a composi¢do das reads de algumas amostras no grupo
das criancas com DF se aproximaram as do grupo CTL e vice-versa, demonstrando que
individuos em uso de antibioticoprofilaxia crbnica e grupo controle podem apresentar uma
composi¢cdo da microbiota semelhante a de individuos saudaveis, assim como individuos

considerados saudaveis podem possui um microbiota préxima a individuos com DF e sob o



52

uso da antibioticoprofilaxia, possivelmente devido a existéncia de multiplos fatores que agem

nesse ambiente.
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Figura 10- Diversidade beta da microbiota intestinal de criancas com DF em antibioticoprofilaxia
cronica e grupo controle nascidos de parto vaginal e cesariano.

Uma maior diversidade bacteriana intestinal aumenta a resiliéncia do hospedeiro
contra agentes patogénicos (MCCANN, 2000; LIN et al., 2013; SOMMER et al., 2017).
Segundo Yatsunenko et al. (2012), a perda da diversidade genética da microbiota intestinal
compromete a abundancia de genes envolvidos no metabolismo do hospedeiro e da propria
comunidade microbiana. Estudos demonstram que a diversidade bacteriana intestinal
reduzida tem sido associada a diversas doencas do sistema imune (WANG et al., 2008;
FORNO et al., 2008; ISMAIL et al., 2012; BISGAARD et al., 2011). Pacientes hipertensos e
criangas com Transtorno do Espectro Autista- TEA apresentam menor diversidade
bacteriana intestinal (ZHAO et al., 2019; LI et al., 2017). Por outro lado, o aumento desta
diversidade em pacientes submetidos a transplantes alogénico de células-tronco
hematopoeticas estava associado a melhora da sobrevida global e & reducdo da mortalidade
por ndo recidiva da doenca do enxerto contra 0 hospedeiro- DECH (TAUR et al., 2014).
Segundo Collins e Patterson (2020), a diversidade é um indicador de microbiota saudavel e
a redundancia das vias metabdlicas garante a manutencdo de funcdes essenciais em
situacdes de perda de certos taxons por perturbagbes, demonstrando a importancia da

manutencdo deste sistema para o hospedeiro.
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Esses indices de diversidade de microbioma intestinal devem ser avaliados com
cautela, levando em consideragdo a natureza da relacdo de uma espécie presente, bem
como a nocao de que tdxons com baixa abundéancia também podem desempenhar funcdes
importantes no contexto de comunidade e de hospedeiro (ARUMUNGA et al., 2011). Assim,
faz-se necessaria uma avaliacdo taxondmica que leve em consideracdo essas inter-

relagdes.

4.2- Composigdo e Variagdes Taxondmicas entre DF e CTL

Como ja citado, o sequenciamento da regido V3-V4 do 16S rRNA identificou OTUs
pertencentes a membros dos reinos Bacteria e Archeae. Essa Ultima apresentou 98% da
abundéancia de suas OTUs como pertencente a um Unico género, o Methanobrevibacter,
com frequéncia de aproximadamente 43% no grupo com DF e 79% no CTL, abundancia
inferior a 1% com menor representatividade no DF (p < 0,02) e maior frequéncia no CTL
(X?=0,006). Quando feita andlise levando em consideracdo apenas os individuos pareados,
a frequéncia desse género no DF e CTL é respectivamente de 33% e 90% com menor
abundancia relativa para o grupo com DF (p < 0,0001).

O género Methanobrevibacter sdo arqueias anaerdbias estritas produtoras de
metano pela reducdo do diéxido de carbono via hidrogénio. Dentro desse grupo a
Methanobrevibacter smithii € a arqueia metanogénica mais comum presente na microbiota
intestinal humana, envolvida com maior eficiéncia no salvamento energético, pois retiram do
intestino o excesso de hidrogénio, o qual prejudica a fermentacao bacteriana. Por promover
maior eficiéncia na extracdo energética e consequente ganho de peso, essa espécie de
arqueia tem sido alvo terapéutico para tratamento da obesidade (SAMUEL et al., 2007).

Trabalhos envolvendo transplante de fezes demonstraram que doadores magros e
saudaveis podem transmitir o fenotipo relacionado a eficiéncia no salvamento energético
devido a composicdo de sua microbiota intestinal (TURNBAUGH et al., 2006, TURNBAUGH
et al., 2008). Segundo Tomas et al. (2017), um dos elos que impulsionou a evolugéo
simbidntica entre vertebrados e 0s microrganismos intestinais foi a extragdo e o
armazenamento de energia. Aqui vale ressaltar que pacientes falciformes apresentam
maiores demandas caldricas (BARDEN et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2014) e, portanto, o
salvamento energético, promovido pela microbiota intestinal, seria uma via relevante no
fornecimento de energia para esse grupo de pacientes.

As andlises dos grupos bacterianos em nivel taxonémico mais alto, como filo, ndo
apresentaram diferencas estatisticas significantes na abundancia relativa entre os grupos
DF e CTL, com excec¢éo do filo Tenericutes, que apresentou maior abundancia relativa no

grupo CTL (p= 0,01). A maior abundancia relativa do filo Tenericutes esta associada a
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microbiota intestinal saudavel quando comparados a pacientes com sindrome metabolica
(LIM et al., 2017).

Os filos mais abundantes da microbiota intestinal foram Firmicutes (72%),
Actinobacteria (12%), Bacteroidetes (11%) e Proteobacteria (3%), representando 99% da
abundancia da microbiota intestinal (Tabela 09 e Figuras 11, 12 e 13). De acordo com teste
estatistico de Mann-Whitney, apesar do filo Actinobacteria apresentar abundéancia relativa
superior ao Bacteroidetes no grupo CTL, ndo ha diferencgas significativas na abundancia dos
respectivos filos, ao contrario do grupo DF onde o teste demonstrou que o percentual do filo
Bacteroidetes € significativamente superior ao Actinobacteria (p = 0,01). Esse resultado
converge para os dados publicados acerca da composicdo da microbiota intestinal humana,
a gqual possui como principais filos, Firmicutes (com os géneros Clostridium, Eubacterium,
Lactobacillus e Ruminococcus), Bacteroidetes (com os géneros Bacteroides e Prevotella),
Actinobacteria (com os géneros Colinsella e Bifidobacterium) e Proteobacteria (com o
género Enterobacter), além do filo Verrucomicrobia, que possui como uma das suas
principais espécies, a bactéria degradadora de muco Akkermansia muciniphila (ECKBURG,
2005; COLLADO et al., 2007; Consorcio THMP, 2012; HERMANN-BANK et al., 2013;
KATES et al., 2020).

Tabela 09 - Distribuicdo de OTUs nos principais filos bacterianos.

Filos do CTL % Filos do DF % Média %
CTL Firmicutes 72,0625 DF Firmicutes 71,9632 72,0128
CTL Bacteroidetes 9,4299 DF Bacteroidetes 13,1646 11,2973
CTL Actinobacteria 14,1155 DF Actinobacteria 9,5893 11,8524
CTL Proteobacteria 2,0677 DF Proteobacteria 3,3222 2,695
CTL Verrucomicrobia 0,9902 DF Verrucomicrobia 0,9077 0,949
CTL Tenericutes (p = 0,01)* 0,4 DF Tenericutes 0,3 0,35
Total 99,8 Total 99,2 99,5

* Filo com significAncia estatistica (p < 0,05),
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Figura 11- Principais filos encontrados na analise do microbioma em amostras de fezes de criangas
com DF e grupo controle.

Abundancia Relativa do Principais Filos Bacterianos
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Figura 12- Principais filos encontrados na andlise do microbioma a partir de amostras de fezes de
criangas com DF.



56

Abundancia Relativa dos Principais Filos Bacterianos
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Figura 13- Principais filos encontrados na analise do microbioma a partir de amostras de fezes de
criancas do grupo CTL.

4.2.1- indice de diversidade de Shannon entre filos bacterianos do grupo de crianca

com DF e grupo CTL.

Analisando os filos mais abundantes com o indice de diversidade de Shannon, o
grupo com DF comparado ao grupo controle apresentou menor diversidade em
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes apds analise utilizando o teste de Mann Whiteney,
considerando valor de significancia menor que 0,05 (p < 0,0002), (p < 0,001), (p = 0,002),

respectivamente.
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Figura 14- indice de Diversidade de Shannon (H’) entre os quatro filos mais abundantes,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria, a partir de amostras de fezes de criangas
com DF e grupo controle.
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4.2.2- indice de diversidade de Simpson entre filos bacterianos dos DF e CTL

O indice de diversidade de Simpson invertido demonstrou que o grupo com DF
comparado ao grupo controle possuiu menor diversidade de microorganismos dos grupos
Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes, apds analise utilizando o teste de Mann
Whiteney, considerando o valor de significAncia menor que 0,05 (p = 0,001), (p = 0,002) e
(p < 0,01), respectivamente.
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Figura 15- indice de Diversidade de Simpson (1-D) na comparac¢&o dos quatro filos mais abundantes:
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria, em amostras de fezes de criangcas com DF
e grupo CTL.

4.2.3- indice de diversidade de Chao-1 entre os filos bacterianos dos DF e CTL

O indice de diversidade de Chao-1, também demonstrou que o grupo com DF
comparado ao grupo controle possuiu menor diversidade de microorganismos de Firmicutes
apos andlise utilizando o teste de Mann Whiteney, considerando o valor de significancia
menor que 0,05 (p = 0,02). O filo Proteobateria ndo apresentou diferencas significativas para

nenhum dos indices de diversidade testados.
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Figura 16- indice de Diversidade de Chao-1, na comparagdo dos quatro filos mais abundantes
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria, em amostras de fezes de crian¢cas com DF
e grupo CTL.

Na avaliacdo da representatividade dos grupos taxondmicos mais baixos foi possivel

identificar divergéncias na abundancia relativa das familias mais presentes, Bacteroidaceae,
Enterobacteriaceae, Christensenellaceae, Coriobacteriaceae (p = 0,05), (p < 0,04), (p <
0,04), (p = 0,04), respectivamente (Tabela 10). Entre as 14 familias bacterianas mais
abundantes, o grupo com DF apresentou menores indices de diversidade em sete:
Bifidobacteriaceae, Christensenellaceae, Coriobacteriaceae, Enterobacteriaceae,
Lachnospiraceae, Prevotellaceae e Ruminococcaceae (p < 0,05); e ndo apresentaram
diferencas significativas para os outros sete grupos: Akkermansiaceae, Bacteroidaceae,
Enterococcaceae, Erysipelotrichaceae, Streptococcaceae, Tannerellaceae e Veillonellaceae

guando comparado ao grupo controle.

Tabela 10- Abundéancia relativa das familias bacterianas mais frequentes.

Média da Média da
Familia Abundancia Familia Abundancia
(%) (%)
DF Akkermansiaceae 0,9032 CTL Akkermansiaceae 0,983599
DF Bacteroidaceae (p=0,05) 7,2688 CTL Bacteroidaceae 2,3826147
DF Bifidobacteriaceae 6,5851 CTL Bifidobacteriacea 10,1192876
DF Christensenellaceae (p<0,04) 0,6625 CTL Christensenellaceae 1,7010885
DF Coriobacteriaceae (p=0,04) 2,0177 CTL Coriobacteriaceae 2,6696107
DF Enterobateriaceae (p<0,04) 2,7201 CTL Enterobateriaceae 1,45441
DF Enterococcaceae 1,0814 CTL Enterococcaceae 2,061937
DF Erysipelotrichaceae 9,7054 CTL Erysipelotrichaceae 9,99397
DF Lachnospiraceae 25,6546 CTL Lachnospiraceae 23,22377
DF Prevotellaceae 3,7408 CTL Prevotellaceae 5,61135
DF Ruminococcaceae 22,8615 CTL Ruminococcaceae 28,03967
DF Streptococcaceae 3,7145 CTL Streptococcaceae 3,105135
DF Tannerellaceae 1,1383 CTL Tannerellaceae 0,3034824
DF Veillonellaceae 6,1553 CTL Veillonellaceae 3,6088592

Total 94,2092 Total 93,1989023
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Figura 17- Principais familias de bactérias encontradas na andlise do microbioma a partir de
amostras de fezes de criangas com DF em antibioticoprofilaxia e grupo controle.

As bactérias das familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae destacam-se por
apresentarem média superior a 50% em abundancia na microbiota intestinal, porém uma
menor rigueza e menor equabilidade de espécies nos pacientes com doenca falciforme que
participaram do estudo (Tabela 10 e Figura 17). A familia Ruminococcaceae apresenta
funcdo importante na homeostase do hospedeiro, pois neste grupo encontra-se uma das
espécies de bactérias comensais mais abundantes da microbiota intestinal humana de
individuos saudaveis, Faecalibacterium prausnitzii, bactéria Gram-positivo, anaeroébia,
produtora de butirato e outros acidos graxos de cadeia curta (SUAU et al.,, 2001). Essa
bactéria apresenta-se deficiente em pacientes com diabete mellitus tipo 2 (DM2) e em
diversas doencas inflamatorias intestinais, incluindo a doenca de Crohn (KAMEYAMA e
ITOH, 2014; SOKOL et at., 2009). Recentemente F. prausnitzii foi associada a inibicdo da
interleucina-17 e com a producdo de uma molécula anti-inflamatéria microbiana (MAM) de
15 kDa capaz de inibir a via NF-kB nas células epiteliais intestinais e prevenir a colite
(QUEVRAIN et al., 2016; ZHANG et al., 2014; SOKOL et al., 2008).

A familia Lachnospiraceae representou 88% dos tdxons como inclassificaveis para
género e espécie em ambos 0s grupos. Apesar da baixa resolucdo na identificacdo dos
membros dessa familia, foram identificadas divergéncias na abundancia relativa de

membros importantes dessa familia de bactérias como Coprococcus, Fusicatenibacter e


https://en.wikipedia.org/wiki/Faecalibacterium
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Blautia (Tabela 12). Com destaque para esse Ultimo, que apresentou maior abundancia no
grupo de criancas com DF comparado ao controle e 0 seu aumento esta relacionado a
diminuicdo da morbimortalidade pela Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro - DECH
(JENQ et al., 2015), a qual apresenta importante relacdo com a doenca falciforme visto que
o transplante de medula e as constantes transfusfes de sangue fazem parte da realidade
terapéutica e curativa desses pacientes (BRASIL-MS, 2018).

Uma das estratégias para prevencdo da DECH é realizar procedimentos terapéuticos
de supressao imunolégica, porém, essa préatica pode agravar ainda mais a imunodeficiéncia
das pessoas que vivem com a DF. Estratégias que possam diminuir a DECH, e preservar a
funcdo imunolégica podem melhorar significativamente a terapia do transplante (JENQ et
al., 2015). Assim, a abundéancia do género Blautia surge como possivel estratégia de
marcador clinico para esse grupo de pacientes, que possuem risco aumentado em
desenvolver a DECH, pois a Unica estratégia de cura até o momento é o transplante de
células troncos hematopoéticas (BRASIL-MS, 2018).

Género Blautia

M oF Blautia [ CTL Blautia
35%
3,0% 1
25%
2.0%

1,5%

Abundancia Relativa

1,0%

0,5%

0,0%
GEnero

Figura 18- Abundéancia relativa do género Blautia no microbioma de amostras fecal de criangas com
DF e grupo CTL.

Lachnospiraceae também aparece em destaque com relagdo a homeostase do
hospedeiro. Segundo Meehan e Beiko (2014), essa familia possui abundancia relativa
superior a 10%, com maiores propor¢gdes com o avancar da idade. Sao bactérias anaerdbias
estritas, produtores de AGCC como butirato e propionato. A producdo desses AGCC pela
microbiota intestinal promove a diminuicdo do pH do intestino, inibindo o crescimento de
bactérias patogénicas e melhorando a absorcdo dos nutrientes. Os AGCC estédo
relacionados com aumento de expressdo das proteinas das juncdes firmes, producdo de

muco, proliferacdo de enterdcitos, combate ao cancer colorretal, interfere no metabolismo
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energético através da sintese de incretinas intestinais e producdo de energia (RIOS-
COVIAN et al., 2016).

Assim, bactérias produtoras de butirato como Lachnospiraceae destacam-se pelo
efeito amplo na saude humana. Em nivel intestinal, o butirato melhora o transporte de
fluidos, protege a mucosa contra inflamacdo e estresse oxidativo, reforca a barreira de
defesa epitelial, melhora a motilidade intestinal, a absor¢éo ibnica e a proliferagédo celular
(CANANI et al.,, 2011). Em nivel extra-intestinal, o butirato tem efeitos benéficos nas
hemoglobinopatias estruturais, a exemplo das doencas falciformes, as hemoglobinopatias
de sintese como na talassemia beta ou mesmo nas duplas heterozigoses, pois induzem o
aumento dos niveis de hemoglobina fetal (HbF), principalmente pela inibicdo da enzima
histona deacetilase, causando efeito global de hiperacetilacdo de histonas com consequente
aumento da expressdo do gene da y-globina (WEINBERG et al., 2005; FATHALLAH et al.,
2007). Além disso, o butirato tem efeitos positivos em outras doencas genéticas,
metabdlicas, hipercolesterolemia, resisténcia a insulina e acidente vascular cerebral
isquémico (CANANI et al., 2012).

A familia Christensenellaceae apresentou menor abundancia no grupo com DF
(0,7%) quando comparado ao grupo controle (1,17%). Utilizando o teste de Mann Whiteney
e considerando o valor de significAncia estatistica menor que 0,05, estes resultados
demonstraram que houve diferencas significantes (p = 0,04). Além da menor abundancia
houve também uma menor frequéncia da familia Christensenellaceae nas amostras de fezes
obtidas do grupo de criancas com DF (X? = 0,02) comparado com os resultados encontrados
nas amostras das criancas do grupo controle. Todos as amostras do grupo de criangas com
DF sem Christensellaceae também estavam negativas para Methanobrevibacter. A
Christensenellacea teve seu primeiro membro identificado no ano de 2012, denominado
como C. minuta (MOROTOMI et al., 2012), e o genoma completo do microorganismo foi
publicado em 2017 (ROSA et al.,, 2017), portanto um taxon recentemente descrito,
pertencente ao filo Firmicutes, tem emergido como marcador importante de microbiota
saudavel. Segundo Goodrich et al. (2014) a abundancia média esperada para essa familia é
de 0,01%.

Algumas publicagbes ja demostraram que a representatividade da familia
Christensenellaceae na composi¢cdo da microbiota intestinal humana esta inversamente
relacionada ao indice de massa corporal (IMC) e as mais diversas condi¢cdes de saude do
hospedeiro, 0 que permite a sua utilizagdo com foco terapéutico (WATERS e LEY, 2019). A
familia Christensenellaceae constitui 0 centro de uma rede de co-ocorréncia positiva com
outros taxons, incluindo arquéias metanogénicas da familia Methanobacteriaceae

(GOODRICH et al., 2014). Apresenta-se como 0 elo microbiano mais robusto e concreto



62

relacionado ao IMC e doencas inflamatorias intestinais, € um taxon fortemente herdéavel,
com abundéncia relacionada ao sexo e etnia (WATERS e LEY, 2019).

As familias de bactérias Gram-negativo identificadas neste trabalho como as mais
abundantes nos grupos de criancas com doenca falciforme e controle foram
Akkermansiaceae, Bacteroidaceae, Christensenellaceae, Enterobacteriaceae,
Veillonellaceae e Tannerellaceae. A abundancia dessas familias encontradas nas amostras
de fezes no grupo de criancas com DF foi superior quando comparado ao grupo controle
(Tabela 10 e Figura 16), exceto as Akkermansiaceae, Veillonellaceae e Tannerellaceae que
apesar de apresentarem uma média superior na abundancia relativa nas amostras
provenientes do grupo de criangas com DF, ndo houve diferencas significativas e a
Christensenellaceae que foi mais abundante no CTL (p = 0,04). Nesse grupo,
Enterobacteriaceae é a familia de bactérias Gram-negativo com destague pelo potencial
patogénico dos seus membros (HU et al., 2013, LI et al., 2014). Segundo Shelton e
Byndloss (2020), a expansdo de Enterobacteriaceae associada a disbiose pode ser vista
como uma assinatura microbiana da disfuncdo epitelial intestinal e podem desempenhar o
papel mais importante em diferentes modelos de doencas nao transmissiveis (DNTs). Uma
possivel consequéncia no aumento da abundancia de Enterobacteriaceae é a ampliacdo do
resistoma, pois seus genomas contém numero elevado de genes de resisténcia a
antibioticos (HU et al., 2013, LI et al., 2014). Este fato associado ao periodo de exposicéo
crbnica aos antibidticos do paciente com DF, até os cinco anos de vida principalmente, faria
desse grupo de pessoas um potencial reservatorio de genes de resisténcia, considerando a
maior pressao de selecdo imposta pela mudanca de ambiente com o uso continuo das
drogas.

Uma caracteristica marcante das bactérias Gram-negativo é presenca do LPS na
composicdo de suas membranas externas. Essa endotoxina € considerada o principal fator
de viruléncia nas infeccbes e nas inflamacbes sistémicas. Os LPS séo liberados
principalmente quando da morte dessa célula ou durante a sua divisdo (CRUZ-MACHADO,
2010; RODRIGUES et al., 2016).

Apesar desse estudo néo ter sido projetado para avaliar a permeabilidade intestinal
ao LPS, é possivel presumir que 0s seus niveis estdo aumentados no limen intestinal de
criangas com DF, e que situagfes que alterem a permeabilidade intestinal dessas criancgas,
podem ser um fator agravante na patogénese da doenca falciforme, uma vez que o LPS é
um dos principais gatilhos da resposta inflamatéria (CRUZ-MACHADO, 2010; RODRIGUES
et al., 2016).
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Tabela 11 - Principais filos e familias encontradas nos grupos avaliados com sua respectiva

classificagao colorimétrica.

Sabe-se que em situacGes de dishiose intestinal ocorre a diminuicdo da sintese de

Bacteroidaceae Gram-negativo
Tannerellaceae Gram-negativo
Bifidobacteriaceae Gram-positivo
Coriobacteriaceae Gram-positivo
Christensenellaceae Gram-negativo/ Gram-positivo
Erysipelotrichaceae Gram-positivo
Lachnospiraceae Gram-positivo
Ruminococcaceae Gram-positivo
Streptococcaceae Gram-positivo
Veillonellaceae Gram-negativo
Enterococcaceae Gram-positivo

Enterobateriaceae Gram-negativo

Akkermansiaceae Gram-negativo

muco e de fatores de adesédo entre os enterdcitos. Este € principal fator responsavel pelo
aumento da permeabilidade intestinal, facilitando a absor¢édo do LPS (RAETZ e WHITFIELD,
2002; ARRIETA et al., 2006; SUZUKI, 2013; RIOS-COVIAN et al., 2016). O LPS é um
padrdo molecular associado a patégeno (PAMP) que estimula os Receptores de
Reconhecimento de Padrdo — PRR, como TLR e NLRP, os quais fazem a célula liberar
citocinas pré-inflamatérias como a Interleucina-1B, Interleucina-18, Fator de Necrose
Tumoral e a ativacao do NFkB (CRUZ-MACHADO, 2010; RODRIGUES et al., 2016).

Vérios estudos tém correlacionado essa condigdo inflamatoria ao surgimento de
doencas como diabetes, cardiopatias, neuroses etc. (ALMEIDA et al. 2009; VAMANU et al.,
2016; LACHA et al. 2017). Em pacientes com a doencga falciforme, esses mediadores
inflamatérios ja foram relatados como responsaveis por participarem e exacerbarem as
crises vaso-oclusivas mediante aumento de fatores de adesdo celular e pro-coagulantes
(ZAGO et al., 2007; CANCADO et al., 2009; MANFREDINI et al., 2017). Segundo Zhang et
al. (2015), a depreciacdo da microbiota intestinal por antibiético de amplo espectro reduz
significativamente os niveis de neutréfilos envelhecidos, os quais através da integrina mac-1
adere-se a plaquetas e eritrocitos, agindo como nucleo da crise vaso-oclusiva (HIDALGO et

al., 2009), assim, segundo esse mesmo autor o fornecimento de LPS por sonda géstrica
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restabele completamente o nimero desses polimorfonucleados senescentes. Desta forma, o
LPS exerce papel importante nas complicacdes das crises falciformes.

Associado a informagdo de que o LPS eleva os niveis de fatores de adesédo das
células sanguineas e endoteliais, Dutra et al. (2014) identificaram que o grupo heme da
hemoglobina ativava macrofagos previamente sensibilizados com LPS através de
receptores NLRP3, com formacdo do inflamassoma e consequente aumento da IL-1pB.
Portanto, trata-se de uma informagéo relevante, visto que pacientes com DF apresentam
niveis elevados de grupo heme circulante em funcdo da anemia hemolitica constante,
caracteristica patognomdnica da doenga (DINARELLO, 2006).

O LPS também é responsavel pelo aumento do cortisol ao ativar o inflamassoma,
com consequente elevagao da IL-13 (DENIPOTE, 2010; DAVIS, et al., 2011; STROWIG, et
al., 2012). A IL-1B, além de desempenhar fungdo pir6gena no hipotalamo, regula a sua
prépria producao através de feedback negativo. A IL-1B estimula o hipotalamo a secretar o
hormonio liberador de corticotrofina (CRH) que estimula a hipo6fise anterior a liberar o
hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) que por sua vez, estimula o cértex adrenal a produzir
glicocorticosteréides que inibirdo a sintese primaria de pro-IL-18 (VARELLA e FORTE,
2001). A existéncia de uma relacdo entre os niveis de cortisol e a microbiota ja havia sido
relatada por Carabotti (2015), que utilizando modelos experimentais com ratos isentos de
germes demonstrou que 0s animais apresentavam respostas exacerbadas frente a
situacbes de estresse e que tais respostas se normalizavam apés serem colonizados com
uma microbiota intestinal saudavel. Ele demonstrou também que a recuperacéo da resposta
ao estresse sO ocorria se a colonizacdo do intestino fosse em fases iniciais do
desenvolvimento e, portanto, depois de certa idade ndo era mais possivel reverter o padrao
exacerbado de resposta ao estresse.

E por fim, o LPS possui acdo inibitéria do complexo motor migratério (CMM) que
ocasiona estase do conteldo luminal, favorecendo o aumento do crescimento bacteriano
(DONOWITZ e PETRI, 2015), o que pode justificar o maior percentual de distarbios
intestinais encontrados no grupo de criangas com DF comparado ao grupo controle no
presente estudo (Tabela 06).

A microbiota intestinal tem sido associada a diversas doengas, mas a maioria dos
componentes especificos dessa relacéo ainda continuam desconhecidos. Assim, ao inves
da simples prospeccéo da microbiota intestinal, a avaliagdo de determinados taxons e suas
vias metabdlicas, bem como suas intera¢cdes com a saude do hospedeiro passou a ser um
passo importante na instituicdo de terapéuticas microbianas baseadas em evidéncias
(PROCTOR, 2019; iHMP, 2019).

Ao analisar a composicdo da microbiota intestinal em nivel de género, que

geralmente € o nivel mais especifico no qual o sequenciamento em larga escala do gene
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16S rRNA fornece classificacdo confiavel, em ambos o0s grupos estudados foram
identificados 74 grupos taxondmicos que representam respectivamente no DF e no CTL
88,5% e 87,9% da abundancia microbiana (Tabela 12). Desses taxons, 54% (40)
apresentaram diferencas significativas na abundancia relativa quando aplicado o teste
estatistico de Mann-Whitney. E em ambos os grupos, menos de 15 taxons concentraram
aproximadamente 77% da abundéncia microbiana intestinal (Tabela 13). Vale ressaltar que
em ambos 0s grupos estudados o tdxon mais representativo foi Lachnospiraceae sem
classificacdo, mostrando que a metodologia utilizada nao identificou, no nivel de género,
88% das OTUs dessa familia.

Segundo Wang et al. (2020), pacientes recuperados da tuberculose causada por
bactérias multirresistentes (TB-MDR) apoés tratamento por mais de 20 meses, tiveram a
abundancia de 58 géneros bacterianos alteradas significativamente, bem como a diminui¢do
de 16% da sua riqueza, e que a microbiota intestinal ainda exibia uma composi¢cao
taxon6mica alterada apds trés a oito anos da recuperacao e a interrupgcao do tratamento, em
comparagdo com a microbiota intestinal antes do tratamento.

Dentro desse grupo de 42 taxons divergentes na abundancia relativa, destacamos os
considerados enterotipos (Bacteroides, Prevotella e Ruminococcus), pois, segundo
Arumugam et al. (2011), esses sdo nucleos microbianos comuns importantes que mantém
correlagbes positiva e negativa com varios outros géneros, desempenhando dessa forma

papel relevante na composicdo da microbiota intestinal.

Abundancia Relativa dos Enterotipos
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Figura 19- Abundancia relativa dos enterotipos (Bacteroides, Prevotella e Ruminococcus) no
microbioma fecal do grupo de criangcas com DF e grupo CTL.
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Ao analisar a abundancia relativa entre os enterotipos, Bacteroides foi mais
representativo no grupo de criangas com DF (7,3%) quando comparado ao grupo controle
(2,4%) (p = 0,05). Enquanto as comparagdes dos enterotipos Prevotella e Ruminococus
entre o grupo de criangcas com DF e o grupo controle, apesar de menor média na AR ndo
apresentaram diferencas estastistica (p = 0,07) e (p = 0,06) respectivamente, considerando
as andlises pelo teste de Mann Whiteney (Tabela 12).

Quando aplicado os principais indices de andlise de diversidade biolégica (Shannon,
Simpson e Chao-1), Prevotella e Ruminococcus foram menos diversos no grupo de criangas
com DF comparado ao grupo controle, p = 0,01 e p < 0,01, respectivamente. Enquanto
Bacteroides, apesar da diferenca na abundancia relativa, ndo apresentou diferencas
significativas para os indices de diversidade aplicados.

O género Bacteroides apresentou uma abundancia relativa de 7,3% no grupo de
criancas com DF e 2,4% no grupo CTL (p = 0,05). Esse taxon é formado por bactérias
Gram-negativo, anaerdbias, em formato de bacilo, que geralmente mantém relacédo benéfica
com o hospedeiro quando retidas no intestino, porém quando fora dele podem causar
bacteremia e abcessos em varios 6rgdos. Possuem capacidade elevada de adaptar-se as
tens6es ambientais, sdo resistente a bilis, possui um complexo sistema de identificacéo e
adaptacdo a disponibilidade de nutrientes, além de mdltiplas bombas de extrusdo de
xenobidticos e mecanismos de controle para outros microorganismos concorrentes. Com
isso, entre todos os patdogenos anaerdbicos, possuem uma das maiores taxas de resisténcia
a antibidticos, e séo responsaveis por indices de mortalidade de mais de 19% (WEXLER,
2007).

Duas espécies importantes no grupo Bacteroides sdo B. thetaiotaomicron e B.
fragilis. A primeira espécie é capaz de aumentar 52 vezes a sintese de Regllly (uma lectina
do tipo C, secretada pelas células de Paneth), que é capaz de aderir aos peptideoglicanos
das bactérias Gram-positivo causando danos na parede celular e vazamento citoplasmatico
com consequente morte bacteriana (CASH et al., 2006). A microbiota aumenta 20 vezes a
expressao de Regllly e a sua concentracdo € crescente ao longo do TGI, devido a
concentra¢des microbianas aumentadas em dire¢édo ao colon (CASH et al., 2006).

O género Prevotella apresentou abundancia de 3,1% e 3,9% nas amostras de fezes
provenientes do grupo de criangas com DF e grupo CTL, respectivamente (Tabela 12). Esse
taxon, além da sua classificagdo como enterétipo (ARUMUGAM et al., 2011), tem sido
utilizado como biomarcador da dieta (GORVITOVSKAIA et al., 2016; JAIN et al., 2018), pois
possuiem a habilidade de degradar carboidratos ndo digeriveis, como xilano e de outros
polissacarideos fibrosos (DODD et al., 2011) sendo por isso prevalente em populacdes com
dieta vegana ou vegetariana (De FILIPPIS et al., 2016; GORVITOVSKAIA et al., 2016;

SHANKAR et al., 2017). Esse género tem apresentado correlacdo positiva e negativa com
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outros géneros e assim desempenhando papel relevante na estrutura da comunidade
microbiana intestinal (ARUMUGAM et al., 2011; JAIN et al., 2018). Prevalente em mucosas,
é 0 género mais abundante no sistema respiratorio. E composto por bactérias anaerdbias,
Gram-negativo, classificadas como comensais devido a presenca frequente em individuos
saudaveis, e raramente algumas cepas sdo descritas como causadoras de infeccbes
oportunistas. Pertencente ao filo Bacteroidetes, este género tem emergido como causador
de periodontite e como regulador da artrite reumatoide (LARSEN, 2017; KAZEMTABRIZI et
al., 2020). Segundo Ren et al. (2020), variacdes na abundéncia de Prevotella em conjunto
com outros géneros, esta relacionado com eventos de pneumonia em criangcas menores de
cinco anos.

Segundo Gorvitovskaia et al. (2016), Prevotella e Bacteroides sao os taxons que
mais contribuem para dissimilaridade entre amostras, sendo as suas frequéncias
inversamente proporcionais. De acordo com Jain et al. (2018), Prevotella apresenta
correlagdo positiva com o0s géneros Catenibacterium, Megasphaera, Mitsuokella,
Faecalibacterium, Dialister, Lactobacillus e correlacdo negativa com Ruminococcus, Blautia,
Dorea, Megamonas e Bacteroides. Assim, os resultado encontrados neste trabalho e
apresentados na Tabela 12, corroboram com os dados referenciados, com excecdo dos
géneros Megasphaera, Faecalibacterium e Dorea, que ndo apresentaram diferencas
estatisticas na abundancia entre as amostras fecais oriundas dos grupos de criangas com
DF e CTL, e o género Lactobacillus, que apesar da diferenca significativa entre 0os grupos
(0,5% e 0,2%, respectivamente) foi mais abundante no grupo com DF, que possui menor
abundancia de Prevotella. Rigottier-Gois (2013) identificou 0 aumento de Lactobacillus em
Doencas Inflamatdrias Intestinais (DIl), sugerindo que isso decorre da adaptacdo do
organismo para mitigar o processo inflamatorio.

O género Ruminococcus apresentou abundancia de 2% e 3% nas amostras de fezes
obtidas dos grupos com DF e CTL, respectivamente (Tabela 12). Esse género constitui um
grupo importante de simbiontes microbianos intestinais, que foi originalmente isolado do
raimen de bovinos. Atualmente, j4 foi identificada no trato TGl de diversas espécies de
ruminantes e de nao ruminantes. Sao bactérias em forma de cocos, estritamente
anaerobicos, Gram-positivos, ndo moveis e todas precisam de carboidratos fermentaveis
para crescerem, e por isso, ha evidéncias de que o0s Ruminococcus estao
predominantemente associados a herbivoros e onivoros, sendo poucas espécies nao
associadas a um hospedeiro (RAINEY, 2009; ZE et al.,, 2012; LA REAU et al., 2016). A
abundancia de determinadas espécies de Ruminococcus em seres humanos demonstrou
ser estimulada por dieta rica em amido WALKER et al., 2011). Existem poucas espécies

descritas até o momento (LA REAU et al., 2016) e Ruminococcus champanellensis € a Unica
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espécie bacteriana conhecida, ja isolada do célon humano e capaz de degradar a celulose
cristalina (MORAIS et al., 2016).

Outras espécies de Ruminococcus associadas a microbiota intestinal humana, como
o R. gnavus que é encontrado em 90% das pessoas, podem estar associadas ao aumento
de doencas inflamatorias intestinais- DIl (HALL et al., 2017), pois segundo Henke et al.
(2019) essa espécie possui um polissacarideo com potencial inflamatério que induz as
células dendriticas a produzirem citocinas, como o TNFa. Essa espécie pode utilizar a
mucina como fonte de carbono e consequentemente comprometer a permeabilidade
intestinal (PNG et al., 2010; CROST et al.,, 2013). A abundancia aumentada tem sido
relacionada ao transtorno do déficit de atencdo e a hiperatividade em criancas (WAN et al.,
2020). O aumento da abundéancia de R. gnavus pode ser usado como um biomarcador no
surgimento de calculos biliares (WANG et al., 2020), sendo um nudcleo importante de estudo
na patogénese da litiase biliar em pacientes com a DF, considerando que a incidéncia de
colelitiase nesses pacientes alcanca 40% entre adolescentes e 60% entre adultos
(ATHANASSIOU-METAXA et al., 2002).

Tabela 12- Abundéncia relativa de 74 géneros mais representativos no microbioma fecal de

provenientes dos grupos de criancas com DF e CTL.

Principais Géneros Bacterianos Média AR CTL (%) Média AR DF (%)
Actinomyces 0,054 0,03
Akkermansia 0,9836 0,9032
Alistipes 0,2299 0,2779
Alloprevotella 0,7615 0,194
Bacteroides (p=0,05)* 2,3826 7,2688
Barnesiella (p=0,002)* 0,0711 0,0259
Bifidobacterium 9,2106 6,3675
Blautia (p=0,04)* 0,4564 0,8707
Butyricicoccus 0,5329 0,4318
Butyricimonas 0,0286 0,0193
Butyrivibrio 0,1957 0,1704
Butyrivibrio-Pseudobutyrivibrio 0,2055 0,1825
Catenibacterium (p=0,07)** 3,5656 2,8943
Christensenellaceae_R-7_group (p=0,008)* 0,9065 0,4594
Collinsella (P=0,05)* 2,5403 1,9422
Coprococcus (p=0,02)* 0,3206 0,2619
Desulfovibrio (p=0,005)* 0,1191 0,0524
Dialister (p=0,03)* 2,9841 1,4341
Dorea 0,3844 0,4191
Enterorhabdus (p=0,03)* 0,0712 0,0348
Erysipelatoclostridium (p=0,002)* 0,3465 0,8909
Escherichia-Shigella 0,8913 1,6735
Faecalibacterium 10,2738 8,1898

Flavonifractor 0,1143 0,1797



Fournierella (p=0,01)*
Fusicatenibacter (p=0,04)*
Holdemanella (p=0,005)*
Klebsiella (p=0,03)*
Lachnospira

Lachnospiraceae_UCG-003 (p=0,02)*
Lachnospiraceae_UCG-010 (p=0,004)*

Lachnospiraceae_unclassified
Lactobacillus (p=0,03)*
Libanicoccus (p=0,02)*
Megaesphera
Megamonas (p=0,03)*
Mitsuokella (p=0,006)*
Odoribacter
Oscillibacter (p=0,004)*
Oxalobacter (p=0,001)*
Parabacteroides
Peptococcus (p=0,01)*

Phascolarctobacterium
Prevotella (p=0,04)*

Rikenellaceae_ RC9 _gut_group (p=0,03)*

Roseburia

Rothia (p=0,02)*
Ruminiclostridium_5 (p=0,04)*
Ruminiclostridium_6
Ruminiclostridium_9

Ruminococcaceae_ge (p=0,002)*
RuminococcaceaeNK4A214 group (p=<0,0001)*
Ruminococcaceae_UCG-0010 (p=0,001)*

Ruminococcaceae_UCG-0013

Ruminococcaceae_UCG-0014 (p=0,05)*
Ruminococcaceae UCG-002 (p=0,001)*
Ruminococcaceae_UCG-003 (p=0,01)*

Ruminococcaceae_UCG-004

Ruminococcaceae_UCG-005 (p=0,002)*

Ruminococcaceae_UCG-008
Ruminococcaceae_UCG-009
Ruminococcus 1 (p<0,02)*
Ruminococcus 2
Senegalimassilia (p=0,02)*
Slackia (p=0,01)*
Solobacterium (p=0,001)*
Steptococcus
Subdoligranulum

Sutterella

Tyzzerella

UBA1819

Veillonela

0,0456
0,1934
4,9759
0,2143
0,3661
0,0922
0,1031
20,51
0,2089
0,1387
0,1043
0,1461
0,2371
0,0218
0,0163
0,0128
0,2782
0,0321
0,2371
3,9402
0,1576
0,0449
0,0204
0,2308
0,1225
0,0225
2,654
0,2132
0,2118
0,4125
1,3259
1,3023
0,0605
0,0388
0,6998
0,0142
0,0271
0,666
2,4217
0,1974
0,0658
0,1832
3,0035
3,641
0,0599
0,4641
0,0796
0,0653

0,0092
0,1192
3,0895
0,3709
0,4216
0,0606
0,0819
22,6853
0,4923
0,0413
0,184
4,2953
0,0031
0,0108
0,00428
0,00303
1,1214
0,00661
0,2191
3,1562
0,2192
0,0609
0,0402
0,2193
0,2169
0,114
1,5194
0,0673
0,0716
0,4151
0,8662
0,633
0,0242
0,0506
0,2864
0,00283
0,0145
0,4802
1,6599
0,1181
0,0604
0,00494
3,634
5,3018
0,0469
0,3415
0,1488
0,2008
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Eggerthella (p<0,001)* 0,0262 0,1231
Hungatella (p<0,0005)* 0,00483 0,0536
Total 87,941 88,545

* Géneros com significancia estatistica (p < 0,05).

Destaca-se também, as divergéncias na abundancia dos géneros Barnesiella,
Ruminococcaceae UCG-005, Christensenellaceae R-7grupo e Lactobacillus nos grupos de
criangas com DF e CTL (Tabela 12). Os resultados encontrados neste estudo corroboram
com os resultados publicados por Mancabelli et al. (2017), que realizaram estudo de
metanalise a partir de 24 publicacdes, envolvendo 3048 conjuntos de dados metagenémicos
publicos, constituido por 1252 controles e 1796 pacientes, para identificar biomarcadores
bacterianos associados a doencgas intestinais. Essa metanalise demonstrou que individuos
saudaveis, grupo controle, apresentavam maior abundancia dos géneros Barnesiella,
Ruminococcaceae UCG-005, Christensenellaceae R-7grupo e Alistipes, enquanto o0s
pacientes com doencas intestinais apresentavam maior abundancia de membros sem
classificacdo da familia Erysipelotrichaceae, bem como dos géneros Streptococcus e
Lactobacillus (MANCABELLI et al., 2017). Os resultados aqui encontrados divergiram nos
géneros Alistipes e Streptococcus que nao apresentam diferencas significativas e a familia
Erysipelotrichaceae que apesar de apresentar divergéncia na abundancia dos géneros
Catenibacterium, Holdemanella, Solobacterium e Erysipelatoclostridium, apenas esse ultimo
apresentou maior abundancia no grupo com DF (Tabela 12).

A somatdria dos grupos taxondmicos, em nivel de género, que apresentaram algum
grau de diferenca significativa has amostras de fezes oriundas das criancas com DF e grupo
CTL foram 34,3% e 34,7%, respectivamente. Esses dados convergem com os resultados de
outras publicacdes que demonstraram que o uso de antibiéticos pode afetar a abundancia
de 30% das bactérias na comunidade intestinal, diminuindo significativamente a riqueza, a
diversidade e a uniformidade taxondmicas (DETHLEFSEN et al., 2008; DETHLEFSEN e
RELMAN, 2011).

Tabela 13- Géneros bacterianos e médias da abundancia relativa 2 1% em amostras de fezes
oriundas do grupo de criangas com DF e grupo CTL.

Abundéncia Principais Géneros Abundancia

Principais Géneros Bacterianos (%) Bacterianos (%)
CTL Faecalibacterium 10,2738 DF Faecalibacterium 8,1898
CTL Bifidobacterium 9,2106 DF Bacteroides 7,2688
CTL Holdemanella (P=0,005) s 4,9759 DF Bifidobacterium 6,3675
CTL Prevotella (P=0,04) 3,9402 DF Subdoligranulum 5,3018

DF Megamonas
CTL Subdoligranulum 3,641 (p=0,03) 4,2953

CTL Catenibacterium (P=0,07) 3,5656 DF Steptococcus 3,634
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CTL Ruminococcus (P=0,07) 3,0877 DF Prevotella 3,1562

CTL Steptococcus 3,0035 DF Holdemanella 3,0895

CTL Dialister (P=0,03) 2,9841 DF Catenibacterium 2,8943

CTL Ruminococcaceae_ge

(P=0,002) 2,654 DF Ruminococcus 2,14

CTL Collinsella (P=0,05) 2,5403 DF Collinsella 1,9422
DF Escherichia-

CTL Bacteroides (P=0,056) 2,3826 Shigella 1,6735

CTL Ruminococcaceae UCG-0014 DF

(P=0,05) 1,3259 Ruminococcaceae_ge 1,5194

CTL Ruminococcaceae UCG-002

(P=0,001) 1,3023 DF Dialister 1,4341
DF Parabacteroides 1,1214

Total 54,8875 Total 54,0278

Na tabela 14 encontra-se a relacdo dos géneros com divergéncia de abundancia
entre os grupos de criangcas com DF e CTL, e selecionadas algumas publicacGes que tratam
das interacBes entre 0os microorganismos e 0s seus hospedeiros ou com as variacbes
ambientais. Entre 42 géneros divergentes, apenas dez foram abundantes nas amostras de
fezes oriundas das criancas com DF quando comparado ao grupo CTL: Bacteroide, Blautia,
Eggerthella, Erysipelatoclostridium, Klebsiella, Lactobacillus, Hungatella, Megamonas,

Rikenellaceae_ RC9 gut_group e Rothia.

Tabela 14 — Géneros da microbiota intestinal com divergéncia de abundancia entre as amosras
de fezes obtidas de crianas com DF e grupo CTL e exemplos de publicacBes acerca de
interacdes com o hospedeiro ou com variacdes ambientais.

Principais Géneros Maior Interagcédo
Bacterianos Abundéancia com o hospedeiro
Bacteroides (p=0,05) DF Bactéria comensal classificada como enter6tipo

(ARUMUNGA et al., 2011).
Marcador de microbiota saudavel MANCABELLI
et al., 2017). Diminui o VRE (Vancomycin-
resistant Enterococcus) o que reduz as infecgdes
por essa bactéria em pacientes que receberam
transplante alogénico de células-tronco
Barnesiella (p=0,002) CTL hematopoetica (UBEDA et al., 2013). Apresentou-
se como um dos géneros mais abundancia no
TEA (ZHAO et al, 2019) e em individuos
submetidos a antibioticoterapia contra tuberculose
multirresistente (WANG et al., 2020).
Diminuem complicacbes da doenca do enxerto
contra o hospedeiro-DECH. Género com
Blautia (p=0,04) DF abundancia reduzida em individuos submetidos a
antibioticoterapia contra tuberculose
multirresistente (WANG et al., 2020).

Catenibacterium (p=0,07) Género que apresenta menor abundancia em



CTL
Christensenellaceae_R- CTL
7_group (p=0,008)

CTL
Collinsella (p=0,05)

CTL
Coprococcus (p=0,02)
Desulfovibrio (p=0,005) CTL
Dialister (p=0,03) CTL

DF
Eggerthella (p<0,001)
Enterorhabdus (p=0,03) CTL
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pacientes com DIl (MASOODI et al., 2019); e em
pacientes com Cancer Colorretal (Al et al., 2019).
Apresenta também abundancia reduzida em
individuos submetidos a antibioticoterapia contra
tuberculose multirresistente (WANG et al., 2020).
Marcador de microbiota saudavel MANCABELLI
etal., 2017).

Reduz a expressdo de proteinas das juncdes
firmes (ZO-1), com consequente aumento da
permeabilidade intestinal; Aumenta da expresséo
da IL-17 (mais que o dobro) e do NFkB1
induzindo resposta inflamatério e ativacdo de
Neutrofilo (CHEN et al., 2016); A abundancia de
Collinsella correlacionou-se negativamente com a
ingestdo de fibras na dieta (GOMEZ-ARANGO et
al., 2018); Esse género apresentou abundancia
reduzida em individuos  submetidos a
antibioticoterapia contra tuberculose
multirresistente (WANG et al., 2020).

O género Coprococcus € um dos principais
produtores de butirato (RIOS-COVIAN et al.,
2016). Marcador de microbiota saudavel,
Segundo Valles-Colomer et al. (2019),
Faecalibacterium e Coprococcus foram
relacionadas qualidade de vida e que
Coprococcus spp. e Dialister estavam esgotadas
na depressdo. Apresentou abundéancia reduzida
em individuos submetidos a antibioticoterapia
contra tuberculose multirresistente (WANG et al.,
2020).

Género associado aos niveis de N-Oxido
Trimetilamina (TMAO) (FU et al., 2020). E
também um dos género com maior abundancia
em criancas com Transtorno do Espectro Autista.
(BEZAWADA et al, 2020). A abundancia
aumentada desse género foi associada a dieta
rica em acido félico (GURWARA et al., 2019).
Segundo  Valles-Colomer et al, (2019)
Faecalibacterium e Coprococcus foram
relacionadas qualidade de vida e que
Coprococcus spp. e Dialister estavam esgotadas
na depressdo. A abundancia aumentada desse
género foi associada a dieta rica em acido félico
(GURWARA et al., 2019).

As estirpes de Eggerthella sdo importantes no
metabolismo do &cido biliar no intestino (HARRIS
et al., 2018). Estd associadas ao metabolismo
lipidico e de xenobidtico do hospedeiro (CHO et
al., 2016). Género com abundancia reduzida em
individuos submetidos a antibioticoterapia contra
tuberculose multirresistente (WANG et al., 2020).
Um dos géneros com abundancia reduzida devido
ao uso de heparina por via oral (ZHOU et al.,
2019)



Erysipelatoclostridium
(p=0,002)

Fournierella (p=0,01)

Fusicatenibacter (p=0,04)

Holdemanella (p=0,005)

Klebsiella (p=0,03)

Lachnospiraceae_ UCG-
003 (p=0,02)
Lachnospiraceae_ UCG-
010 (p=0,004)

Lactobacillus (p=0,03)

Libanicoccus (p=0,02)

Megamonas (p=0,03)

Mitsuokella (p=0,006)

Oscillibacter (p=0,004)
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Género com abundéncia reduzido em paciente
com dieta rica em folato (GURWARA et al., 2019)
e em individuos submetidos a antibioticoterapia
contra tuberculose multirresistente (WANG et al.,
2020). Género correlacionado com a nefrolitiase
através da concentracdo de oligoelementos no
sangue, incluindo potéssio, sodio, célcio e cloro
(TANG et al., 2018).

Relag¢do n&o encontrada.

Género com abundéncia aumentada em
individuos submetidos a antibioticoterapia contra
tuberculose multirresistente (WANG et al., 2020)
E também correlacionado com a nefrolitiase
através da concentracdo de oligoelementos no
sangue, incluindo potéassio, sédio, calcio e cloro
(TANG et al., 2018).

O género Holdemanella foi associado
positivamente a proporcdo de gordura androide
no sexo masculino e negativamente associado ao
sexo feminino (MIN et al., 2019).

Género associado hipertensdo arterial e a
inflamacédo subclinica gerada pelo LPS (LI et al.,
2017). Apresentou abundancia aumentada em
modelo animal, sobre uso ampicilina, com as
proteinas de juncdo estreita ZO-1 e occludinas
reduzidas para metade em relacdo aos controle
(SHI et al., 2018).

Relac&o néo encontrada.

Relacéo ndo encontrada.

Segundo Macho Fernandez et al. (2011), os
Lactobacillus, através da liberacdo de peptideos
da parede celular, sdo capazes de inibir a
resposta inflamatéria via do NFkB. E também um
dos género com maior abundancia em criancas
com Transtorno do Espectro Autista (BEZAWADA
et al., 2020).

Relacdo néo encontrada.

Género onde maior abundancia relacionada a
obesidade infantii (CHEN et al.,, 2020), com
representatividade relacionada a ingestdo de
gordura (WAN et al., 2019), ao Transtorno de
Espectro Autista-TEA (ZHAO et al., 2019), e
também aos niveis de testosterona em homens
(SHIN et al., 2019). Género com abundancia
reduzida em individuos  submetidos a
antibioticoterapia contra tuberculose
multirresistente (WANG et al., 2020).

Género associado aos niveis de N-Oxido
Trimetilamina (TMAO) (FU et al., 2020).

Género relacionado a  depressdo, pois
Oscillibacter tem o &cido valérico como principal



Oxalobacter (p=0,001)

Peptococcus (p=0,01)

Prevotella (p=0,04)

Rikenellaceae_ RC9 gut gr
oup (p=0,03)

Rothia (p=0,02)

Ruminiclostridium_5
(p=0,04)
Ruminococcaceae_ge
(p=0,002)
Ruminococcaceae NK4A2
14 group (p=0,0001)
Ruminococcaceae_ UCG-
0010 (p=0,001)

Ruminococcaceae UCG-
0014 (p=0,05)

CTL

CTL

CTL

DF

DF

CTL

CTL

CTL

CTL

CTL
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produto metabdlico final, um homologo do GABA,
principal neurotransmissor inibitério do SNC
(NASERIBAFROUEI et al., 2014).

Género formado por bactérias degradadoras de
oxalato, que o um constituinte da dieta e do
metabolismo humana, que o acumulo excessiva
pode levar a condicdes patolégicas incluindo
célculos renais, derrames nas articulacbes e
artralgias (LIU et al., 2017).

Relag¢do n&o encontrada.

Bacteria comensal classificada como enterotipo
(ARUMUNGA et al, 2011). Sua baixa
abundéancia, associada a uma alta proporcdo de
Proteobacterias e  Actinobacterias  foram
identificadas como indicadores da DIl (MOBEEN
et al., 2018). Esse género juntamente com o
Ruminococcaceae UCG-002 foram
significativamente mais prevalentes em pacientes
com transtorno depressivo maior do que naqueles
com transtorno bipolar ou em controles saudaveis
(RHEE et al., 2020). Foi também associado aos
niveis de N-Oxido Trimetilamina (TMAO) (FU et
al., 2020).

Esse grupo estava significativamente enriquecido
na infarto do miocardio e pode se associar ao
metabolismo lipidico (SUN et al., 2019; ZHOU et
al., 2018).

Género com abundéancia reduzida em individuos
submetidos a antibioticoterapia contra tuberculose
multirresistente (WANG et al., 2020).

A diminuicdo da abundéancia relativa no inicio da
infancia foi associada ao aumento do risco de
asma (SIMONYTE SJODIN et al., 2016; ARRIETA
et al., 2015).

Género correlacionado com a nefrolitiase através
da concentracdo de oligoelementos no sangue,
incluindo potassio, sodio, célcio e cloro (TANG et
al., 2018).

Relac¢do néo encontrada.
Relacdo ndo encontrada.

Relac¢do néo encontrada.

Os niveis séricos de TMAO foram associados
positivamente ao aumento da abundancia de
Aerococcaceae, Ruminococcaceae UCG.005,
Ruminococcaceae_UCC.014 (GAO et al., 2020;
FU et al., 2020). No entanto segundo Sun et al.,
2019 esse grupo, juntamente com outros taxons
estavam diminuidos na infarto do miocardio.
Género com abundancia aumentada em
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individuos submetidos a antibioticoterapia contra
tuberculose multirresistente (WANG et al., 2020)
@] géneros Ruminococcaceae UCG-002
juntamente com o Prevotella 2 foram
Ruminococcaceae_UCG- CTL significativamente mais prevalentes em pacientes
002 (p=0,001) com transtorno depressivo maior do que naqueles
com transtorno bipolar ou em controles saudaveis
(RHEE et al., 2020).
Ruminococcaceae UCG- Género com abundéncia aumentada em
003 (p=0,01) CTL individuos submetidos a antibioticoterapia contra
tuberculose multirresistente (WANG et al., 2020).
Marcador de microbiota saudavel MANCABELLI
et al., 2017). Segundo Sun et al., 2019 esse grupo
estava diminuidos na infarto do miocéardio. No
entanto em outro trabalho, o N-6xido de
trimetilamina (TMAO) no plasma teve seus niveis
séricos associados positivamente ao aumento da
Ruminococcaceae UCG- CTL abundancia de Aerococcaceae,
005 (p=0,002) Ruminococcaceae_UCG.005,
Ruminococcaceae_UCC.014 (GAO et al., 2020;
FU et al, 2020). Género com abundancia
reduzida em individuos  submetidos a
antibioticoterapia contra tuberculose
multirresistente (WANG et al., 2020).
Bacteria comensal classificada como enterétipo
(ARUMUNGA et al., 2011). Género com
Ruminococcos (p=0,07) CTL abundéancia aumentada em individuos submetidos
a antibioticoterapia contra tuberculose
multirresistente (WANG et al., 2020).

Senegalimassilia (p=0,02) CTL Relacéo ndo encontrada.

CTL Estd associadas ao metabolismo lipidico e de
Slackia (p=0,01) xenobidtico do hospedeiro (CHO et al., 2016).

CTL Género com abundéancia reduzida em individuos

submetidos a antibioticoterapia contra tuberculose

Solobacterium (p=0,001) s multirresistente (WANG et al., 2020).

DF Géneros produtor de N-OxidoTrimetilamina
Hungatella (p<0,0005) (GENONI et al., 2019)

Desta forma, a configuragdo disbiotica da microbiota intestinal, apresentada no grupo
de criancas com DF em uso de antibioticoprofilaxia crdnica em comparagdo aos controles,
pode alicercar um série de estudos envolvendo microbiota intestinal e a DF. Pois, diversos
estudos com individuos sem DF jA4 demonstraram que o uso dos antibiéticos esta
relacionado ao aumento da sensibilidade visceral na fase adulta devido a disbioses
intestinais (PUSCEDDU e GAREAU, 2018; O’'MAHONY et al, 2014). Essas alteracdes de
microbiota sdo responsaveis pelo aumento de mediadores pro-inflamatérios e
hiperserotonemia que alteram o limiar de excitagdo de células nociceptivas, causando
hiperalgesia, vasoconstricdo, ativagdo plaquetaria e aumento de fatores de adeséo celular
(PUSCEDDU e GAREAU, 2018; O'MAHONY et al, 2014; WIDGEROW e KALARIA, 2012). O
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gue pode contribuir com a patogénese da DF, visto que as caracteristicas patognomonicas
da doenca falciforme sdo vasoclusdo, hemdlise, vasoconstricdo e crises dolorosas (DIAS et
al., 2013; BRASIL, 2009; LOBO et al., 2007).

CONSIDERAGOES FINAIS

A consolidacdo do papel dos antibiéticos nas disbioses intestinais serviu de pano de
fundo para a realizacdo dessa pesquisa, mesmo ciente da impossibilidade de obter um
grupo controle formado por criangas menores de cinco anos que vivem com a doenca
falciforme e sem a utilizacdo adequada de protocolos de antibiéticoprofilaxia cronica.
Apenas dessa maneira poderia ser avaliado, em estudo de caso-controle classico, o
verdadeiro papel do uso dos antibidticos e a sua influéncia na microbiota das criangas com
DF, sem o viés de estudar um grupo controle sem a doenca. Deste modo, o esfor¢co na
caracterizagdo da microbiota intestinal dessas criangas, ndo foi concentrado nas causas,
mas na busca pela distancia entre o grupo com DF e o controle saudavel, que se existente,
guais estratégias futuras poderiam ser adotadas para diminuir esse distanciamento,
considerando a impossibidade da retirada do antibiético da terapia desses pacientes, mas
conjunta e temporariamente, realizar tratamentos alternativos como a utilizacdo de vacinas
para minimizar as infeccdes respiratérias e do trato urindario, responsaveis por grande
numero de 6bitos, ou mesmo, como a proposta deste estudo, de compreender os tdxons e a
abundancia desses microorganismos no intestino e pensar em recomposi¢cdo da microbiota
como terapia.

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram a existéncia de uma
divergéncia negativa na composicdo da microbiota intestinal de um grupo de crian¢cas com a
doenca falciforme em uso da antibioticoprofilaxia crénica quando comparada ao grupo
controle. Pois, a menor diversidade de microorganismos encontrada nas amostras de fezes,
associada a uma menor abundancia de inameros taxons considerados biomarcadores de
microbiota intestinal saudavel, bem como, aumento na abundancia relativa de taxons, como
0s pertencentes a Enterobacteriaceae, que sd@o caracteristicos de situacdes de disbiose
intestinal, indicando um padréo microbiano aberrante, e pontanto um ponto comprometedor
da sua saude.

Estudos de caréater longitudinais com foco na avaliacdo da composi¢édo da microbiota
intestinal em DF sdo necessarios, considerando que o trato gastrintestinal contém a maior
parcela das células imunes ativas, que sinergisticamente com a microbiota intestinal,
desempenham func¢des importantes no combate aos patdgenos e na inflamacao sistémica.

Pesquisas que avaliem o uso de probiéticos e prebibticos, principalmente nos menores de
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dois anos de idade, por se tratar de idade critica no estabelecimento da microbiota intestinal
“‘madura”, com o intuito de restabelecer ou amenizar os impactos sofridos.

Em paralelo, deve-se considerar também, a importancia do AME e do parto vaginal
para a formagdo de uma microbiota intestinal saudavel nessas criancas, e em especial as
com DF. Pois, os baixos indices de amamentacao exclusiva e os indices elevados de partos
cesarianos encontrados nessa pesquisa, demonstram a necessidade da intensificacdo de
uma politica de conscientizacdo de profissionais de saude, entidades de assisténcia e
familiares, para a importancia da microbiota intestinal na qualidade de vida desses
pacientes.

Divergéncias taxonO0micas, com o aumento de filos especializados no melhor
aproveitamento energético, seja mais vantajoso por estar relacionado com mecanismos
compensatorios de obtencdo de energia, considerando que os pacientes com DF possuem
demanda enérgica aumentada em virtude da patogénese da doenca. A divergéncia na
abundancia relativa de membros da familia Ruminococcaceae, bem como de
Lachnospiraceae, ambas produtoras de butirato, sdo importantes para minimizar a
inflamacéo subclinica crénica que potencializam as crises na doenca falciforme.

Especula-se que os géneros Lactobacillus, Blautia e Bacteroides, mais abundantes
nas amostras de fezes das criangcas com DF, possam mitigar a resposta inflamatéria
intestinal, devido aos constituintes presentes na parede celular, descritos em diversos
trabalhos. Desta forma, a composicdo da microbiota intestinal pode ser utilizada como foco
terapéutico na doenca faciforme, e utilizada como parametro de avaliacdo clinica, que
precedem procedimentos como o transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas,
visto que tdxons como Blautia pode diminuir a morbimortalidade na DECH.

Especula-se também, que a maior abundancia de Bacteroides encontrada nas
amostras fecais das criancas do grupo com DF possa aumentar a lectina C, produzida pelas
células de Paneth, com impacto na relacdo entre as bactérias Gram-positivo e Gram-
negativo, com aumento das Gram-negativo. Assim, a maior abundancia relativa dos taxons
Gram-negativo identificados nas amostras de fezes no grupo de criancas com DF e
consequente maior disponibilidade de LPS no Ilumen intestinal, possa justificar os
percentuais mais elevados de disturbios gastrointestinais encontrados nessas criangas,
além de servir como possivel gatilho da crise vaso-oclusiva pela sintese de mediadores pro-
inflamatérios. Fato que justificaria a necessidade futura de se avaliar a permeabilidade
intestinal de pacientes com doencas falciformes em uso de antibioticoprofilaxia cronica, bem
como identificar os aspectos quantitativos e qualitativos relacionados aos mediadores pro-
inflamatorios gerados por alteragbes da microbiota intestinal nesses pacientes.
Principalmente os relacionados aos niveis de neutréfilos senescentes por ser considerado o

nucleo das crises vaso-oclusivas.
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E por fim, estudos para avaliacdo da diversidade do viroma e micobioma séo
fundamentais na analise holistica da composicdo e funcionalidade da microbiota do TGlI,
além da inclusdo de um conjunto amplo de varidveis que envolvem a homeostase
sanguinea, as condi¢cdes sociodemogréficas, clinico-epidemiolégicas e a analise
metagendmica direcionada as funcdes e vias metabdlicas que envolvem a microbiota

intestinal.
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