UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA, ECOLOGIA E EVOLUCAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA 2‘

Pés-Graduagio

Genética

UFMG

TESE

AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL DE CRIANCAS COM DOENGCA
FALCIFORME EM USO CRONICO DE ANTIBIOTICOPROFILAXIA

ORIENTANDO: EDUARDO GOMES DE OLIVEIRA
ORIENTADOR: PROF. DR. ALVARO CANTINI NUNES

COORIENTADOR: PROF.DR. FABIO DAVID COUTO

BELO HORIZONTE
ABRIL - 2020



EDUARDO GOMES DE OLIVEIRA

AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL DE CRIANCAS COM DOENCA FALCIFORME
EM USO CRONICO DE ANTIBIOTICOPROFILAXIA

Tese de doutorado apresentada ao Programa
de Po6s-Graduacao em Genética do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito para
a obtencédo do titulo de Doutor em Genética.

BELO HORIZONTE
ABRIL —2020



043

Oliveira, Eduardo Gomes de.

Avaliacido da microbiota intestinal de criangas com doenca falciforme em uso
cronico de antibioticoprofilaxia [manuscrito] / Eduardo Gomes de Oliveira. -
2020.

102 £. : il.; 29,5 cm.

Orientador: Alvaro Cantini Nunes. Coorientador: Fabio David Couto.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pés-Graduagdo em Genética.

1. Genética. 2. Anemia Falciforme. 3. Antibioticoprofilaxia. 4. Microbioma
Gastrointestinal. I. Nunes, Alvaro Cantini. II. Couto, Fabio David. III.
Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Biol6gicas. IV.
Titulo

CDU: 575

Ficha catalografica elaborada por Fabiane C. M. Reis - CRB: 6,/2680




Pés-Graduacdao em Genética

Departamento de Genética, Ecologia e Evolugao, ICB
Universidade Federal de Minas Gerais
Av. Antdnio Carlos, 6627 - C.P. 486 - Pampulha - 31270-901 - Belo Horizonte - MG
e-mail: pg-gen@icb.ufmg.br FAX: (+31) - 3409-2570

"AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL DE CRIANCAS

COM DOENCA FALCIFORME EM USO CRONICO DE
ANTIBIOTICOPROFILAXIA™

Eduardo Gomes de Oliveira

Tese aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

/
Alvaro Cantini Nunes - Orientador
UFMG

g ;)’
4 e

Fabio David Couto - Coorientador
UFRB

douge——

Renan Pedra de Souza
UFMG

‘ /fi*f'DB '« C\s ?Y
Ricardo David Couto
UFBA

Ana Cacia Freire dos Santos
UNIVASF

Maria Raquel Santos Carvalho
UFMG

Belo Horizonte, 04 de junho de 2020.




“Ninguém encontra aquilo que nao procura, e aquele que
nao sabe o que procura se contenta com o que acha”.

Adaptado de Charles Darwin, livro origem das espécies.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela oportunidade de viver, pelo cuidado de todos os dias, pela luz do
conhecimento libertador;

A familia, por ser a forca motriz que impulsiona a minha vida, razdo do meu viver;

Ao professor Dr. Fabio David Couto, amigo, irmao de alma, através do qual, esse trabalho
foi aprovado no PPSUS;

A meu orientador Prof. Dr. Alvaro Cantini Nunes pela paciéncia, compreensio,
disponibilidade, conhecimento, pela capacidade de condugédo e por aceitar orientar, até
entdo, um desconhecido;

Ao parceiro e amigo de pesquisa Adriano de Souza Santos Monteiro pelo total empenho e
compromisso com o desenvolvimento dessa pesquisa;

A Dr2 Patricia Costa Lima da Silva e ao Prof. Dr. Renan Pedra de Souza por todo suporte no
processamento e analise das informacdes geradas neste trabalho.

A UFOB, por proporcionar essa capacitacdo, e em especial a PROPGPI nas pessoas das
Profa. Dra. Luciana Lucas Machado e Profa. Dra. Daniela Cristina Calado;

Aos parceiros: Universidade Federal do Recdncavo Baiano-UFRB; Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal da Bahia- FAR/UFBA; Secretaria de Saude dos municipios baianos
de Valenca, Taperod, Igrapiina e ltubera, as Associacbes de Portadores de Doenca
Falciforme de lIhéus (BA) e Feira de Santana (BA), e a Associacdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais -APAE de Salvador, por permitirem a coleta e toda a logistica;

A Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG por proporcionar, através do Programa de
Po6s-graduacdo em Genética essa oportunidade;

A Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-CAPES e a Fundacao de
Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia — FAPESB por todo custeio.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ...ttt eeeeee e eeee e eee e Vi

LISTA DE FIGURAS.......oeeeeeeeeee oot eeeeee et eeee e eeeee e seee s vii

RESUMO . ...ttt ettt ee s e et eee e 9

ABSTRACT ...t e, 10
L. INTRODUGAO ..ottt eee e 11
1.1-  TRATO GASTROINTESTINAL.......veiereeeeesereeeeseeseeseeeeseeeeeseeseeseeeses e 11
1.1-1. CELULAS INTESTINAIS E A MICROBIOTA .....vvvoiveeeeeeeeeeeeeeeeeee oo, 11
1.1.2- DIETA E A MICROBIOTA ..ottt eees s 14
1.1.3-MICROBIOTA ..ottt ettt eeee et ee et eeeee s 15
1.1.3.1- RELACAO DA MICROBIOTA COM A PERMEABILIDADE INTESTINAL .... 18
1.1.3.2- RELAGAO DA MICROBIOTA COM SISTEMA IMUNE .....ccovvereveerererreeennn. 18
1.1.3.3- PRODUCAO DE VITAMINAS E NEUROTRANSMISSORES PELA
MICROBIOTA INTESTINAL «..oeveee et eeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeseeeeeseeesees et s eese e 21
1.1.3.4- HIPOTESE DA HIGIENE ....coveveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseesese e ssees e esseees e enees 22
1.1.3.5- MECANISMOS DE INTERFERENCIA POSITIVA NA MICROBIOTA
INTESTINAL oottt ee e e e e ee e e ee et eee e s e eesees e 23
1.1.3.6- MECANISMOS DE INTERFERENCIA NEGATIVA NA MICROBIOTA
INTESTINAL ..ottt ee e eee e 25
1.2 DOENGA FALCIFORME ......ovovveiveeeeeseeeeeeeeseeeseeeseeee e 25
1.2.1-TERAPIA DA DOENGCA FALCIFORME .......covuveeeieeeeeseeeeeeesseeseeeseeseeeeen . 27
1.3- DIAGNOSTICO DE DISBIOSES E FUNCIONAMENTO INTESTINAL ............... 28
1.3.1- GENE 16S RIBOSSOMICO - 16S IRNA ....cveiveieeieeeieeeeeeseeee e seeee s, 29
1.3.2- SEQUENCIAMENTO COM O SISTEMA MISEQ DA ILLUMINA .................... 29
2. OBJIETIVOS ..ottt 33
3. MATERIAL E METODOS ... eeeeeeeeeeseees e eeeese e 34
3.1- PARCERIAS ...ttt 34
3.2-ASPECTOS ETICOS ..ot eeeee e ee e se e ee e 35
3.3-TAMANHO DA AMOSTRA ......ocoieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee s ees s 35
3.4- COLETA DAS AMOSTRAS DE FEZES ...t 36
3.5- EXTRACAO DE ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA) .....vveeeeereeereerenane. 36
3.6- AMPLIFICACAO 16S rRNA E PRODUCAO DE BIBLIOTECAS ......cvoeveeenn, 36
3.7- SEQUENCIAMENTO DE DNA ..o ees s eeee e 37
3.8- ANALISE DE BIOINFORMATICA .....ooovoeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 37
3.9- PROGRAMA ESTATISTICO EMPREGADO .......cooveiemeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenees 42

4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oovoviieeeeeceeeeteeeeeeeeeeeee e 43



4.1-RESULTADOS METAGENOMICOS E INDICES DE DIVERSIDADE ................. 46
4.2-COMPOSIGAO E VARIACOES TAXONOMICAS ENTRE DF E CTL .....covvee... 52
4.2.1- INDICE DE DIVERSIDADE DE SHANNON ENTRE FILOS BACTERIANOS 55
DO GRUPO DE CRIANCA COM DF E GRUPO CTL.

4.2.2- INDICE DE DIVERSIDADE DE SIMPSON ENTRE FILOS BACTERIANOS

DOS DF E G ciiiiiiiii oottt e e e e eeeee e e e nn s nnnn e errnnnes 56
4.2.3- INDICE DE DIVERSIDADE DE CHAO-1 ENTRE OS FILOS BACTERIANOS

DOS DF E Gl ittt ettt et e ee e e e et ee e e ee et eeaaeaeeaeeanns 56
5. CONSIDERACGOES FINAIS ....oooieieceeeeteee ettt 77

B. REFERENCIAS oot 79



LISTA DE TABELAS

Tabela 01- Escala de SCOre PRred.........ouvviiiiiiiiiiie e
Tabela 02- Exemplo de comunidades com mesmo populacdo amostral, porém com
divergencia no indice de Diversidade de Shannon (H').............ccceeeeveeeueeeeeeeeeeee e
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)..........cccccvevevnn..
Tabela 04- Exemplos de comunidade com o mesmo Indice de Diversidade de
Shannon, porém com formatacdo comunitaria divergente.............cccccoevvvieeeeeeeeeiicvneennn.
Tabela 05- Significados dos simbolos para o calculo do indice de diversidade ACE......
Tabela 06- Dados descritivos dos grupos avaliados com DF (n=30) e controle

Tabela 07- Numero de reads por individuos do grupo DF e CTL ap6s processamento

[ ToT\Y, o] {10 | SRR

Tabela 08 - indices de Diversidade de Simpson (1-D), Shannon (H’) e Chao-1 por
iINAIVIAUO NO GruPO DIF € CTL. ittt e e e s
Tabela 09 - Distribuicdo de OTUs nos principais filos bacterianos...............ccccccovvunnee
Tabela 10 - Abundéncia relativa das familias bacterianas mais frequentes...................
Tabela 11 - Principais filos e familias encontradas nos grupos avaliados com sua
respectiva classificac@o COIONMELIICA. ... ...uuuuirriiiiiiiieiiiieeeeeeee e,
Tabela 12 - Abundancia relativa de 74 géneros mais representativos no microbioma
fecal de provenientes dos grupos de criancas COM DF € CTL.........vvvvveevieiieeeieeeieeeneenn.
Tabela 13 - Géneros bacterianos e médias da abundéancia relativa = 1% em amostras
de fezes oriundas do grupo de criancas com DF e grupo CTL.......cooovveiiiiiiicicniinnnnnn,
Tabela 14 — Géneros da microbiota intestinal com divergéncia de abundancia entre as
amostras de fezes obtidas de crianas com DF e grupo CTL e exemplos de publicacbes

acerca de interacdes com o hospedeiro ou com variagcdes ambientais...............cccceeeens

38

39

40
42

43

46

48

53

57

62

67

70

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 01- Sistema imune do Intestino. Fonte: Campos (2010).........ccccvvveeiiiiiiiiieeeeeeeeeee 13
Figura 02- Mecanismo de adesao entre as células intestinais. Fonte: Rodrigues et al.

020 1 G TS EPRSPPRRR 13
Figura 03- Redes de co-ocorréncia dos trés enterotipos. Fonte: Arumugam et al.
220 1 TSRS 17

Figura 04- Sinalizacdo envolvendo LPS/TLR- na ativagcéo do fator de transcricdo NFkB.
LPS- Lipopolissacario; TLR -Toll Like Receptor; LBP- Lipopolysaccharide Binding
Protein; Proteina CD14; MD-2-proteina mieloide diferenciadora 2; NFkB-Fator Nuclear
kKappa B; IkB-alfa- proteina inibidora do NFkB; MAPK- mitogen-activated protein kinase;

AP-l-activator protein 1; IRF3- interferon-regulatory factor 3 . Fonte: (CRUZ-
MAGCHADO, 2010)... et eitietteeeieeee et ee et ee et e e e bbbt e e easbbe e e s st e e e e abseee s e abbeeeeasbbaeeeannbbeeens 20
Figura 05- Sistema de sequenciamento MiSeq da lllumina. Fonte: lllumina, (2018) ........ 30

Figura 06- Mapa destacando os municipios baianos onde foram realizadas coletas de
L7421 TS 34
Figura 07-Distribuicdo dos indices antropométricos do grupo de criancas com doenca
falCIfOrME € 0S CONMIOIE. ....eeiiiiii it e e e e saiaaneeaa 43
Figura 08- Medicdo da diversidade alfa através de estimadores de rigueza Chaol e
ACE e indices de diversidade Shannon e Simpson, a partir de amostras de fezes de
criancas com DF em antibioticoprofilaxia crénica e grupo controle...........cccccovvevvvvvveevnnennn. 49
Figura 09 - Diversidade beta da microbiota intestinal de criancas com DF em
antibioticoprofilaxia crénica € grupo CONIOIE...........cuviiiiiiiiiieiiieeieeeee e, 50
Figura 10- Diversidade beta da microbiota intestinal de criancas com DF em
antibioticoprofilaxia crénica e grupo controle nascidos de parto vaginal e cesariano......... 51
Figura 11- Principais filos encontrados na andlise do microbioma em amostras de fezes
de criancas com DF € grupo CONLrOIE.............coooeiiiiiiiii e 54
Figura 12- Principais filos encontrados na analise do microbioma a partir de amostras
de fezes de CrianGas COM DF.........ooiiiiiiiiiie e e e s ee e e e e 54
Figura 13- Principais filos encontrados na analise do microbioma a partir de amostras
de fezes de crianGas dO GruUPO CTL.....uu it s e e e s e s 55
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 € grup0 CONrOIE..........coccvviiieeeiii i e 55
Figura 15- indice de Diversidade de Simpson (1-D) por comparacdo dos quatro filos

mais abundantes: Actinobacteria; Bacteroidetes; Firmicutes e Proteobacteria, em

vii



amostras de fezes de criangas com DF € grup0 CTL.......ccociiiiiieieiiiiiiie e
Figura 16- indice de Diversidade de Chao-1, por comparac¢do dos quatro filos mais
abundantes: Actinobacteria; Bacteroidetes; Firmicutes e Proteobacteria, em amostras
de fezes de criangas COmM DF € grup0 CTL.....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee et
Figura 17- Principais familias de bactérias encontradas na anélise do microbioma a
partir de amostras de fezes de criancas com DF em antibioticoprofilaxia e grupo
Lo 0110 ][
Figura 18- Abundancia relativa do género Blautia no microbioma de amostras fecal de
Criangas COM DF € GIUPO CT L. ..ottt e e nab e e e eaaee
Figura 19- Abundancia relativa dos enterotipos (Bacteroides, Prevotella e

Ruminococcus) no microbioma fecal do grupo de criangas com DF e grupo CTL.............

viii

57

58



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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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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