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Resumo

ALVES, Etiene Dias. Avaliagdo do papel de fatores genéticos e alimentares no
microbioma intestinal humano na adolescéncia. Orientadora: Luciana Tovo-
Rodrigues. Co-orientadoras: Maria Carolina Borges e Marina Xavier Carpena.
2025. 412f. Tese (Doutorado em Epidemiologia) — Programa de Pds-Graduagao
em Epidemiologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2025.

O microbioma intestinal caracteriza-se como um ecossistema complexo de
espécies de microrganismos que habitam o intestino e modulam a relagéo entre
o0 hospedeiro e os processos de homeostase e doenca. A formacdo da
comunidade bacteriana intestinal sofre drasticas transformagdes durante o
desenvolvimento do individuo e mudancas substanciais ocorrem desde o inicio
da vida até o envelhecimento. Fatores genéticos influenciam neste processo,
assim como fatores ambientais precoces e determinantes para a colonizacéo de
bactérias no intestino, como tipo de parto, aleitamento, alimentagao, nivel
socioecondmico, atividade fisica, dentre outros. O objetivo principal do presente
projeto consiste em investigar a associagao entre fatores genéticos e
alimentares, especificamente o consumo de ultraprocessados e o aleitamento
materno, e parametros de composigcao e diversidade do microbioma intestinal
em uma subamostra de participantes da Coorte de Nascimentos de Pelotas de
2004 durante a adolescéncia. O primeiro artigo original da tese tem como
objetivo investigar a relagdo entre o consumo longitudinal de alimentos
ultraprocessados (AUP) e as caracteristicas quantitativas do microbioma
intestinal. Os resultados sugerem que o consumo de AUP aos 11 anos de
idade esteve associado a uma reducdo de bactérias benéficos como género
Bacteroides e aumento de Peptostreptococcus e Actinobacteria. O segundo
artigo objetiva identificar regides gendmicas que influenciem as caracteristicas
quantitativas (abundancia e diversidade bacteriana) relacionadas ao microbioma
intestinal em humanos, encontramos uma variante do gene SLC5A71 foi
associada a menor abundancia da bactéria Oxalobacter, um género
potencialmente envolvido na regulacdo do metabolismo do oxalato. O terceiro
artigo da tese buscou avaliar a associagao entre padrao de amamentagédo aos 3
meses de idade (amamentados exclusivamente, amamentagdo mista e nao
amamentados) na diversidade e composicdo da microbiota intestinal dos
participantes da subamostra. Nao foram encontradas diferengas na diversidade alfa
entre os padrdes de amamentagéo investigados. Foram observadas associagoes
modestas entre os padrbes de amamentagdo e a composicao da microbiota
intestinal aos 12 anos de idade. A amamentacao ndo exclusiva e a introducao
precoce de liquidos ou alimentos semissolidos foram associadas a uma maior
abundancia ou preseng¢a de Ruminococcus e Eubacterium. No entanto, essas
associagdes nao permaneceram significativas apds a corregao para multiplos
testes, sugerindo efeitos limitados a longo prazo.

Palavras-chave: microbiota intestinal; alimentos ultraprocessados; genética;
amamentacao; coorte 2004.



Abstract

ALVES, Etiene Dias. Evaluation of the role of genetic and dietary factors in
the human intestinal microbiome in adolescence. Doctoral Advisor: Luciana
Tovo-Rodrigues. Co-advisors: Maria Carolina Borges and Marina Xavier Carpena.
2025. 412f. Thesis (Doctorate in Epidemiology) — Postgraduate Program in
Epidemiology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2025.

The gut microbiome is characterized as a complex ecosystem of microorganism
species that inhabit the intestine and modulate the relationship between the host
and the processes of homeostasis and disease. The formation of the intestinal
bacterial community undergoes drastic transformations during the development
of the individual and substantial changes occur from early life to aging. Genetic
factors influence this process, as well as early environmental factors that
determine the colonization of bacteria in the intestine, such as type of delivery,
breastfeeding, diet, socioeconomic level, physical activity, among others. The
main objective of this project is to investigate the association between genetic
and dietary factors, specifically the consumption of ultra-processed foods and
breastfeeding, and parameters of composition and diversity of the intestinal
microbiome in a subsample of participants from the 2004 Pelotas Birth Cohort.
The first original article of the thesis aims to investigate the relationship between
the longitudinal consumption of ultra-processed foods (UPF) and the quantitative
characteristics of the intestinal microbiome. The results suggest that UPF
consumption at 11 years of age was associated with a reduction in beneficial
bacteria such as the Bacteroides genus and an increase in Peptostreptococcus
and Actinobacteria. The second article aims to identify genomic regions that
influence quantitative characteristics (bacterial abundance and diversity) related
to the intestinal microbiome in humans. We found that a variant of the SLC5A1
gene was associated with a lower abundance of the bacterium Oxalobacter, a
genus potentially involved in the regulation of oxalate metabolism. The third
article of the thesis sought to evaluate the association between breastfeeding
practices (exclusively breastfed, mixed breastfeeding, and non-breastfed until
three months of age) on the diversity and composition of the intestinal microbiota
of the participants in the subsample. No differences in alpha diversity were found
between the breastfeeding patterns investigated. Modest associations were
observed between breastfeeding patterns and the composition of the intestinal
microbiota at 12 years of age. Non-exclusive breastfeeding and early introduction
of liquids or semi-solid foods were associated with a higher abundance or
presence of Ruminococcus and Eubacterium. However, these associations did
not remain significant after correction for multiple testing, suggesting limited long-
term effects.

Keywords: gut microbiota; ultraprocessed food; genetics; breastfeeding;
epidemiology; cohort 2004.
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Apresentagao

A presente tese de doutorado foi estruturada de acordo com as normas do
Programa de Pd6s-Graduagdo em Epidemiologia da Universidade Federal de
Pelotas. A qualificacdo do projeto ocorreu no dia 23 de setembro de 2022, a
banca foi composta pelas Professoras Doutoras Ina da Silva Santos
(Universidade Federal de Pelotas) e Andrea Kely Campos Ribeiro dos Santos
(Universidade Federal do Para). No presente volume da tese sera apresentado,
inicialmente, o projeto de pesquisa atualizado de acordo com a revisao da banca
na qualificacdo (Secgao 1), seguido pela descricdo das modificagbes realizadas
apos a qualificacdo (Secgao Il). Posteriormente, € apresentado o Relatoério de
Trabalho de Campo (Secédo lll), seguido da apresentagdo dos trés artigos
originais da tese (Secédo IV). Por fim, apresentamos a nota para a imprensa
(Secao V), que consiste na sintese dos principais achados da tese e elaborado
para a divulgagdo a imprensa local e a comunidade nao cientifica. O primeiro
artigo, intitulado “Exploring the relationship between ultra-processed food
consumption and gut microbiota at school age in a Brazilian birth cohort” esta
apresentado de acordo com a versao aprovada para publicagcdo em 31 de marco
de 2025 no periédico Cadernos de Saude Publica. Trata-se de um artigo original
sobre a associacao entre a composi¢cao da microbiota intestinal e 0 consumo de
alimentos ultraprocessados. O segundo artigo, intitulado “Host genetics and gut
microbiome associations: Implications for the Gut-Brain Axis in Brazilian
adolescents from the 2004 Pelotas Birth Cohort” avaliou se os resultados do
Genome-Wide Association Study (GWAS) de microbiota intestinal mais
abrangente foram replicados em adolescentes de uma coorte de nascimentos de
base populacional brasileira, submetido na revista Human Genetics. O terceiro
artigo intitulado “Exploring the relationships between breastfeeding and gut
microbiota in adolescence: Results from a Cohort Study in Southern Brazil”
descreve a associacao entre padrao de amamentacdo aos 3 meses de idade e
composicdo da microbiota intestinal e parametros de diversidade aos 12 anos.
Ele esta formatado de acordo com as normas da revista Clinical Nutrition, jornal

escolhido para a submisséo.
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SECAO I. PROJETO DE PESQUISA

Projeto de pesquisa apresentado em 01 de Setembro de 2022
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Resumo

O microbioma intestinal caracteriza-se como um ecossistema complexo de
espéecies de microrganismos que habitam o intestino e modulam a relacéo
entre o hospedeiro e os processos de homeostase e doenca. A formacao da
comunidade bacteriana intestinal sofre drasticas transformagdes durante o
desenvolvimento do individuo e mudangas substanciais ocorrem desde o
inicio da vida até o envelhecimento. Fatores genéticos influenciam neste
processo, assim como fatores ambientais precoces e determinantes para a
colonizacdo de bactérias no intestino, como tipo de parto, aleitamento,
alimentagao, nivel socioeconémico, atividade fisica, dentre outros. O objetivo
principal do presente projeto consiste em investigar a associagao entre fatores
genéticos e alimentares, especificamente o consumo de ultraprocessados, e
parametros de composi¢ao e diversidade do microbioma intestinal em uma
subamostra de participantes da Coorte de Nascimentos de Pelotas de 2004. O
primeiro artigo proposto para a tese ira revisar a literatura com intuito de
identificar e descrever os trabalhos publicados acerca da relacdo entre
aspectos genéticos do hospedeiro e o microbioma intestinal. O segundo artigo
tera o objetivo de identificar regides genbmicas que influenciem as
caracteristicas quantitativas (abundancia e diversidade bacteriana)
relacionadas ao microbioma intestinal em humanos. O terceiro artigo proposto
para esta tese tera como objetivo investigar a relagdo entre o consumo
longitudinal de alimentos ultraprocessados e as caracteristicas quantitativas

do microbioma intestinal.



Artigos planejados para a tese

Artigo 1 (revisdao) — Aspectos genéticos do hospedeiro associados ao
microbioma intestinal: uma reviséo sistematica

Artigo 2 (original) — O papel de aspectos genéticos do hospedeiro na
composi¢ao do microbioma intestinal na adolescéncia em participantes da
coorte de nascimentos de Pelotas de 2004

Artigo 3 (original) — Consumo de alimentos ultraprocessados e sua
relagdo com o microbioma intestinal: analise longitudinal aos 6, 11 e 12
anos em uma subamostra da Coorte de Nascimentos de Pelotas de
2004.
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Definigao de termos e abreviaturas

AGCC - acidos graxos de

cadeia curta AUP -

Alimentos ultraprocessados

DMC - Dor musculoesquelética crénica generalizada

ERP ou PRS - escore de risco poligénico (em inglés, polygenic
risk score) GWAS — Genome-wide association study ou estudo de
associagao genémica ampla

IMC - indice de massa corporal

NSE - nivel socioeconémico

SNP - Single nucleotide polimorphism ou polimorfismo de

nucleotideo unico PCA - componentes principais
QFA - questionario de

frequéncia alimentar RM -

Randomizacdo mendeliana

TGl - trato gastrointestinal
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1. INTRODUGAO

O microbioma humano € definido como o conjunto de microrganismos,
seus genes e produtos génicos que colonizam o corpo humano. Estes conjuntos
sdo adquiridos desde o nascimento e sofrem alteragdes ao longo da vida
(Fredrik, Ruth E, Justin L., Daniel A., & Jeffrey I., 2005; Freidin et al., 2021;
Robertson, Manges, Finlay, & Prendergast, 2019b). Embora diversos tecidos e
sistemas do corpo humano sejam colonizados por microrganismos, desde a pele
até o intestino, a microbiota intestinal € a mais amplamente estudada.

O intestino humano é colonizado por inumeras bactérias de diferentes
espécies, apresentando uma alta diversidade microbiana. Apesar de haver
grande variabilidade na composi¢cao do microbioma intestinal entre individuos, a
maior parte das bactérias observadas no intestino humano pertencem aos filos
Firmicutes e Bacteroidetes. A diversidade e a composicdo sdo associadas a
diferentes determinantes ambientais e genéticos, como diferentes origens das
populagdes, devido a coevolugao entre a microbiota intestinal e o hospedeiro ao
longo dos anos (Liang, Leung, Guan, & Au, 2018), dieta, medicamentos,
tabagismo, entre outros fatores ambientais (Moran-Ramos et al., 2020), bem
como fatores genéticos do hospedeiro (Goodrich et al., 2016).

O consumo de alimentos ultraprocessados (AUP), produtos de alta
densidade energética, economicamente acessiveis e convenientes (prontos para
o preparo ou consumo) (BRASIL, 2014), podem modular a microbiota intestinal
(Sonnenburg & Backhed, 2016). A literatura aponta que o consumo em longo
prazo deste tipo de alimento pode levar a mudangas duradouras na microbiota
intestinal, como aparente diminuicdo da diversidade alfa (Matsuyama et al.,
2019) ou abundancia relativa de taxons especificos, apresentando uma
microbiota descrita como inflamatéria (Garcia-Vega, Corrales-Agudelo, Reyes,
& Escobar, 2020; O'Keefe et al., 2015).

A composicao e a atividade desse complexo sistema microbiano tém sido
associada a varios desfechos de saude como obesidade, diabete melito,
canceres, transtornos psiquiatricos e disturbios inflamatoérios, metabdlicos e
degenerativos (Cani, 2018; Liang et al., 2018; Martins-Silva et al., 2021; Salvucci,
2019), sendo consideradas, por alguns autores, um valioso biomarcador de risco

e prognoéstico de doencas (Cong & Zhang, 2018). Para aprofundar o
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conhecimento sobre caracteristicas que modulam o0 microbioma
intestinal e possibilitar futuros estudos de intervengao, € importante mais
estudos que explorem fatores dietéticos, como o consumo de AUP, e fatores
genéticos do hospedeiro.

Diante disso, este projeto tem por objetivo explorar fatores determinantes
nutricionais e genéticos do microbioma intestinal na adolescéncia utilizando
dados coletados de uma subamostra da Coorte de Nascimentos de 2004 de

Pelotas.
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2. MARCO TEORICO

21. Definigao e caracteristicas do microbioma intestinal humano

A microbiota corresponde a comunidade ecoldgica de microrganismos comuns,
tanto benéficos quanto patogénicos que habitam as superficies externas e
internas do organismo como pele, cabelo, cavidade oral, vias aéreas, trato
gastrointestinal (TGI) e trato urogenital (Lederberg & McCray, 2001). Essa
comunidade, em sua maioria, € composta por espécies bacterianas, mas
também por virus, fungos e protozoarios. A colegcdo de genomas desses
microrganismos, em um ambiente determinado e especialmente no organismo
humano, é chamada de microbioma (del Castillo, Valladares-Garcia, & Halabe-
Cherem, 2018; Peter J Turnbaugh et al., 2009). Apesar da clara diferenciagao,
muitas vezes os termos microbiota e microbioma sao utilizados como sinénimo
na literatura.

O TGI, em particular o intestino grosso, € colonizado por microrganismos
vivos (Jethwani & Grover, 2019), que formam a microbiota intestinal. Nos anos
1900, surgiu uma teoria de que as bactérias podem exercer papéis de regulagao
da saude e da doencga. O cientista russo Metchnikoff postulou que semear o
intestino com bactérias saudaveis, consumindo produtos lacteos fermentados,
poderia combater bactérias nocivas e prolongar a vida (Metchnikoff, 1908).
Desde entido, e mais especificamente nas ultimas décadas, devido a avangos
técnicos em microbiologia e bioinformatica, as pesquisas tém conseguido
estabelecer padrdes consistentes de investigagdo da microbiota por meio do
processamento e analise de vasta quantidade de dados, capazes de determinar
o perfil e as caracteristicas dos ecossistemas complexos.

Atualmente, reconhece-se que as células microbianas que colonizam o
corpo humano - principalmente em superficies mucosas e cutaneas - sao
aproximadamente tdo numerosas quanto as células humanas e, coletivamente,
apresentam um repertorio genético muito mais amplo do que o genoma do
hospedeiro (Gilbert et al., 2018; Sender, Fuchs, & Milo, 2016). Em individuos
saudaveis, 0 microbioma normal é relativamente estavel e compde com o
hospedeiro uma relacéo de simbiose (Scholtens, Oozeer, Martin, Ben Amor, &
Knol, 2012).
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A diversidade é a chave para um microbioma saudavel, uma vez que cada
individuo tem uma assinatura unica da microbiota intestinal, com variacdes em
abundancia ao longo do TGl, permitindo que varios micrébios sejam capazes de
desempenhar fungdes semelhantes (Huttenhower et al., 2012). Sua composigao
€ dindmica, sofrendo influéncia de acordo com idade, tipo de parto, tipo de dieta,
uso de medicamentos e diversos outros fatores (Hopkins, Sharp et al. 2002).

A microbiota intestinal caracteriza-se como um ecossistema complexo,
nao so6 pela diversidade de espécies de microrganismos que habitam o intestino,
como também pela influéncia marcante em seu hospedeiro nos processos de
homeostase e doenga (Lozupone, Stombaugh, Gordon, Jansson, & Knight,
2012). Portanto, a colonizagdo dessa mucosa tem fungdes essenciais para a
manutencéo e o equilibrio da homeostase do hospedeiro, tais como modulagao
do sistema imunoldgico, regulacdo das vias de sinalizagdo do hospedeiro,
prevencgao da invasido de microrganismos patdgenos, sintese de varios produtos
metabdlicos, bem como o controle da proliferagcao e diferenciagcao de células
epiteliais (Gomaa, 2020; Mills, Stanton, Lane, Smith, & Ross, 2019; Rothschild
et al., 2018). Mudangas na composicdo da comunidade microbiana intestinal
podem, portanto, influenciar as relagdes de saude-doenga do hospedeiro.

Sabe-se que mais de cinquenta filos bacterianos colonizam o TGl e a
microbiota intestinal humana é especificamente dominada por filos como:
Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes (Greiner & Backhed,
2011; Sheehan & Shanahan, 2017), representando até 90% de todas as
bactérias intestinais de individuos saudaveis (Jethwani & Grover, 2019). Ja os
géneros mais comumente encontrados sao Bacteroides, Clostridium,
Peptococcus, Bifidobacterium, Eubacterium, Ruminococcus, Faecalibacterium e
Peptostreptococcus (Morgan, Segata , & Huttenhower, 2014). Para melhor
compreensao, na Figura 1 podemos visualizar uma representacédo grafica da

taxonomia bacteriana.
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Espécie
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L. rhamnosus

. L. acidophilus
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T~ L. casei

1 P.xylaniphila

— B. sterooricannis

Figura 1. Classificacdo taxonémica bacteriana conforme o National
Center for Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy Database
(Schoch et al., 2020). Adaptado de Checa-Ros, Jeréz-Calero, Molina-
Carballo, Campoy, and Mufioz- Hoyos (2021).
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Na literatura cientifica, ha trés medidas capazes de expressar a
diversidade da microbiota, sendo elas: abundancia, diversidades alfa e beta.
Abundancia é uma caracteristica numérica, definida como a medida ou
frequéncia de microrganismos de uma comunidade em determinado
ecossistema (Booth, Murphy, & Swanton, 2003). A diversidade alfa descreve o
namero de taxons distintos (espécies, géneros, familias) dentro de um
ecossistema microbiano (no caso do projeto, o ecossistema € o microbioma
intestinal) (Willis, 2019). Por sua vez, a diversidade beta compara as diferengas
de composigao e taxons entre quaisquer dois ecossistemas (no caso do presente
projeto, microbioma intestinal de dois individuos, por exemplo), esta medida
fornece uma medida da distancia ou dissimilaridade entre as amostras, além de
permitir equiparar a contagem de taxons que sao unicos para cada um dos
ecossistemas (Li, Yan, Zhang, Zhang, & Niu, 2021). Portanto, obter medidas de
diversidade se torna um fator importante para avaliar a composicao, funcéo e
dindmica da microbiota.

No Quadro 1, estdo apresentados os diferentes indices utilizados para
medir a diversidade e a abundancia de uma area. Nao existem métodos
melhores que outros, mas ha métodos que conseguem se adequar melhor a
determinado tipo de dado coletado. Dos estimadores tido como classicos, temos
o indice de Shannon-Wiener que valoriza as espécies mais comuns e o indice
de Simpson para as espécies consideradas mais raras, ambos sao relativamente
independente de tamanho amostral (Odum, 1988). O indice de Diversidade de
Pielou indica a distribuicdo dos individuos dentre as espécies de uma amostra
(Pielou, 1966). Outro meio de resumir a diversidade € por meio de estimadores
de riqueza, por exemplo, Chao 1 e 2. Chao 1 estima a riqueza a partir da
abundancia e Chao 2 € um estimador de riqueza baseado na incidéncia de
espécies.

Dentre os indices de diversidade beta ou de dissimilaridade, o indice de
Bray-Curtis pode ser expresso como a distadncia entre abundancias das
espeécies, ja a matriz de dissimilaridade de Jaccard, indica a proporgao de

espécies compartilhadas entre duas amostras em relacido ao total de espécies.
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Quadro 1. Exemplos de diferentes indices para medir a composicdo do

microbioma intestinal.

Abundancia Diversidade alfa Diversidade beta
Relativa Shannon-Wiener indice de Bray-Curtis
Simpson Matrizes de dissimilaridade de Jaccard
Chao1e?2
Diversidade de Pielou

2.2. Tecnologias de sequenciamento do microbioma

Nos ultimos anos, os avangos das tecnologias de sequenciamento
genético e de bioinformatica evoluiram rapidamente (Gao et al., 2021). A partir
de amostras fecais humanas, as comunidades microbianas do intestino podem
ser investigadas, possibilitando que toda a microbiota presente possa ser
detectada (Lloyd-Price, Abu-Ali, & Huttenhower, 2016). Desta maneira, séo
fornecidas informacgdes importantes sobre a composicdo e funcionalidade do
microbioma intestinal e de que forma o microbioma e seus constituintes séo
definidos.

Atualmente, dois métodos sado aplicados para caracterizacdo de
microbioma: metagenémico e metataxondbmico. O primeiro utiliza um
sequenciamento aleatorio em genomas inteiros, conhecido como shotgun, é
aplicado para sequenciar o DNA, permitindo o estudo direto do material genético
presente no ambiente (Handelsman, Rondon, Brady, Clardy, & Goodman, 1998).
As moléculas longas de DNA podem ser quebradas aleatoriamente em
fragmentos que sdo entdo sequenciadas. Assim, todo o genoma bacteriano
pode ser sequenciado (Weinstock, 2012). A segunda abordagem, de
metataxonomia, escolhida para ser utilizada neste projeto, € mais econémica e
consiste no sequenciamento direcionado de regides hipervariaveis do gene da
subunidade 16S do acido ribonucleico (RNA) ribossomal (16s rRNA), que é
encontrado em todas as bactérias. Esse gene contém regides que
permaneceram bastante conservadas ao longo da evolugdo e consiste em
nove regides hipervariaveis (V1 a V9), o que permite a identificagcdo e

classificacdo dos taxons de determinada amostra (Hamady & Knight, 2009).




Esta abordagem é capaz de
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definir um amplo perfil de microbiomas bacterianos, embora seja limitado
a identificagao de bactérias a nivel de espécie (exemplo: Bifidobacteria).

Ambas as abordagens tém suas limitagdes, como: o sequenciamento de
16S rRNA pode ser tendencioso devido a amplificacdo desigual do gene 16S
rRNA das espécies, além de sequenciar apenas este gene. Nao ha padronizagéo
no local ou método de coleta ou nas regides do 16s rRNA usadas o que poderia
justificar a disparidade nos resultados encontrados nos estudos de microbioma.
A composicado taxondmica recuperada depende dos primers selecionados e da
regidao variavel alvo.

No sequenciamento shotgun nao ha selegdo de um alvo definido, se faz
toda extragdo do DNA da amostra que pode ser fragmentado e sequenciado; o
sequenciamento shotgun mostra-se oneroso frente ao sequenciamento do gene
16S rRNA, pois requer métodos de analises mais caros e de bioinformatica mais
complexas. Por fragmentar aleatoriamente o DNA, o sequenciamento shotgun
poderia identificar e tracar o perfil de bactérias, fungos, virus e muitos outros
tipos de microrganismos ao mesmo tempo.

A partir do sequenciamento, o pesquisador pode optar em seguir com a
abordagem por OTU (Operational Taxonomic Unit) ou ASV (Amplicon Sequence
Variant). Uma OTU representa um agrupamento de sequéncias de nucleotideos
que sao altamente semelhantes, assim cepas de uma mesma espécie terdo
menos variagdes entre si, quando comparadas com outras espeécies. A
abordagem por ASV, diferente da formagéo de OTU, procura encontrar quantas
sequéncias unicas e exatas foram encontradas em um determinado organismo.
A abordagem ASV apresenta maior reprodutibilidade e facilidade na comparagao
entre os estudos, por apresentar sequéncias unicas, que sao idénticas
independente do estudo, entretanto a abordagem OTU é mais utilizada pela
comunidade e apresenta maior vantagem em relagdo ao poder computacional
(Callahan et al., 2016).

2.3. Composicao do microbioma intestinal da gestacao a
adolescéncia

A formacgao da comunidade bacteriana intestinal sofre drasticas transformagdes

durante o desenvolvimento humano (lhekweazu & Versalovic, 2018) e
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mudangas substanciais ocorrem desde o inicio da vida até a fase idosa
(Tiihonen, Ouwehand, & Rautonen, 2010). Esse processo complexo é
dependente de multiplos fatores, incluindo idade, tipo de parto, alimentacéo e
exposi¢coes ambientais. A colonizagdo da mucosa intestinal se da por flutuagoes
em sua diversidade, até que em determinado ponto alcanga um equilibrio, a partir
do qual a comunidade de microrganismos se mantém relativamente estavel
(Yatsunenko et al., 2012). Intercorréncias no desenvolvimento de um
ecossistema saudavel de microbioma no inicio da vida podem ter efeitos
duradouros (Yatsunenko et al. 2012) ao longo da vida e na saude do hospedeiro.
Atualmente, a literatura sobre composicdo do microbioma provém,
majoritariamente, de estudos em adultos, havendo poucas as evidéncias sobre
a composig¢ao da microbiota intestinal na adolescéncia. Os estudos exploram o
periodo critico de desenvolvimento e no decorrer da vida adulta, quando a
microbiota € presumivelmente madura (Hollister et al., 2015).

O inicio da vida constitui uma janela critica para o desenvolvimento
imunoldgico e fisiologico. Entretanto, ha controvérsia entre dois pontos de vista
acerca do momento em que a microbiota do individuo é colonizada pela primeira
vez. Um deles aponta que o ambiente intrauterino saudavel é estéril, portanto,
0s microrganismos s&o adquiridos durante e apdés o parto (Tissier, Carre, &
Naud, 1900), qualquer situagao adversa, levantaria suspeita de predisposi¢ao a
infeccbes ou complicagdes na gravidez. O outro ponto de vista sugere que
existam comunidades microbianas na placenta (Aagaard et al., 2014), liquido
amniético e mecoénio (as primeiras fezes do bebé) (Aagaard et al., 2014; Collado,
Rautava, Aakko, Isolauri, & Salminen, 2016; Perez-Mufioz, Arrieta, Ramer-Tait,
& Walter, 2017). Embora esses achados possam endossar a transferéncia
vertical de um microbioma menos complexo como o do feto antes do nascimento,

essa hipétese ainda é controversa.

2.4. Determinantes do microbioma intestinal

2.4.1. Fatores precoces e determinantes da microbiota

Importantes fatores no inicio da vida s&o considerados determinantes da

diversidade e composi¢cado do microbioma intestinal, incluindo fatores genéticos
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do hospedeiro e fatores ambientais. Alguns fatores relacionados com o
ciclo vital seréo explorados a seguir.

Como relatado anteriormente, o tipo de parto influencia a formacao,
consolidagcdo e maturacdo da microbiota bacteriana do recém-nascido
(Clemente, Ursell, Parfrey, & Knight, 2012). Diversos estudos relatam que a
composi¢cao da microbiota de criancas nascidas por parto cesareo ¢é distinta das
nascidas por parto vaginal (Dobbler et al., 2017; Perez-Mufioz et al., 2017).
Aqueles nascidos de parto normal apresentam maior quantidade de espécies de
Lactobacillus e Bifidobacterium adquiridas no canal do parto, enquanto os
nascidos de parto cesariano a microbiota tem maior abundéncia de
Staphylococcus e Corynecateruim (Dominguez-Bello et al., 2010; Makino et al.,
2013), colonizagao mais consistente com a pele humana. Portanto, conforme o
tipo de parto, ressalta-se uma importante disparidade de amadurecimento da
microbiota intestinal que, de acordo com achados anteriores, levam a
maturagdes impares no organismo do recém-nascido (Dominguez-Bello et al.,
2010) e, posteriormente, na saude infantil, uma vez que ha evidéncia de que as
diferengas comegam a se tornarem imperceptiveis apenas apds o segundo ano
de vida (Robertson, Manges, Finlay, & Prendergast, 2019a).

O desenvolvimento da microbiota intestinal é influenciado, em grande
parte, pela amamentacdo (leite materno versus féormula infantil) (Moore &
Townsend, 2019), devido ao contato com os micrébios areolares e do leite
materno e a oferta de fontes de energia importantes para muitas bactérias
(oligossacarideos do leite humano) (Donnet-Hughes et al., 2010). Ha uma
associacao dose-dependente entre a composigcdo do microbioma intestinal
infantil e a ingestao diaria de leite materno (Pannaraj et al.,, 2017). Bebés
amamentados com leite materno apresentam proporgcdes mais altas de espécies
de Bifidobacterium e Lactobacillus, enquanto aqueles que consomem férmula
apresentam maior prevaléncia de Clostridium e Anaerostipes, além de
diminuicdo da diversidade bacteriana, mesmo apds o primeiro ano de vida
(Fredrik et al., 2005; Ihekweazu & Versalovic, 2018). Com a introducdo de
alimentos solidos, inicia uma mudanca na microbiota para um aumento da
abundancia de Firmicutes e Bacteroidetes degradadores de fibras (Bergstrom et

al., 2014; Palmer, Bik, DiGiulio, Relman, & Brown, 2007) que formam a maioria
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dos microrganismos da microbiota adulta.

Apesar dos relatos de que o microbioma se encontra relativamente
estavel apds os primeiros trés anos de idade (De Filippo, Di Paola, Giani, Tirelli,
& Cimaz, 2019), outras evidéncias indicam que ele continua a se desenvolver na
adolescéncia (Palmer et al., 2007). Embora, aparentemente, adolescentes ainda
compartilhem a configuragéo central do microbioma da inféncia, ha indicios de
que haja comunidades bacterianas suficientemente diferentes entre os grupos
etarios (Agans et al., 2011). Com o aumento da idade o microbioma intestinal
mostra-se menos complexo em relagdo as bactérias (Hopkins, Sharp, &
Macfarlane, 2002). Ao nivel do filo, em adultos, o microbioma intestinal é
caracterizado pela abundancia de Bacteroidetes e Firmicutes, exibindo bastante
variagao na proporcao (Kundu, Blacher, Elinav, & Pettersson, 2017). Verificou-
se também que o microbioma adolescente difere funcionalmente do adulto,
sendo que o microbioma de adolescentes expressa genes relacionados ao
desenvolvimento e crescimento fisico do hospedeiro, enquanto o adulto parece
estar mais associado a genes envolvidos na fosforilagdo oxidativa, biossintese
de lipopolissacarideos, montagem flagelar e biossintese de horménios
esteroides, vias que foram relacionadas no contexto da inflamagao e obesidade
(Agans et al., 2011; Hollister et al., 2015).

Estudos com gémeos humanos monozigéticos e dizigéticos mostram que
a composicao da microbiota intestinal apresenta maior semelhanca entre
gémeos do que quando comparados com individuos sem parentesco, sugerindo
que pode haver influéncia genética sobre esta caracteristica (J. K. Goodrich et
al., 2016b). Adicionalmente, na literatura, a herdabilidade estimada para qual a
genética humana poderia explicar a variagdo do microbioma intestinal, varia
entre cerca de 1,9% (Rothschild et al., 2018) a 8,8% (J. Goodrich et al., 2016).
Dessa forma, € possivel supér que variantes genéticas do hospedeiro possam
ter um importante papel na modulagdo da diversidade e na composi¢cao do
microbioma intestinal. E crescente o nimero de GWAS sobre o tema, o que pode
auxiliar na construgao de novas evidéncias para essas estimativas.

Apesar de o microbioma intestinal sofrer influéncia genética do
hospedeiro, grande parte da variabilidade € explicada por fatores ambientais
(Kurilshikov, Wijmenga, Fu, & Zhernakova, 2017). Fatores demograficos,

socioeconémicos, comportamentais e ambientais precoces, como sexo (Mueller
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et al., 2006), idade (Schmidt, Raes, & Bork, 2018), uso de antibiéticos (Nicholas
A et al., 2016) e nivel socioecondmico (Lapidot et al., 2022) ja foram associados
ao microbioma intestinal. Dentre os fatores ambientais precoces, o tipo de parto
(Clemente et al., 2012) e a amamentacao (leite materno versus férmula infantil)
(Donnet-Hughes et al., 2010; Moore & Townsend, 2019) sdo mais descritos na
literatura. Ha ainda outras especulagdes como associagdo com indice de massa
corporal (Riva et al., 2017), alimentagao (Aya, Flérez, Perez, & Ramirez, 2021)
e a pratica de exercicio fisico (Whisner, Maldonado, Dente, Krajmalnik-Brown, &
Bruening, 2018). O modelo tedrico esta apresentado na Figura 2. Este modelo
foi pensado para elucidar as complexas condi¢gdes que influenciam a

composi¢cado do microbioma intestinal na adolescéncia ao longo do ciclo vital.

Determinantes distais

Fatores genéticos Fatores demogréficos
Fatores socioecondmicos

Gestacéo - Uso de antibidticos Tipo de parto

v
Hecemnascido Aleitamento Sexo
i Raca/etnia
¥ Atividade fisica Alimentagéo
Inféncia
Medicamentos Estado nutricional

Maturacdo sexual

e mmm e

Adolescéncia Atividade fisica Alimentacgéo
i Medicamentos Estado nutricional
e > Microbioma intestinal na adolescéncia

Figura 2. Modelo tedérico para relagdo entre aspectos

determinantes e o microbioma intestinal.
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O sexo mostrou ser um importante determinante do microbioma intestinal
(Dominianni et al., 2015; Mueller et al., 2006; Jun Wang et al., 2016). Mueller et
al. (2006) observaram que mulheres adultas, com idades entre 20 a 50 anos de
idade, apresentaram menor abundancia de Bacteroidetes em comparagao com
os homens. De maneira similar, Dominianni et al. (2015), em amostra com
individuos com idade entre 30 a 83 anos, descobriram que as mulheres
apresentaram uma proporcgao de 5,5% de Bacteroidetes na abundancia relativa
de taxons especificos, enquanto os homens apresentaram 11,4%. Em vista
disso, é possivel que horménios sexuais desempenhem um papel na diferenca
sexual da microbiota intestinal. Acredita-se no importante papel dos horménios
sexuais masculinos na formag¢ao da composi¢cao da microbiota do intestino, uma
vez que as diferengas sexuais ndo aparecem até a puberdade (Kim, Unno, Kim,
& Park, 2019).

Nesse sentido, a idade é outro fator importante. Existe evidéncia sobre a
relacdo entre diferengcas na composigdo da microbiota intestinal e a idade do
hospedeiro (Schmidt et al., 2018). Do nascimento a primeira infancia a transicéao
€ claramente mais definida e, apds certo periodo a microbiota intestinal das
criangas assemelha-se a de adultos e aumenta em diversidade (Falony et al.,
2016). Em estudo de caracterizacdo de perfil microbiano, Peterson e
colaboradores (Peterson, Bonham, Rowland, Pattanayak, & Klepac-Ceraj, 2021),
encontraram que a diversidade alfa (dentro da amostra) aumentou ao longo dos
primeiros 30 meses de idade das criangas, uma vez que o microbioma passa a
ser mais diversificado e complexo ao passar do tempo. Ja as pessoas idosas
mostram assinaturas de perda de diversidade, sendo que, conforme o
envelhecimento ha diminuicdo da estabilidade composicional temporal e
mudangas composicionais, todas associadas a saude geral, mas também a
fatores de confusdo, como alimentacdo, ambiente habitacional, estilo de vida
mais restrito e uso de medicagao (O'Toole & Jeffery, 2015; Ticinesi et al., 2017).
Os antibidticos estdo entre os medicamentos mais prescritos as criangas
(Sousa Ferreira, Barbosa de Sousa, Leite Barbosa, Sousa Monteles, & Silva
Gomes, 2021), apesar de a exposigao aos antibioticos no inicio da vida estar
associada a inumeras doengas mais tarde na vida (Chong-Neto et al., 2019).
Este tipo de medicamento perturba diretamente a microbiota intestinal, podendo

afetar a estrutura da camada de muco e, consequentemente, a funcdo da
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barreira gastrointestinal do hospedeiro, podendo estar também associado a
origem de doengas inflamatorias intestinais (Cavalcante, Lima, Parente, &
Nogueira, 2020), levando a composi¢cdo de microbiota alterada em criangas e
adultos (Nicholas A et al., 2016). Essa ruptura ecoldgica pode ser ainda mais
pronunciada quando a exposigao ocorre durante a gestacgao, no trabalho de parto
com a administracdo no parto cesariano ou administrado a crianga apds o
nascimento, caracterizado pelo periodo critico de desenvolvimento da microbiota
(Santos, 2002). Entretanto, as consequéncias dessas mudancgas na fisiologia do
hospedeiro ndao sao bem compreendidas, mas sabe-se que alguns
medicamentos utilizados sdo capazes de atravessar a barreira placentaria
(Pacifici, 2006).

A administragdo de antibidticos durante o parto também esta associada a
diminuicao da diversidade bacteriana nas primeiras fezes do recém-nascido e a
uma menor abundancia de lactobacilos e bifidobactérias no intestino. Em estudo
com bebés nascidos no Japao, pesquisadores encontraram que o uso de
antibidticos por algum periodo durante os primeiros dois meses de vida, mostrou
uma tendéncia de microbiota menos diversa, o que pode ter sido causado pelo
surgimento de certas bactérias devido a selegdo do antibidtico (Tanaka et al.,
2009). No estudo de Gschwendtner e colaboradores (2019), o uso de antibidticos
resultou em maior abundancia do género Bifidobacterium e variantes de
sequéncia de amplicon relacionado a Bifidobacterium, sugerindo que
Bifidobacterium sdo altamente vulneraveis aos antibiéticos (Gschwendtner et al.,
2019).

Exposi¢cdes sociais e comportamentais estdo notavelmente associadas a
diferengas na ecologia microbiana intestinal. Em estudo com criangas arabes
saudaveis de 6 a 9 anos de idade moradoras de aldeias em Israel (Lapidot et al.,
2022), mostrou que a maior aglomeragdo domiciliar esta significativamente
associada ao aumento de diversidade alfa, composi¢ao bacteriana diversificada
e variagdes de taxons em criangas dessa faixa etaria. As associagdes mostraram
aumento de Prevotella copri, que tem sido relacionado a condigdes inflamatorias
(Scher et al.,, 2013) e redugdo de Faecalibacterium prausnitzii, (cujos
mecanismos benéficos e papéis ainda ndo séo claros) e também redugao de
Bifidobacterium.

Em estudo com 1.672 voluntarios adultos britdnicos mostrou uma associagao
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positiva entre nivel socioeconémico (NSE) da area onde vivem e diversidade
da microbiota intestinal, mesmo apoés ajuste para déficit de saude, idade, IMC,
dieta (Bowyer et al., 2019). Em outro estudo, que avaliou se o NSE da
vizinhanga tinha influéncia no microbioma intestinal em uma amostra de adultos
americanos, os autores encontraram que quanto maior o NSE da vizinhanga,
maior era a diversidade alfa relacionada a microbiota (Miller et al., 2016), o que
diverge de outros resultados. Outro achado do estudo de Miller e colaboradores
foi a associagcado entre o NSE mais alto com maior abundancia de Bacteroides e
menor abundancia de Prevotella, que podem refletir alimentagao relativamente
enriquecidas por gorduras animais e carboidratos, respectivamente.

Em estudo de coorte italiano com individuos obesos e de peso normal,
com idade entre 6 e 16 anos (Riva et al., 2017), o indice de massa corporal (IMC)
foi positivamente correlacionado com a microbiota intestinal. Os autores
encontraram abundancia, a nivel de filo, de Firmicutes e Ruminococcaceae e
reducdo significativa de Bacteroides, a nivel de género, e as métricas de
diversidade alfa nao foram significativamente diferentes entre os grupos. Em um
outro estudo com adultos (Dominianni et al., 2015), apds analise estratificada por
sexo, o IMC foi associado a composicao do microbioma intestinal em mulheres,
mas ndo em homens. Quanto a composigao geral do microbioma, as mulheres
desta amostra apresentavam menor abundancia de Bacteroidetes em relagao
aos homens (5,5% nas mulheres e 11,4% nos homens), bactérias essas que tém
capacidade de modular fungdo imune de forma benéfica e sdo conhecidos como
atuantes no estado saudavel (Gibiino et al., 2018).

Quanto a pratica de atividade fisica, parece ndo haver evidéncias robustas
de associagao. Por exemplo, em um estudo transversal com universitarios
(Whisner et al., 2018), ndo foram encontradas diferencas estatisticas nas
métricas de diversidade alfa por categorias de atividade fisica e tempo de tela.
Da mesma maneira, em uma revisao sistematica (Aya et al., 2021), foi observado
que em estudos transversais conduzidos com individuos saudaveis e nao atletas
nao houve diferencas na diversidade alfa e beta. Por outro lado, essa mesma
revisao relatou que, em estudos com atletas, como ciclistas com mais de 2 anos
participando de eventos competitivos, foi observada maior diversidade alfa,
assim como maior abundancia nos géneros Bacteroides, Prevotella,

Eubacterium, Ruminococcus e Akkermansia.
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2.4.2. Alimentacao e relagao com microbioma

A microbiota intestinal pode ser modulada pela mudanca nos habitos
alimentares. Os microrganismos presentes na microbiota sao responsaveis pela
biossintese de vitaminas e aminoacidos essenciais, bem como a geracao de
importantes subprodutos metabdlicos a partir de componentes dietéticos nao
digeridos pelo intestino delgado (Fredrik et al., 2005). Modificagdes na
composi¢cao da microbiota intestinal podem influenciar o estado nutricional por
alterar a permeabilidade intestinal, modulagéo e digestdo dos nutrientes, bem
como as respostas imunes do hospedeiro (Sheflin et al., 2017; Wolter et al.,
2021).

A permeabilidade intestinal, portanto, refere-se a capacidade de permitir
ou nao a passagem de moléculas, por diferentes mecanismos, do lUmen para a
corrente sanguinea (Travis & Menzies, 1992). O consumo de alimentos pobres
em fibras, pode degradar a barreira intestinal, aumentando a vulnerabilidade a
microrganismos patdgenos (Singh et al., 2017).

A quantidade, o tipo e o equilibrio dos principais macronutrientes da dieta
(carboidratos, proteinas e gorduras) tém grande impacto na microbiota do
intestino grosso, em termos de riqueza e diversidade bacteriana (Rinninella et
al., 2019), e isto tem efeito nas respostas imunes e inflamatérias do hospedeiro
(Scott, Gratz, Sheridan, Flint, & Duncan, 2013). Os carboidratos sdo compostos
organicos mais abundantemente encontrados na maioria das frutas, vegetais,
legumes e cereais e se dividem em dois grupos: digeriveis e ndo digeriveis
(Russell, Hoyles, Flint, & Dumas, 2013; Singh et al., 2017). Os carboidratos
digeriveis como sacarose, lactose e amido sao enzimaticamente degradados no
intestino delgado e rapidamente liberados como glicose na corrente sanguinea.
Ja os carboidratos nao digeriveis, também chamados de “fibra alimentar”, sdo
resistentes a digestao no intestino delgado e chegam ao intestino grosso, onde
podem ser total ou parcialmente fermentados por microrganismos resistentes
(Mudgil & Barak, 2013; Rinninella et al., 2019). As fibras afetam a motilidade e o
transito intestinal e sdo substratos uteis para a microbiota intestinal, impactando
sua composigao e qualidade (Flint, Scott, Duncan, Louis, & Forano, 2012).

A ingestao de fontes de fibra alimentar estimula a proliferagdo microbiana

e é capaz de modificar o ambiente intestinal. Essas fibras dietéticas sofrem
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fermentagdes das bactérias anaerdbicas do colon, formando acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), a principal fonte de energia para os
colondcitos, sendo associado neste contexto o nivel de AGCC, com a mudanga
da composigao da microbiota pela variagao do pH (Simpson & Campbell, 2015).
Estudos apontam que dietas ricas em carboidratos nao digeriveis, como graos
integrais e farelo de trigo, aumentam consistentemente as Bifidobactérias e
Lactobacilos intestinais (Carvalho-Wells et al., 2010; Costabile et al., 2008),
contribuindo para melhorar a resisténcia a colonizagdo e a protegcdo contra
disturbios gastrointestinais. Outro carboidrato nao-digerivel, como amido
resistente, parece aumentar a abundancia de Ruminococcus, E. rectale e
Roseburia (Keim & Martin, 2014; Leitch, Walker, Duncan, Holtrop, & Flint, 2007).

Durante a digestao, as proteinas da dieta sdo primeiramente hidrolisadas
em peptideos pelas enzimas do hospedeiro e os aminoacidos livres sao
absorvidos no intestino delgado. Peptideos e aminoacidos n&o absorvidos
podem atingir o colon, onde sédo fermentados por microrganismos comensais
para produzir os AGCCs pelos principais filos microbianos, incluindo Firmicutes,
Bacteroidetes e Proteobacteria (Rinninella et al.,, 2019). A degradacido de
proteinas pela microbiota intestinal fornece aminoacidos livres essenciais ao
hospedeiro e os acidos graxos de cadeia ramificada podem servir como fonte
alternativa de energia para os colonécitos (Macfarlane, Cumming, & Allison,
1986). Os efeitos das proteinas na composi¢cdo da microbiota intestinal variam
de acordo com o tipo consumido. A ingestdo de proteinas de origem animal
(principalmente carne vermelha e laticinios) parece estimular o crescimento de
bactérias patogénicas, como as Bacteroides, Alistipes e Bilophila (David et al.,
2014; Hentges, Maier, Burton, Flynn, & Tsutakawa, 1977) em detrimento de
bactérias benéficas, como as Bifidobacterium, levando a alteragdes na barreira
intestinal. Por outro lado, estudos apontam que o consumo de proteinas
vegetais, como a proteina de ervilha, pode aumentar Bifidobacterium e
Lactobacillus comensais intestinais e reduzir Bacteroides fragilis patogénicos e
Clostridium perfringens (Scott et al., 2013).

Poucos estudos investigaram o efeito do consumo de gordura dietética na
microbiota intestinal. Os acidos graxos da dieta podem ser divididos em
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados de acordo com a presencga de

ligacdes duplas entre as moléculas de carbono. O consumo excessivo de
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gorduras saturadas, pode conduzir a uma disbiose intestinal (estado em
que o equilibrio da microbiota normal foi perturbado) e tem sido associado ao
estresse e depressao (Rinninella et al., 2019). Uma dieta rica em gordura pode
levar a uma diminuicdo de Eubacterium rectale e Blautia coccoides (filo
Firmicutes) e Bacteroides spp. do filo Bacteroidetes, no entanto, tais mudancas
podem ser revertidas com uma dieta com baixo teor de gordura e alto teor de

fibras, por exemplo (Wu et al., 2011).

2.4.3. Relagao entre microbioma e saude na adolescéncia

Alteracdes decorrentes da composicdo microbiana, como a disbiose,
podem ser desfavoraveis e estar associadas ao desenvolvimento de uma série
de doencas (Lloyd-Price et al., 2016). Essas alteragdes podem prejudicar o
equilibrio do ecossistema, levando a um estado caracterizado pelo aparecimento
de varios fatores patoldgicos, como bactérias potencialmente perigosas. Nas
ultimas décadas, inumeros desfechos foram relacionados a essa disbiose da
microbiota intestinal e elucidam porque alguns individuos sdo mais suscetiveis
que outros (Awany et al.,, 2019; Cong & Zhang, 2018; Neroni et al., 2021).
Entretanto, essas investigagbes sdo escassas na populagdo infantil e
adolescente.

A definicao do papel do microbioma nas doengas metabdlicas apresenta-
se como um paradoxo, embora seja intuitivo que o microbioma intestinal e o
metabolismo do hospedeiro estejam interligados. Separar causa e efeito, devido
ao confundimento residual, ainda € um desafio.

Os estudos que afirmam que diabete melito e obesidade estdo
relacionados a permeabilidade da barreira intestinal e a composicdo da
microbiota intestinal derivam predominantemente de estudos com camundongos
(Fredrik et al., 2005). Em humanos, estudos encontraram diferengas na
composicao da microbiota intestinal de criangas com excesso de peso
comparada com as de peso normal (Koleva, Bridgman, & Kozyrskyj, 2015).
Também foi encontrado em estudo com humanos, porém com populagao adulta,
que ha menor propor¢ao de Bacteroidetes entre os individuos com excesso de
peso quando comparados aos eutroficos (P. J. Turnbaugh et al., 2006). Alguns

estudos, também relacionam a alimentagdo com o desequilibrio da microbiota
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intestinal, estimulando a producgao de citocinas pré-inflamatérias, o que
induz a doengas cronicas nao transmissiveis (Melo & Oliveira, 2018; Stephens,
Arhire, & Covasa, 2018).

Em estudo de associacdo de metagenomas — analise gendmica da
comunidade de microrganismos ecologicos, sem a necessidade de realizar
analises individuais (J. Qin et al.,, 2012) em adultos chineses de diferentes
idades, foi identificado que o diabete melito do tipo 2 esta associado a alteracdes
de composicdo na microbiota intestinal, mais aparentes nos niveis de filo e
classe. Verificou-se que o consumo de fibra dietética apresenta efeitos
metabdlicos positivos para a saude, uma vez que aumenta a saciedade, diminui
0 ganho de peso e os niveis de glicose e colesterol no sangue, diminuindo o risco
de desenvolver diabete, assim como doengas cardiovasculares (Garud &
Pollard, 2020).

A manipulacdo da microbiota intestinal produz resultados positivos para
intervencdo na sintomatologia ou nas causas das doengas, com o intuito de
melhorar a saude. Essa intervengao pode ser feita por meio de prebidticos,
probidticos ou simbidticos. Os prebidticos sdo componentes alimentares, néo
digeriveis, provenientes da dieta e que sdo fermentados pelas bactérias
presentes no colon dando origem a produtos finais como os AGCC (Karkow,
Faintuch, & Karkow, 2007). Fornecem nutrientes essenciais ao epitélio entérico
e estimulam o crescimento e a atividade de microrganismos benéficos, inibindo
o crescimento e atividade de bactérias potencialmente prejudiciais. Estes
prebidticos, incluem inulina, polissacaridos sem amido, dissacarideos (lactulose)
e polissacaridos, incluindo galactooligossacaridos e frutooligossacaridos (Barko,
McMichael, Swanson, & Williams, 2018; Garud & Pollard, 2020).

Os probidticos sao bactérias ou leveduras vivas que, podem colonizar
temporariamente o intestino do hospedeiro (Organizagdo Mundial da Saude,
2002), podendo exercer efeitos benéficos através do aumento da barreira
intestinal, regulacdo negativa da produgcdo de citocinas inflamatdrias,
antagonismo de patogénicos e ainda estimulacdo da secrecido de
imunoglobulina A (Sidhu & van der Poorten, 2017). J& os simbidticos, s&o
compostos combinados de prebidticos e probidticos, quando administrados em

doses adequadas, podem beneficiar a saude do hospedeiro (Saad, 2006).
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A adolescéncia é uma época de crescimento rapido que representa uma
oportunidade para influenciar o pico de massa o6ssea (Rizzoli, Bianchi,
Garabédian, McKay, & Moreno, 2010). Pesquisas realizadas na ultima década
mostram efeitos do microbioma intestinal na regulacdo da massa 6ssea e no
desenvolvimento de doencgas Osseas (como osteoporose) e de doencgas
inflamatorias articulares caracterizadas por perda 6ssea em adultos (Ibanez,
Rouleau, Wakkach, & Blin-Wakkach, 2019). Estudos em modelo animal mostram
que camundongos sem microbioma intestinal apresentam alteracdo na massa
Ossea que pode ser revertida pela recolonizagao intestinal (Sjogren et al., 2012).
Ainda nao se tem resultados em estudos em humanos. O efeito do microbioma
envolve mecanismos complexos, que incluem transporte de calcio prejudicado,
resposta de células T, inflamacao sistémica via ativagao de citocinas, ativacao
de osteoclastos e reabsorg¢ao 6ssea (Sjogren et al., 2012; X. Xu et al., 2017). No
entanto, ainda é necessaria uma maior elucidacido dos mecanismos envolvidos.
Muitos transtornos psiquiatricos manifestam-se pela primeira vez na
adolescéncia, quando os estressores frequentemente atingem o pico (Paus,
Keshavan, & Giedd, 2008). A microbiota intestinal € um modulador fundamental
do estresse e desempenha um papel nas condi¢cdes de saude mental e disturbios
neurodegenerativos (Yahfoufi, Matar, & Ismail, 2020). Os dados mais claros
sobre o papel da microbiota intestinal sdo de estudos em animais, entretanto,
estudos em humanos demonstram um papel modulador de disturbios
neuropsiquiatricos no eixo microbiota intestinal-cérebro como na ansiedade,
depressao, estados de humor (Martins-Silva et al., 2021; Salvucci, 2019) e
doencas degenerativas como Alzheimer, Parkinson e, principalmente, na

populagao pediatrica, o autismo (Sampson et al., 2016; Vuong & Hsiao, 2017).
3. Revisao da literatura
3.1. Aspectos genéticos do hospedeiro e microbioma intestinal
Foi realizada uma busca sistematica da literatura com o intuito de
identificar e descrever os trabalhos publicados acerca da relacédo entre aspectos

genéticos do hospedeiro e o microbioma intestinal. A busca incluiu apenas

estudos provindos de estudos de associagdes livres de hipotese prévia, ou seja,
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estudos de associagao ampla do genoma. Para isso, a busca foi realizada no
catdlogo de GWAS (GWAS Catalog) de fendtipos do Instituto Nacional de
Pesquisa do Genoma Humano - Instituto Europeu de Bioinformatica (NHGRI-
EBI), que busca associar regides do genoma com os fendtipos de interesse, a
fim de identificar possiveis regides com maior efeito sobre a caracteristica e
posterior investigacdo de fungdes bioldgicas (Yang, Lee, Goddard, & Visscher,
2013). Para a reviséo, foi usado o seguinte critério de busca: microbioma
intestinal (gut microbiome measurement; ID: EFO_0007874). EFO ou
Experimental Factor Ontology € uma ontologia de acesso aberto que fornece
uma descrigao sistematica de muitas variaveis experimentais usadas em biologia
molecular. Apds a leitura na integra de todos os trabalhos identificados, estudos
de GWAS néo identificados na busca e citados nos trabalhos selecionados foram
selecionados para inclusao na revisao.

Todas as etapas de selecao, exceto a leitura completa, foram realizadas

usando o software EndNote (Thomson Reuters; http://www.endnote.com/), apos

a importagdo dos resultados da pesquisa das bases de dados para uma
biblioteca no programa. Nao foram aplicados limites para a busca. O fluxograma
completo da sele¢do de artigos € mostrado na Figura 3.

Apds a leitura dos artigos na integra, um protocolo foi definido para
extracdo de dados dos textos completos para um quadro. As variaveis extraidas
foram as seguintes: autor e ano de publicacdo, cidade e pais, amostra e idade
dos participantes do estudo, ancestralidade gendmica, delineamento do estudo,
objetivos, exposigdo, metodologia da exposi¢cdo, desfecho, metodologia do
microbioma, metodologia analitica, nivel de significancia, resultados,
confundidores nas analises e limitagdes. Por fim, foram extraidos os SNPs
associados respeitando a decisdo de limiar de associacdo dos trabalhos

individuais.
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Figura 3. Fluxograma da selecao de artigos para revisao sistematica.

3.1.2. Sintese dos achados

Apds a busca conduzida no dia 22/04/2022, foram identificados onze
estudos unicos, que reportaram 2.308 associagdes entre variantes genéticas do
hospedeiro e caracteristicas do microbioma intestinal. Um artigo foi excluido por
nao conter medidas de caracteristicas do microbioma. Este estudo utilizou
valores preditos de tais caracteristicas com base no genétipo do hospedeiro e
em dados do microbioma publicados por outro estudo incluido na nossa revisao
(Hughes et al., 2020). Foram incluidos na revisao, entdo, dez artigos e além
destes, buscaram-se registros nas referéncias dos artigos selecionados,
adicionando seis artigos a revisdo. Com isso, dezesseis estudos foram incluidos
na revisao e, estes, foram publicadas entre os anos de 2015 e 2022. Um resumo
dos artigos encontrados esta no Quadro 2.

Todos os estudos encontrados foram conduzidos com humanos, destes
estdo incluidos quinze artigos originais e uma meta-analise de associagdes

genéticas em diferentes amostras. Oito estudos possuiam delineamento
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transversal, com amostra proveniente de estudos de coorte (Bonder et al., 2016;
Freidin et al., 2021; Julia K. Goodrich et al., 2016; Lopera-Maya et al., 2022b; Y.
Qin et al., 2022; Scepanovic et al., 2019; Turpin et al., 2016; F. Xu et al., 2020),
uma meta-analise baseada em gendtipos e dados do microbioma de individuos
de 24 coortes (A. A.-O. Kurilshikov et al., 2021). Também encontramos sete
estudos com analise transversal (Blekhman et al., 2015; Davenport et al., 2015;
Hughes et al., 2020; Ishida et al., 2020; Liu et al., 2021; Ruhlemann et al., 2021;

J. Wang et al., 2016).

Em relagcdo a localizagdo dos estudos incluidos, a maior proporgao
concentrou-se no Continente Europeu (seis estudos), seguido por Continente
Americano (quatro estudos) e Continente Asiatico (trés estudos). Os paises
foram: Estados Unidos (Blekhman et al., 2015; Davenport et al., 2015; Julia K.
Goodrich et al., 2016), Holanda (Bonder et al., 2016; Lopera-Maya et al., 2022b),
Alemanha (Ruhlemann et al., 2021; J. Wang et al., 2016), China (Liu et al., 2021,
F. Xu et al., 2020), Reino Unido (Freidin et al., 2021), Franca (Scepanovic et al.,
2019), Bélgica (Hughes et al., 2020), Finlandia (Y. Qin et al., 2022), Japao (Ishida
et al., 2020), e Canada (Turpin et al., 2016). Adicionalmente, a meta-analise
genética (A. Kurilshikov et al., 2021) incluiu estudos conduzidos em doze paises
dos continentes Europeu, Americano e Asiatico (Alemanha, Estados Unidos da
América, Bélgica, Canada, Paises Baixos, Coreia do Sul, Finlandia, Israel,
Suécia, Reino Unido e Holanda). O tamanho amostral variou de 93 individuos
(Blekhman et al., 2015) a 167.729 individuos (participantes de uma coorte com
um design exclusivo de trés geragdes) (Lopera-Maya et al., 2022a).

Com relagao a faixa etaria dos participantes, nos estudos de coorte, a
média de idade variou entre 2,71 anos (A. A.-O. Kurilshikov et al., 2021) a 61,4
anos (Bonder et al., 2016). Nos estudos transversais, os participantes tinham
entre 16 anos (Davenport et al., 2015) e 84 anos (J. Wang et al., 2016). De
maneira geral, o objetivo dos estudos dos GWAS foi testar a associacdo dos
gendtipos do hospedeiro com a abundancia ou presenga de taxons na
composi¢cao da microbiota intestinal.

O microbioma intestinal das amostras fecais foi identificado a partir do
sequenciamento do gene rRNA 16S bacteriano, gene marcador mais
amplamente utilizado para o perfil de comunidades bacterianas mistas e

complexas (Blaut et al., 2002), em onze estudos (Davenport et al., 2015; Freidin
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etal., 2021; Julia K. Goodrich et al., 2016; Hughes et al., 2020; Ishida et al., 2020;
A. A.-O. Kurilshikov et al., 2021; Ruhlemann et al., 2021; Scepanovic et al., 2019;
Turpin etal., 2016; J. Wang et al., 2016; F. Xu et al., 2020). A amplificacdo destes
diferentes estudos, apds sequenciamento do gene 16S rRNA, variavam entre as
regides hipervariaveis V1 e V4. Cinco estudos caracterizaram o microbioma
intestinal através do sequenciamento metagendmico de shotgun (Blekhman et
al., 2015; Bonder et al., 2016; Liu et al., 2021; Lopera-Maya et al., 2022b; Y. Qin
et al., 2022).

A partir desses dados, foram estimadas as variaveis de abundancia
relativa, diversidade alfa e diversidade beta, medidas que foram usadas como
desfecho nos estudos. Alguns estudos usaram medidas de abundancia relativa
especificas, como o filo Bifidobacterium (Julia K. Goodrich et al., 2016) e a
espécie Coprococcus Comes (Freidin et al., 2021). Os demais mediram a
abundancia relativa geral a nivel de género ou filo, abundancia a partir da
estimativa de rigueza Chaola. As diversas métricas de diversidade foram:
indices de diversidade filogenética de arvore inteira, diversidade alfa (riqueza
observada, diversidade de Shannon, uniformidade, indice de diversidade de
Simpson e numero de géneros observados) e para diversidade beta, diferentes
métodos de estimacdo foram aplicados: matrizes de dissimilaridade
composicional Jaccard (ndo ponderada), Bray-Curtis (ponderado) e filogenético
Unifrac (ponderado), estimagao usando uma analise de escala multidimensional
ndo métrica de dois eixos.

As variantes genéticas do hospedeiro (exposigao) foram obtidas a partir
de genotipagem do DNA gendmico obtido de amostras de sangue na maioria
dos estudos (em alguns estudos essa informagdo nao esta especificada). A
genotipagem do hospedeiro incluiu diferentes microarranjos Affymetrix e
lllumina, com coberturas variando de 16.753 SNPs a 8 milhdes de SNPs.

Em geral, as ferramentas de analises de associacdo empregadas para
procurar associacbes com SNPs e abundancia relativa de taxons especificos
e/ou diversidade foram: regresséao logistica, regressao linear, modelos lineares
generalizados. O pacote estatistico utilizado pela maioria dos autores foi o
software de acesso publico R (R Core Team, Viena, Austria).

As covariaveis mais utilizadas na analise multivariada foram: idade, sexo,

IMC e grupos de alimentos ou dieta. Também foram incluidas como covariaveis,
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as informagdes sobre a coleta, como: procedimento de aliquota, ano de extragao,
numero de sequencias por amostra, pessoa que realizou a amostra, pessoa que
extraiu o DNA, lote de genotipagem, método de coleta (postal ou visita), dentre
outros. Outro ajuste utilizado pelos autores incluidos na revisdo séao
componentes principais (PCA) do gendtipo, que variava de 2 a 10 componentes,
utilizado para ajustar ancestralidade gendmica e reduzir do viés de estratificacéo
populacional.

Os valores de p para as analises de associagao entre variantes genéticas
e o desfecho consideram um nivel de significancia de 0,05, chamado valor
nominal. Entretanto, algumas associagdes nao alcangaram o limiar de
significancia e, portanto, os autores utilizam uma corre¢do por multiplos testes,
e nessas situagdes, os valores de variaram entre P < 1,57x107"0e P <1 x 1075,
Alguns genes principais encontrados nos estudos incluidos nesta revisdo, bem
como suas funcionalidades, estao descritos a seguir na Tabela 1.

Variantes genéticas proximas ao gene PLD1 (Davenport et al., 2015),
associado anteriormente ao IMC em populagao afro-americana (Ng et al., 2012)
e também a abundéncia de Akkermansia muciniphila, que demonstrou ser
protetora contra o desenvolvimento de obesidade em camundongos.

O estudo de J. K. Goodrich et al. (2016b) apontou variantes genéticas do
hospedeiro préoximas aos genes LCT e CD36. Variantes genéticas no gene LCT
estdo relacionadas a abundancia de Bifidobacterium. Uma vez que essas
bactérias sdo membros do intestino grosso e metabolizam a lactose, aqueles
organismos que codificam a lactase abrigam niveis mais baixos de
bifidobactérias, devido a baixa disponibilidade do carboidrato, enquanto aqueles
individuos que consomem produtos lacteos fornecem relativamente mais lactose
as Bifidobactérias.

Essa associagédo também foi encontrada nos estudos de Lopera-Maya et
al. (2022a), Y. Qin et al. (2022), Bonder et al. (2016), Blekhman et al. (2015),
Rihlemann et al. (2021) e A. Kurilshikov et al. (2021). Em todos estes estudos,
a associacao entre o locus LCT e o género Bifidobacterium foi a associagao mais
forte. (A. Kurilshikov et al., 2021) citado demonstrou a heterogeneidade étnica e
a relagao da associacao LCT-Bifidobacterium com a idade, sendo o efeito mais
fraco encontrado em criangas e adolescentes (consistente com Coluccia et al.

(2019)) e o efeito mais forte, em uma coorte hispanica composta por individuos
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de etnia hispanica/latino-americana e revela maior prevaléncia de gendétipo de
intolerancia a lactose.

Outro achado no estudo de J. K. Goodrich et al. (2016b) e que, segundo
os autores, necessita de validagcdo, € a associagdo entre a genética do
hospedeiro (variantes genéticas do CD36) com a abundancia de Akkermansia.
Variante genética do CD36 foi relatada como, possivelmente, contribuinte para
a patogénese de disturbios metabdlicos, como diabete melito e obesidade
(Silverstein & Febbraio, 2010).

Ishida et al. (2020) encontraram associagao entre variantes genéticas
proximas ao gene HS3ST4 e a abundancia de Faecalibacterium em individuos
adultos japoneses do sexo masculino, mas essa associa¢gdo enfraqueceu ao
ajustar a analise para algumas covariaveis (como idade, “sopa consumida com
macarrao” e potassio). Além disso, o mecanismo de relagéo entre a variante do
gene e a microbiota intestinal ainda deve ser esclarecida. A associagao
encontrada com outros trés loci (2p16.1, 10p15.1 e 18qg12.2) também
permaneceu incerta. Neste estudo nenhuma variante genética foi fortemente
associada a microbiota intestinal, portanto os autores propéem que a
composi¢cao da microbiota intestinal japonesa € amplamente poligénica, ou seja,
varios genes interagem, cada um com um efeito aditivo sobre o outro (Awany et
al., 2019).

Lopera-Maya et al. (2022a) e Y. Qin et al. (2022) além de encontrarem
associagdo com variantes genéticas do hospedeiro préximas ao gene LCT,
assim como Goodrich e colaboradores (2016), também encontraram associagao
com variante genética préxima a ABO. Este gene codifica uma glicosiltransferase
relacionada ao sistema histo-sangue. A variagdo neste gene é a base do grupo
sanguineo ABO, portanto, a presenga de um alelo determina o grupo sanguineo
em um individuo. Essas associagbes foram: individuos com sangue tipo O
tiveram a maior abundancia das espécies de Bifidobacterium bifidum, enquanto
a abundancia de Collinsella aerofaciens foram observadas em individuos com
tipo sanguineo do tipo A. Algumas doencas infecciosas sao associadas ao tipo
sanguineo do hospedeiro, como doencgas infecciosas como Ulcera péptica
associada ao Helicobacter pylori, Infec¢do por Escherichia coli, doengas
cardiovasculares como infarto do miocardio e acidente vascular cerebral

isquémico por exemplo (Mourant, Kopec, & Domaniewska-Sobczak, 1978),
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doencas que também estio relacionadas a disbiose da microbiota intestinal e,
portanto, merecem maior atengao para futuras exploragdes (Witkowski, Weeks,
& Hazen, 2020). Qin e colaboradores (2022) também encontraram associagéo
entre a genética do hospedeiro (variante genética MED13L), foi sugerido que
este gene pode ligar-se a um oncogene para cancer colorretal, ativando a
tumorogénese do célon. No estudo de Ruhlemann et al. (2021) também foram
encontradas associagdes com a variante genética ABO, uma associagao
univariada com um sinal para abundancia diferencial com OTU pertencente a
Faecalibacterium, acompanhada da proteina 4 do l6cus de excesso (SURF4). E
uma segunda associagao entre o SNP rs8176632 e o aumento da prevaléncia
de uma OTU Bacteroides.

No estudo de J. Wang et al. (2016) foi encontrada associagao da
composi¢cao da microbiota intestinal com a variante genética proxima ao gene
VDR, que codifica o receptor de Vitamina D. Para melhor compreenséo, os
autores exploraram a associagdo em um modelo animal e descobriram que a
perda de VDR afeta substancialmente a diversidade beta (variagédo de 42% na
dissimilaridade de Bray-Curtis - diversidade beta - explicada neste cenario
controlado) (Jin et al., 2015). J. Wang et al. (2016) também encontraram
associagao entre variante genética SLC2A9 (gene importante para manter a
homeostase da glicose) e a abundancia de Porphyromonadaceae né&o
classificada (Phay, Hussain, & Moley, 2000).

Scepanovic et al. (2019) replicaram associagdes anteriores encontradas
no estudo de Bonder et al. (2016) e encontraram em sua amostra de individuos
adultos, uma associagado entre o SNP rs7856187 e a familia Lachnospiraceae.
Por outro lado, ndo encontraram associagdes com o SNP rs4988235, variante
genética proximo ao gene MCM6, relatado anteriormente como fortemente
associado ao microbioma intestinal (J. K. Goodrich et al., 2016b; Lopera-Maya
et al., 2022a; Y. Qin et al., 2022).

F. Xu et al. (2020) ndo encontraram nenhuma associagao significativa
entre as variantes genéticas do hospedeiro com os taxons do microbiota
intestinal que sobrevivessem a correcao de Bonferroni estabelecida pelos
autores. Foi encontrada uma associagdo nominal entre as variantes genéticas

do gene STPG2 com Clostridiales.
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No estudo de Bonder et al. (2016), além da associagdo com variantes
genéticas proximas a LCT, também associou-se ao microbioma intestinal o SNP
rs2155219, localizado no locus C110rf30-LRRC32, que tem sido relacionado a
varios fendtipos ligados ao sistema imunoldgico, incluindo alergias e doenca
inflamatoria intestinal e a abundancia de C. comes. e de Proteobactérias.
Também foi encontrada associacdo com um SNP associado a distribuicao de
gordura corporal (rs2294239), que afeta a expressédo de variantes genéticas
proximas a ZNRF3. Esta variante regula negativamente a sinalizagdo em células
que atuam como supressor tumoral no cancer gastrico (Zhou et al., 2013).

No estudo de Hughes et al. (2020) foram encontradas associagdes
significativas com duas variantes genéticas: RAPGEF1 e LINC0O1787. Associado
a Ruminococcus, o gene RAPGEF1 codifica um fator proteico que
provavelmente esta envolvido na regulagao da fisiologia do TGI. Os receptores
acoplados a proteina G, que transduzem o fator proteico do gene, detectam
metabdlitos derivados de bactérias comensais e tém sido propostos como
mediadores-chave das interagdes microbioma-hospedeiro (Cohen et al., 2017).
A outra associagdo com o microbioma intestinal (abundancia de Coprococcus) e
a variantes genéticas do gene LINC01787, mostrou que individuos heterozigotos
do alelo de referéncia eram menos propensos a ter Coprococcus em sua

amostra.



Tabela 1. Descricao dos genes e fendtipos associados encontrados na revisao.
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Genes

Nome do gene

Fenétipos associados

Funcionalidade

Estudos onde foram
observados

PLD1

Phospholipase D1

Abundéncia do género Akkermansia

Papel na transducéo de sinal e
no trafego subcelular

Davenport et al. (2015)

OXR1

Oxidation resistance 1

Abundancia de espécies da familia
Prevotellaceae e Prevotella
e correlacionado negativamente com
bacteroides

Papel na ativagao da atividade
da oxidorredutase e na
resposta ao estresse oxidativo

Liu et al. (2021)

LCT

Lactase

Abundancia de Bifidobacterium

Codifica a lactase, enzima que
hidrolisa a lactose no TGl
superior

(Blekhman et al., 2015;
Bonder et al., 2016; J. K.
Goodrich et al., 2016a;
Hughes et al., 2020;
Alexander Kurilshikov et al.,
2021; Lopera-Maya et al.,
2022a; Y. Qin et al., 2022;
Rihlemann et al., 2021)

CD36

CD36 molecule

Abundancia de Blautia

Envolvido na detecgao de
gordura na lingua e na
promoc¢ao da absorc¢ao de
acidos graxos de cadeia longa
no intestino

J. Goodrich et al. (2016)

HS3ST4

Heparan sulfate-
glucosamine 3-
sulfotransferase 4

Abundancia de Faecalibacterium

Codifica a enzima sulfato de
heparan D-glucosaminil 3-O-
sulfotransferase 4, esta
enzima é usada como um
receptor pelo virus herpes
simplex tipo 1

Ishida et al. (2020)




51

TRAM1LA1

associated membrane

Translocation
Abundancia de Coprococcus comes

protein 1 like 1

Envolvido na insercao de
proteinas na membrana de
reticulo endoplasmatico
Codifica proteinas

Freidin et al. (2021)

ABO

Abundancia de Bifidobacterium bifidum
ABO

Abundancia de Collinsella aerofaciens

Lopera-Maya et al. (2022a);

relacionadas ao primeiro
Y. Qin et al. (2022)

sistema de grupo sanguineo
descoberto (ABO)

MED13L

Mediator complex

subunit 13L Abundancia de Enterococcus faecalis

A proteina codificada por este
gene esta envolvida no
desenvolvimento inicial do

coracao e do cérebro
Codifica o receptor de vitamina

Y. Qin et al. (2022)

VDR

Vitamin D receptor Abundancia de Parabacteroides

J. Wang et al. (2016)

D
Inibicdo da expressao do gene

BLVRA

Biliverdin reductase A

Abundancia de Barnesiella

toll-like receptor 4 Rihlemann et al. (2021)

RAPGEF1

nucleotide exchange

Rap guanine
Abundancia de Ruminococcus

Codifica um fator proteico que
transduz sinais de receptores
acoplados a proteina G

Hughes et al. (2020)

LINCO1787

factor 1
Long intergenic non-

protein coding RNA
1787

Abundancia de Coprococcus

Hughes et al. (2020)
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Proteina de membrana
neuronal ancorada por
glicosilfosfatidilinositol que
funciona como uma molécula

CNTN6 Contactin 6 Abundéncia de Faecalibacterium de adeséao celular, pode Turpin et al. (2016)
desempenhar papel na
formacgao de conexdes
axobnicas no sistema nervoso
em desenvolvimento
Previsto para estar envolvido
DMRT like family B no desgnvglvimento de E:élulas
DMRTB1 with proline rich C- Abundéncia de Lachnospira germlnatlya§, regulagao da Turpin et al. (2016)
terminal 1 _transcrlgao pgla RNA )
polimerase |l e diferenciagao
sexual
SALL3 Spalt like transcription Abundanci . Papellno'dlesenvolwmento ,
factor 3 undancia de Eubacterium embrionario, podgter um Turpin et al. (2016)
papel na oncogénese
Préximo

gene UBR3

Abundancia de Rikenellaceae

Turpin et al. (2016)
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Para abordar a causalidade entre microbiota intestinal, alguns autores
realizaram randomiza¢ado mendeliana (RM). A RM é um método para estimacéao
de efeitos causais utilizando variantes genéticas como variaveis instrumentais
(Bowden, Davey Smith, & Burgess, 2015; Bowden, Davey Smith, Haycock, &
Burgess, 2016). As diferentes aplicagdes da RM nos estudos incluidos na reviséo
foram: exploragdo da relacdo genética entre microbiota intestinal e habitos
alimentares, doengas autoimunes, doencgas cardiometabdlicas e fatores de risco
relacionados (Lopera-Maya et al., 2022b); microbiota intestinal e doencas e
fendtipos nutricionais (Kurilshikov et al., 2021), doenca inflamatéria intestinal
(Ruhlemann et al., 2021) e doengas humanas complexas (como diabete melito,
fibrilagdo atrial, doenga arterial coronariana, doenga renal cronica, doenga de
Alzheimer, cancer colorretal e cancer de proéstata) (F. Xu et al., 2020).

Dois trabalhos, além de genes, exploraram o escore de risco poligénico
(ERP ou PRS do inglés polygenic risk score). O ERP é uma estimativa do risco
genético de um individuo para algum trago, obtido pela agregagao e
quantificacdo do efeito de muitas variantes comuns (geralmente definidas como
frequéncia do alelo menor 21%) no genoma, cada um dos quais pode ter um
pequeno efeito no risco genético de uma pessoa para uma determinada doenca
ou condigao.

Avaliando 1.736 adultos (média de idade: 59 anos) da coorte TwinsUK
(Freidin et al., 2021), os autores propuseram avaliar a relacao causal entre
bactérias de interesse (Coprococcus comes) e dor musculoesquelética crbnica
generalizada (DMC). Freidin e colaboradores observaram que o melhor ERP em
termos de capacidade preditiva da bactéria Coprococcus comes compreendeu
895 SNPs com valor P <5e-03 e R2 = 0,157. Entretanto, as classes de DMC
previstas nao foram preditivas dos niveis de Coprococcus comes. Os resultados
sugerem que nem C. comes nem DMC sao provavelmente fator causal um para
o outro. Noutro estudo, Xu e colaboradores (F. Xu et al., 2020) construiram um
escore poligénico para investigar se existiria uma base genética do hospedeiro
subjacente a diversidade alfa das espécies Clostridiaceae e Comamonadaceae,
usando as variantes genéticas que mostraram significancia sugestiva. O escore

poligénico ndo foi associado estatisticamente ao indice de diversidade alfa.
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Os dados provenientes dos estudos selecionados para a presente revisao
nao contemplam a gama multiétnica que podem estar envolvida na variabilidade
dos resultados. Por exemplo, naqueles estudos que informaram a ancestralidade
de seus participantes, quatro apresentavam ancestralidade europeia (Bonder et
al., 2016; Scepanovic et al., 2019; Turpin et al., 2016; J. Wang et al., 2016) e
dois, ancestralidade asiatica (Ishida et al., 2020; Liu et al., 2021). Os demais
estudos nao disponibilizaram essa informacao. Podemos identificar com isso, a
escassez de estudos em populagdes diversificadas. Considerando que o Brasil
€ um pais com populagao altamente miscigenada, é necessario compreender as
influéncias genéticas em fenotipos relacionados ao microbioma intestinal na
populacao brasileira para ajudar numa melhor e mais eficaz identificacédo de
fatores que estdo associados aos determinantes. Os estudos incluidos também
apresentaram bastante variagdo no tamanho amostral. Este € um fator muito
importante para estudos de associacdo e uma limitagao de estudos de GWAS,
pois ha dificuldade para se obter um tamanho de amostra necessario para
mostrar certo poder estatistico, além de ser evidente a escassez de estudos com
adolescentes.

Em nossa busca encontramos apenas uma meta-analise, que compilou
estudos de GWAS (A. Kurilshikov et al., 2021), porém houve grande
heterogeneidade nos dados dos estudos de coortes incluidos, por terem sido
utilizadas técnicas diferentes de extracdo de DNA e em regides diferentes do
16sRNA, dificultando a comparacgéo entre os trabalhos. Algumas caracteristicas
contribuem para as diferengcas observadas. Nos estudos selecionados foram
usadas como covariaveis: idade, sexo, IMC, dieta, dados sobre a extragcao de
DNA e dados da coleta (como procedimento de aliquota, o ano de extragéo, o
ano da aliquota, a pessoa que realizou a coleta da aliquota, a placa de
preparagao da biblioteca) e componentes principais (PCA) genéticos. O PCA
consiste numa técnica estatistica que busca reduzir um conjunto original de
variaveis, independentes entre si, em uma menor quantidade de variaveis que
ao final, expliquem a maxima quantidade de variacao total associada ao conjunto
original (Meyer, 2007).

Os resultados encontrados apds esta revisdo sistematica, indicam que o
microbioma intestinal apresenta uma tendéncia a ser influenciado pela genética

do hospedeiro.
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Quadro 2. Resumo dos artigos selecionados para revisao entre associagao de aspectos genéticos do hospedeiro humano e composi¢ao
do microbioma intestinal.

Descrigao Amostral/idade Exposicao Desfecho Metodologlz:a’anz::htlca e Principais resultados Observagoes
Autor/Ano covariaveis
Davenport, et| Individuos com | A genotipagem em Aregiao V4 do gene | Covariaveis: [dade, sexo, | Nenhuma variante ultrapassou o | Aproximadamente 10-
al. idade maiorque | 1.415 individuos foi 16S rRNA foi data de coleta. limite de P em nenhuma das 13% dos taxons
16 anos realizada usando o amplificada e analises, mas apresentou bacterianos em cada
2015 Affymetrix 500k Array | sequenciada a partir associagdes sugestivas ou estacdo tém estimativas
n=91verdo | Set, o Genome-Wide de amostras fecais. O GEMMA (v0.94) foi nominais. de "herdabilidade de
n=93inverno | Human SNP Array 5.0, usado para realizar chip" diferentes de zero,
EUA n = 57 ambas ou o Genome-Wide GWAS nos residuos N&o houve associagbes sugerindo que uma
estacoes Human SNP Array 6.0. Todos os taxons incluindo as matrizes de | Significativas com as métricas de | porg&o do microbioma é
bacterianos presentes relacionamento. diversidade alfa em nenhuma das hereditéria.
Um total de 211.319 | 5 nivel de género em anadlises.
SNPs na analise de «Cpi tabilit o
. cada amostra foram | A “Chip heritability" foi Em um valor de corte de q 0,05, a
inverno, 210.924 SNPs | ;sados para calcular calculada para os A A
na analise de verao e Aty i : abundancia de género
as métricas de residuos de cada taxon Bifidobacterium foi
212.153 SNPs na diversidade alfa usando GEMMA v0.94 P v
o1 p = ) i i w71 significativamente inversamente
analise de "estacoes | (riqueza, diversidade - -
‘ » q ' correlacionada com a idade nas
combinadas” foram de Shannon e .
examinados. uniformidade), amostras de inverno.
Blekhmanet | 93 individuos | O processamento dos Sequenciamento Covariaveis: Numero de | Foi encontrada correlagao entre a
al., arquivos de dados shotgun sequéncias por amostra, | variacdo genética do hospedeiro
2015 brutos por meio da metagendmico lote de amostra, em SNPs nogene LCT e a
etapa de genotipagem | realizado pelo Projeto execugao de abundancia de Bifidobacterium no
foi realizado no cluster | Microbioma Humano sequenciamento, a trato GI (P = 1,16 x 10-5). -
Estados de computacédo do pessoa que extraiu o
Unidos da Broad Institute DNA, o sexo, a idade e
América os trés primeiros PCs do
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de associagéo foi de
1.310.141.

O numero final de SNPs
utilizados para a analise

Dimensionamento
multidimensional

Foram calculadas
diversidade alfa e beta
(sem especificagdo de

indice).
Bonder, et al. 1.514 Os individuos foram Sequenciamento Covariaveis: Nao 58 SNPs em nove loci foram
participantes de | genotipados usando o shotgun do especificado. associados a taxons microbianos.
2016 3 coortes HumanCytoSNP-12 | metagenoma a partir
alemas. BeadChip e o de amostras fecais. . ,
Immunochip, um array Analise dos locus LCT. A associag&o taxondmica mais
636 homens e personalizado da foram avaliadas oos A
Holanda 903 mulheres lumina Infinium . especificamente o efeito forte foi obse.rvada parr?llo género
. TS : @) perflll da recessivo do SNP Blautia e a familia
Letters faixa etaria de composigao
18 a 84 anos

No total, este estudo

analise do genoma.

testou associagdes para
8,1 milhdes de SNPs na| relatou a abundancia

microbiana foi
determinado usando
MetaPhlan 2.2, que

de 1.772 taxonomias
microbianas nos
dados, incluindo 21
filos, 32 classes, 50
ordens, 108 familias,
235 géneros e 678
espécies de quatro
dominios diferentes.

funcional rs4988235 no
locus LCT dividindo os
individuos em um grupo
deficiente em LCT
(gendtipo GG) e um
grupo eficiente em LCT
(gendtipo AA ou AG).

A abundéncia microbiana
foi comparada entre os
dois grupos usando o
teste de correlagao de
Spearman.

Foi calculada a
correlagado de Spearman

Methanobacteriaceae, para os
quais a herdabilidade substancial
foi relatada em estudos com
gémeos.

Um grande bloco associado € uma

regido intergénica, localizada a
montante do gene LINGO2.

entre o consumo de
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produtos lacteos e a
abundéncia de
Bifidobacterium em
grupos de individuos com
deficiéncia e eficiéncia de
LCT separadamente.

Goodrich et
al.,
2016

Estados
Unidos da
América

2.731 individuos
gémeos da
coorte TwinsUK

O numero final de SNPs

usados nas analises de

associagao do genoma
foi de 1.300.091.

* Para pares de gémeos
MZ com apenas um
gémeo genotipado,
essa informagéo de

genotipo foi usada para
ambos 0s gémeos.

Extracdo de DNA,
amplificagédo da regiao
hipervariavel V4 do
gene 16S rRNA a
partir de amostras
fecais.

Foram obtidos 945
tracos de microbioma,
incluindo 782 OTUs,
73 géneros, 43
familias, 21 ordens, 17
classes e 9 filos.

Covariaveis: Numero de
sequéncias do gene 16S
rRNA por amostra, idade,
sexo, data de envio,
método de coleta (postal
ou visita), ID do técnico
que realiza a extragao de
DNA.

Foi validada a associacao
entre Bifidobacterium e
LCT relatada por
Blekhman et al. (Valor P
de permutagéo LCT
<0,001).

GEMMA (v0.94) foi usado
para calcular uma matriz
de parentesco entre
individuos e para realizar
um GWAS nos residuos
para cada taxon, métrica
de diversidade alfa e os
primeiros 3 PCs de PCoA

Ao usar o conjunto de dados
completo, nenhuma associagao
alcancou significancia em todo o
estudo (corregéo para todos os

testes).

O sinal GWA mais forte entre os
20 taxons hereditarios usados na
analise do conjunto de genes foi 0
“Clostridiaceae nao classificado”
com SNP rs10055309 no gene
SLIT3.

A analise do conjunto candidato
revelou uma associagao entre
Bifidobacterium e um SNP dentro
do gene RABGAP1, que esta em
desequilibrio de ligagao (LD) com
variantes em LCT.

Foi replicada uma
associacgao entre
Bifidobacterium e o locus
do gene da lactase
(LCT) e identificada uma
associagao entre o gene
hospedeiro ALDH1L1 e
a bactéria SHA-98,
sugerindo uma ligagéao
entre a producéo de
formato e a presséo
arterial.

A analise de
herdabilidade revelou
que 5,3% dos taxons

tinham uma

herdabilidade superior a
0,2 com intervalos de
confianga de 95% que
nao se sobrepunham a
zero.
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em cada uma das
meétricas de diversidade.

Turpin et al.,
2016

Canada

Letters

1.561 individuos
saudaveis -
parte do Projeto
Genético
Ambiental
Microbiano
(GEM)

Subconjunto de
270 individuos
relacionados
(principalmente
irmaos) de 123
familias desta
coorte foram
usados para
estimar a
herdabilidade do
microbioma

Genotipagem de SNP
com o chip
HumanCoreExome-
12v1.1 (lllumina).

GWAS de 3.727.707
SNPs com 166 taxons
bacterianos nao
redundantes

Amostras de fezes
foram coletadas para
sequenciamento de
DNA ribossdémico 16S
e a regido V4 foi
amplificada.

Foram obtidos 3 filos
dominantes
(Firmicutes,

Bacteroidetes e

Actinobacteria) e 127

géneros.

Identificagcdo de
polimorfismos
genéticos associados
a abundancia relativa
dos taxons
hereditarios.

A diversidade alfa
bacteriana foi
estimada usando
Chao1, Shannon e
indices de diversidade
filogenética de arvore
inteira.

Covariaveis: Idade, sexo
e os trés principais
componentes genéticos.

As OTUs com
prevaléncia <5% foram
removidas da analise.

Para avaliar a
herdabilidade poligénica
(H2r) foi usado o software
Sequential Oligogenic
Linkage Analysis
Routines (SOLAR) 40 v
6.6.2. H2r foi ajustado
para idade e sexo.

GWAS encontrou 58 associacoes
que atingiram o limiar de
significancia de todo o genoma (P
<5 x 10-8).

Quatro loci foram replicados em
uma segunda coorte de 463
individuos: rs62171178 (gene mais
préoximo UBR3) associado a
Rikenellaceae, rs1394174
(CNTNG6) associado a
Faecalibacterium, rs59846192
(DMRTB1) associado quatro loci
foram replicados em uma segunda
coorte de 463 individuos:
rs62171178 (gene mais proximo
UBR3) associado a Rikenellaceae,
rs1394174 (CNTNG6) associado a
Faecalibacterium, rs59846192
(DMRTB1) associado com
Lachnospira, e rs28473221
(SALL3) associado a Eubactéria.

A analise de
herdabilidade da
microbiota mostrou que
fatores genéticos
aditivos contribuiram
para a abundancia de 94
de 249 taxons
bacterianos totais (0,25
< herdabilidade
poligénica (H2r) < 0,66,
3,2x10-6 <P <0,05).
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Wang, et al.

2016

Alemanha

1.812 individuos
de duas coortes
(PopGen e
Food-Chain
Plus; FoCus).

*coortes também
utilizadas no
estudo de
Kurilshikov et al.

As amostras PopGen
foram digitadas nos
arrays Affymetrix 6.0,
Affyme trix Axiom,
lllumina 550k, lllumina
Immunochip e lllumina
Metabochip e as
amostras FoCus foram
digitadas no lllumina
Immunochip
personalizado e no
Omni Express Exome.

No total, 17.017.474
variantes de
nucleotideo Unico
(SNVs) foram incluidas
para a coorte PopGen e
17.340.550 SNVs foram
incluidas para a coorte
FoCus.

Foram gerados dados
de sequéncia do gene
16S rRNA de alta
qualidade, visando as
regides hipervariaveis
V1-V2.

Para cada uma das
amostras, foram
gerados dados de
sequéncia do gene
16S rRNA de alta
qualidade, resultando
em um total de 38 e
374 filos e géneros
identificados,
respectivamente.

Em ambas as coortes,
as medidas de
diversidade beta com
base na composigéo
em nivel de género
foram geradas usando
a funcao 'vegdist'
(dissimilaridades de
Bray-Curtis e
Jaccard).

Covariaveis: I[dade, sexo,
IMC e tabagismo e
principais componentes
nutricionais ou grupos de
alimentos derivados de
padrdes de dieta.

As andlises foram
realizadas em ambas as
coortes separadamente.

Para identificar a variagao
genética associada a
abundancia, foi realizado
um GLM com distribuicdo
binomial negativa e link
de log.

A analise mostrou 42 loci
associados a diversidade beta.

Desses loci, 21 puderam ser
replicados com sucesso em uma
coorte menor e independente
composta por individuos obesos.

As duas coortes exibiram
abundancia de taxons
semelhantes em niveis

taxondémicos alto e baixo, embora
pequenas diferengas na
diversidade beta (Bray-Curtis)
estivessem presentes entre as
coortes (r2=0,026; P =1 x 10-3)
devido a diferencas de idade, IMC
e razao sexual.

Scepanovic,
et al.

858 adultos
participantes de

uma coorte com

Ap0s a extragao do
sangue, o DNA foi

Sequenciamento da
regiao V3-V4 do gene

Covariaveis: Variaveis
nao genéticas como

dados demograficos,

Nao foram encontradas
associagdes entre numero de
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idade entre 20 e

genotipado em 719.665

16S rRNA, a partir de

sociais, comportamentais

polimorfismos e fenétipos de

2019 70 anos. SNPs. amostras fecais. e nutricionais. diversidade.
16.753 SNPs Com base nas OTUs, | Foirealizado um GWAS Um total de 170 associagdes
foram calculados dois usando as quatro sugestivas foram detectadas com
Franca tipos de indicadores | métricas de diversidade | o fenétipo abundancia relativa de
de diversidade alfa e os trés indices de | 53 taxons, e 65 SNPs sugestivos
microbiana: indices de| diversidade beta como | foram detectados com o fenétipo
diversidade alfa resultados fenotipicos | presencga/auséncia de 23 taxons.
(indice de diversidade | para testar associagdes
de Simpson, riqueza com SNP. Firmicutes e Proteobacteria foram
observada, estimativa o ) detectados em todos os
de riqueza Chao1 e | Aregresséolinearfoi | j,4iviquos, e Bacteroidetes em
ACE) e beta (matrizes| USada paraprocurar | y,40q exceto um. Firmicutes foi o
de dissimilaridade ass?malgoes cpm filo dominante na grande maioria
composicional Jaccard ab‘}”danc'a rele’zt.lva de dos individuos (91,8%).
(n3o pond