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RESUMO

A microbiota humana consiste em cerca de 10-100 trilhdes de células microbianas
simbidticas, o microbioma (MB) consiste nos genes que essas células carregam. O MB pode
ser entendido como um ecossistema onde todos os organismos podem interagir entre si € com
o ambiente. Em um individuo saudavel, a microbiota patogénica e simbidtica coexistem sem
problemas. Porém, o MB ¢ dindmico e muda influenciado por diferentes fatores, como dieta,
uso de antibioticos, doencas entre outros. Se houver um disturbio nesse equilibrio ocorre a
disbiose, interrompendo essas interagdes normais. Como resultado, o corpo pode se tornar
mais suscetivel as doengas. A depressio (DEP) ¢ um transtorno psiquiatrico altamente
prevalente, afetando o individuo de diferentes formas e pode ser acompanhada por outras
perturbagdes psiquiatricas, tais como  ansiedade (ANS). Os mecanismos biologicos
envolvidos na DEP e ANS ainda ndo sdo bem compreendidos, mas a relacdo entre a
DEP/ANS e as alteragdes na microbiota ja ¢ amplamente aceita. Neste trabalho, avaliamos o
microbioma intestinal (MBI) de 29 individuos saudaveis (CON) e 29 pacientes afetados pela
DEP e DEP/ANS da populagao brasileira. As amostras de DNA de fezes dos pacientes foram
sequenciadas, utilizando a metodologia Shotgun. Os programas Metaphlan e Humann3 foram
utilizados para inferir a abundancia taxonomica e funcional das amostras. Posteriormente,
com o pacote MaAsLin2 foi realizada uma andlise diferencial de abundancia para procurar
possiveis alteracdes significativas entre grupos (p < 0,05). O perfil da MBI de pacientes da
populagao brasileira utilizada como controle ¢ composta majoritariamente por Bacteroidetes e
Firmicutes em nivel de filo, Bacteroides, Prevotella, Alistipes, Faecalibacterium,
Parabacteroides, Eubacterium e Roseburia em nivel de género. O perfil da microbiota de
pacientes da populagdo Brasileira acometida por DEP e DEP/ANS ¢ composta
majoritariamente por Bacteroidetes e Firmicutes em nivel de filo, Bacteroides, Prevotella,
Alistipes, Faecalibacterium, Parabacteroides, Eubacterium e Akkermansia em nivel de
género. Foram encontrados um total de 95 tdxons em abundancia diferencial entre pacientes
CON vs DEP e CON vs DEP/ANS. O filo Bacteroidetes mostrou uma abundancia reduzida
em pacientes DEP, Bacteroides spp. estdo envolvidos na produgdo de metabolitos relevantes
para a DEP, tais como GABA. Diferentes estudos apontam para uma associagdo entre DEP e
deficiéncia GABA¢érgica. Ainda, foram encontradas 32 vias diferencialmente abundantes.
Pacientes com DEP, apresentaram alteragdes em diferentes vias relacionadas com
metabolismo de carboidratos/aminoacidos e relacionadas com energia. O equilibrio energético
desempenha um papel essencial no funcionamento bioldgico normal e o eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) participa na regulacdo de diferentes sistemas, incluindo
o sistema metabodlico. Alteragdes no metabolismo do aglicar e no metabolismo energético
podem ser resultado de distirbios no eixo HPA. Desta forma, ¢ possivel concluir que
individuos acometidos com DEP e ANS podem apresentar diversas alteragcdes no microbioma
intestinal. Alteragdes essas, que podem impactar o sistema imunoldgico afetando o individuo
de uma maneira psiquica, mas também fisica. As nossas descobertas corroboram pesquisas
anteriores e podem servir de base para uma maior compreensao do desenvolvimento da DEP e
da ANS, especialmente em pacientes da populacdo brasileira.

Palavras-chave: shotgun, metagendomica, metabolismo energético, metabolismo de aminoacidos



ABSTRACT

The human microbiota consists of about 10-100 trillion symbiotic microbial cells, the
microbiome (MB) consists of the genes that these cells carry. The MB can be understood as
an independent and self-sufficient ecosystem, where all organisms can interact with each
other and the environmen. In a healthy individual, the pathogenic and symbiotic microbiota
coexist without problems. However, the MB is dynamic and changes influenced by different
factors, such as diet, antibiotic use, disease, and so on. If there is a disturbance in this balance,
dysbiosis occurs, disrupting these normal interactions. As a result, the body can become more
susceptible to disease. Depression (DEP) is a common illness around the world, affecting the
individual in different ways, and can be accompanied by other psychiatric disorders such as
anxiety (ANS). The biological mechanisms involved in DEP and ANS are still not well
understood, but the relationship between DEP/ANS and alterations in the microbiota is
already widely accepted. In this work, we evaluated the gut microbiome (MBI) of 29 healthy
individuals (CON) and 29 patients affected by DEP and DEP/ANS from the Brazilian
population. Stool DNA samples from the patients were sequenced, using Shotgun
methodology. The Metaphlan and Humann3 programs were used to infer the taxonomic and
functional abundance of the samples. Subsequently, with the MaAsLin2 package a differential
abundance analysis was performed to look for possible significant changes between groups
(p< 0.05). The MBI profile of the control individuals was mostly composed of Bacteroidetes
and Firmicutes at phylum level, Bacteroides, Prevotella, Alistipes, Faecalibacterium,
Parabacteroides, Eubacterium and Roseburia at genus level. The microbiota profile of the
individuals affected by DEP and DEP/ANS was composed mostly of Bacteroidetes and
Firmicutes at the phylum level, Bacteroides, Prevotella, Alistipes, Faecalibacterium,
Parabacteroides, Eubacterium and Akkermansia at the genus level. A total of 95 taxa were
found in differential abundance between CON vs DEP and CON vs DEP/ANS patients. The
phylum Bacteroidetes showed a reduced abundance in DEP patients, Bacteroides spp. are
involved in the production of DEP relevant metabolites such as GABA. Different studies
point to an association between DEP and GABAergic dysfunction. Furthermore, 32
differentially abundant pathways were found. Patients with DEP, showed alterations in
different pathways related to carbohydrate/amino acid metabolism and related to energy.
Energy balance plays an essential role in normal biological functioning and the HPA axis
participates in the regulation of different systems, including the metabolic system. Changes in
sugar metabolism and energy metabolism can be a result of disturbances in the HPA axis.
Thus, we can conclude that individuals affected with DEP and ANS may have various
alterations in the gut microbiome. These changes might impact the immune system, affecting
the individual in a psychological as well as physical way. Our findings corroborate previous
research and may serve as a basis for further understanding the development of DEP and
ANS, especially in patients from the Brazilian population.

Keywords: shotgun, metagenomics, energy metabolism, amino acid metabolism
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1.INTRODUCAO

1.1 Microbioma intestinal

A microbiota humana consiste em cerca de 10-100 trilhdes de células microbianas
simbidticas, o microbioma (MB) consiste nos genes que essas células carregam
(TURNBAUGH et al., 2007; URSEL et al., 2012). O MB pode ser entendido como um
ecossistema, onde todos os organismos podem interagir entre si € com o ambiente (THE
MICROSETTA INITIATIVE, 2021). Em um individuo saudével, a microbiota patogénica e a
microbiota simbidtica coexistem sem problemas. Porém, o MB ¢ dinamico e influenciado por
diferentes fatores: dieta, uso de medicamentos, doengas, entre outros. Um intestino humano
saudavel pode abrigar até¢ 1.000 espécies diferentes de bactérias, compreendendo dois filos
principais: Bacteroidetes e Firmicutes (AMON; SANDERSON, 2017). Contudo, um distarbio
nesse equilibrio leva a condi¢do de disbiose (desequilibrio entre a microbiota patogénica e a
simbiodtica), interrompendo essas interacdes normais. Como resultado, o corpo pode se tornar
mais suscetivel a doencas (SCHOOL OF PUBLIC HEALTH, 2021).

E de grande importancia entender quais consequéncias as mudangas na composi¢io do
MB podem ter para a sailde humana e susceptibilidade a doencas. Com o avango de técnicas
de sequenciamento e de bioinformatica, ja € possivel conhecer o microbioma humano (MBH)
e inferir a sua relacdo com a satide (URSEL et al, 2012). O MBH apresenta uma diversidade
de sinais e funcdes moleculares, que podem ser indicativos de saude do individuo
(PETROSINO, 2018). O microbioma intestinal (MBI) participa desde a digestdo e absorc¢ao
de nutrientes, como também na sintese e producdo de substratos como acidos graxos de
cadeias curtas (SCFAs) e enzimas (CRESCI; 1ZZ0, 2019). Os SCFAs sido extremamente
importantes para modular respostas imunologicas e como fonte de energia, producdo de
vitaminas e neurotransmissores (UNGER et al., 2016).

O MB ¢ mais uma importante fonte de informagdes dentro do que chamamos de
medicina de precisdo. Diferentes espécies e cepas podem estar associadas a diferentes doengas
e fenodtipos, sendo fundamentais para compreender condi¢des complexas. Isso se da em
virtude da capacidade do MB modular o sistema imunologico do hospedeiro, influenciar nos
niveis de inflamagdo do intestino e interferir em processos neuroldgicos, endodcrinos e

fisiologicos (KUNTZ; GILBERT, 2017). Porém, relacionar niveis taxondmicos com doencas
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nem sempre € algo concordante. A analise de genes, vias metabolicas e fungdes moleculares
presentes na diversidade da microbiota se torna uma necessidade (PETROSINO, 2018).
Compreender como cada individuo, ou um grupo de individuos com determinado perfil
respondem a doencga auxiliard em futuros progndsticos e tratamentos, obtendo melhorias nos
impactos da clinica médica (KUNTZ; GILBERT, 2017).

Pesquisas que associam doengas complexas com o MB ja sdo uma realidade, dois
artigos publicados em 2018 (GOPALAKRISHNAN et al, 2018; ZHU et al., 2018)
demonstraram que as bactérias intestinais podem interferir nas respostas dos pacientes a
imunoterapia contra o cancer (melanoma). O gé€nero bacteriano Faecalibacterium apresenta
uma associagao positiva em resposta a terapia, enquanto Bacteroidales possui uma associagao
negativa (GOPALAKRISHNAN et al., 2018). Pesquisas como essas, que busquem entender
as relagdes entre doenga e o MB, podem favorecer a aplicagdo da medicina de precisdo.
Principalmente, com a modulagdo da MB do hospedeiro com intuito de estimular uma
resposta sistémica a diferentes sintomas e doengas que acometem os individuos. Em 2018,
Zhu e colaboradores demonstraram que a modulacio do MB pode ser utilizada como um
tratamento efetivo para doenga inflamatdria gastrointestinal.

Contudo para que pesquisas como essa continuem sendo realizadas, dados
provenientes de sequenciamento metagendmico sdo necessarios. Hoje diversos bancos de
dados publicos como MetaHIT, Ensembl, ICGC, GenBank, NIH Project, American Gut;
uBiome (Anexo 1) armazenam e disponibilizam dados e arquivos de diferentes tipos de
sequenciamento. Porém, dados de sequenciamento de metagendmico shotgun de MB sdo mais
escassos, € nao existem dados representativos da populacao brasileira. Isso acaba sendo uma
barreira visto que, hoje j& sabemos que cada populagdo possui um MB caracteristico, bem
como respostas diferentes aos mesmos estimulos (AMON; SANDERSON, 2017; A
GILBERT et al., 2018) A. Dessa forma, para buscar tratamentos e resultados mais assertivos,
estudar a nossa populagdo se faz fundamental.

E imprescindivel que pesquisas sobre como o MB afeta as doengas sejam realizadas de
forma continua, pois somente dessa forma serd possivel compreender todo potencial do MB

na sua utilizagdo para a medicina de precisao.
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1.2 Depressao, Ansiedade e Eixo intestino-cérebro

Depressao (DEP) ¢ uma doenga extremamente prevalente em todo o mundo, e que se
caracteriza por afetar o individuo em seu modo de sentir, pensar e agir, trazendo grande
sofrimento para o individuo bem como para a familia. Quadros depressivos estdo associados a
mortalidade por suicidio. O individuo pode apresentar tristeza persistente, sentimentos de
desesperanca e/ou pessimismo, sentimentos de culpa, perda de interesse em atividades que
antes eram prazerosas, dificuldade de concentracdo, entre outros. Para que o diagnostico seja
concluido, o paciente deve apresentar os sintomas por ao menos duas semanas (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL HEALTH,
2021.). Dentre os fatores de risco para o surgimento da doenga pode-se destacar: historico
familiar, estresse ou traumas, certas doengas fisicas ¢ medicamentos. A DEP afeta a
populacao globalmente, porém mulheres sdo mais propensas a ter DEP do que os homens

(Figura 1) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Figura 1. Prevaléncia de transtornos depressivos (% da populacdo) por regifio e sexo. Grafico de barras
demonstrando a prevaléncia de transtornos depressivos por regiio e area. No eixo x as regides, no eixo y a

prevaléncia. As cores demonstram o sexo do qual a barra representa.

Mulheres Homens Ambos

= = =
Regido RFEiED Regido Regido Regido Regido Deste Mundo
Africana  Oriental/ Européia Americana  Asidtica do Pacifico

Mediterrane

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017

Muitas vezes a DEP pode vir acompanhada de outros transtornos psiquiatricos como o
transtorno ansiedade generalizada (ANS). A ANS ¢ um transtorno psiquidtrico crénico

comum caracterizado por preocupagdo excessiva e sintomas de excita¢do fisiologica, como
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inquietacdo, insénia e tensdo muscular (HOGE et al., 2012). Para ser diagnosticada, deve
durar pelo menos seis meses e ser acompanhada de pelo menos trés dos seguintes sintomas:
inquietagdo, irritabilidade, fatigabilidade, perturbagdo do sono, tensdo muscular e/ou
dificuldade de concentracdo (APA GUIDE, 2013). Sabe-se ainda da forte associacdo do
comportamento suicida com transtornos psiquiatricos (88%-98%), inclusive os de ANS
(THIBODEAU et al., 2013). Assim como a DEP, a ANS acomete mais mulheres do que
homens (Figura 2) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Figura 2. Prevaléncia de transtornos de ansiedade (% da populag¢do) por regido e sexo. Grafico de barras
demonstrando a prevaléncia de transtornos depressivos por regiio e drea. No eixo x as regides, no eixo y a

prevaléncia. As cores demonstram o sexo do qual a barra representa.

Mulheres Homens Ambos
| | |

Regido HFEiED Regido Regido Regido . Regido Oeste Mundo
Africana  Oriental/  Furopéia Americana  Asidtica do Pacifico
Mediterrdne

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017

Um estudo realizado em 2017, pela Organizagdo Mundial da Saude - OMS apontou
que o Brasil esta no quinto lugar em prevaléncia de DEP na populagdo e em primeiro lugar na
prevaléncia de ANS (Tabela 1). As regides com maior prevaléncia também apresentaram

maior numero de suicidios (BONADIMAN, 2020).

Tabela 1. Prevaléncia de desordens depressivas e de ansiedade por pais. Tabela demonstrando a

prevaléncia de desordens por pais. Na coluna Localidade encontram-se os paises dos quais se referem a
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prevaléncia. Na coluna Desordens Depressivas o nimero de individuos com algum transtorno depressivo e
sua respectiva prevaléncia. Na coluna Desordens de Ansiedade o nimero de individuos com algum
transtorno de ansiedade e sua respectiva prevaléncia. Em verde destacam-se os dados referente a

prevaléncia no Brasil.

. Dezordens Deszordens de
Localidade Depressivas %o Ansiedade i
Estados Unidos 17497047 SRy 18,711,966 3
Brasil 11,548,577 5.8 18,657,943 0.3
Cuba 603,870 33 673,037 6.1
Barbados 14,586 id 16,640 6.1
Bahamas 19,138 52 2271 6.2
Paraguai 332,628 32 483,733 16
Tnndade e Tobago 67.614 52 79574 6.1
Antizua e Barbuda 4424 il 3,327 6.1
Urugual 138,005 3 203,815 6.4
Chile 844233 3 1,100,584 6.3

Fonte: Tabela adaptada do WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017.

Embora a DEP seja uma condi¢cdo comum, os mecanismos biolégicos envolvidos por
trds da doenca ainda ndo estdo bem esclarecidos. Diversos estudos e pesquisas tentaram
associar a disfungdo em sistemas de neurotransmissores, anormalidades neuro anatomicas
entre outros, porém nenhuma dessas hipoteses conseguiu explicar completamente os
mecanismos envolvidos com a DEP (BERLIM; TURECKI, 2007; GUILLOUX et al., 2012).

Pesquisas demonstram evidéncias da conexdo existente entre cérebro e intestino. Por
mais que essa relagdo entre a DEP e alteragcdes na MBI ainda sejam um pouco complexas,
essa ligacdo ja ¢ amplamente aceita (DINAN; CRYAN, 2012 ; SANADA et al., 2020),
sugerindo que a MBI pode estar modulando os sintomas depressivos por meio da
comunicac¢do bidirecional do eixo intestino-cérebro ( DINAN; CRYAN, 2012 ; FOSTER E
MCVEY NEUFELD, 2013).

A comunicacdo entre a MBI e o sistema nervoso pode ser realizada através de
mecanismos neurais, hormonais ou imunologicos. Diversos compostos neuroativos sao
gerados pelas bactérias como catecolaminas, norepinefrina, dopamina, histamina e serotonina,
acido gama-aminobutirico (GABA). Esses compostos podem interagir diretamente com os
receptores do sistema nervoso entérico, afetando o sistema nervoso central (ZHOU, FOSTER,

2015).
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Em 2015, Jiang e colaboradores, demonstraram que pacientes com transtorno de DEP
grave tém uma composi¢cdo de microbiota fecal diferente em comparagdo a pacientes
controles, apresentando um aumento dos filos Bacteroidetes, Proteobacteria e diminuigdo de
Firmicutes.

A prevaléncia desses filos pode ser importante para a saide mental devido a produgao
de SCFA (VAN DE WOUW et al., 2018). Os SCFAs sdao importantes para manter a barreira e
integridade intestinal, e alteragdes na sua producdo podem prejudicar a resposta imunoldgica
(MORRIS et al., 2017). Naseribairoufei e colaboradores (2014) demonstraram que o género
Oscillibacter estava associado ao fendtipo depressivo e o acido valérico (SFCA) atuava de
maneira semelhante ao GABA o que sugeriria um envolvimento direto na DEP.

Transtornos de DEP sofrem grande influéncia de vias de estresse, como o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), e muitas dessas vias podem ser fortemente modificadas
pela composicdo do MBI (LUO et al., 2018; SUDO et al.,, 2004). O eixo HPA ¢ um
mecanismo neuroendocrino de resposta ao estresse, € anormalidades no eixo HPA tém sido
relatadas em pacientes com transtornos psiquiatricos (HOLTZHEIMER, NEMEROFF, 2006).
Alteragdes nas vias de estresse mobilizam as células imunoldgicas que desencadeiam um
processo estressor. H4 um aumento da permeabilidade epitelial intestinal para aumentar a
disponibilidade de agua e sddio e devido a maior permeabilidade, endotoxinas podem entrar
na circulagdo e iniciar uma resposta imunoldgica que ¢ denominada “endotoxemia”
(PUNDER; PRUIMBOOM, 2015). Essa resposta desencadeia a producdo de citocinas
pro-inflamatorias do cérebro (GATTI; BARTFAI, 1993, LAYE; PARNET; GOUJON;
DANTZER, 1994) o que pode influenciar diretamente na manifestacio de sintomas e

comportamentos depressivos.

Figura 3. Eixo intestino-cérebro. Esquema grafico demonstrando as possiveis formas de conexio e
comunicacio entre o intestino e o cérebro. 1. Comunicagio intestino cérebro via nervo-vagus. 2. Eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) de resposta ao estresse. 3. Producio de metabélitos bacterianos que
podem afetar o sistema imune. 4. Produ¢io de neurotransmissores. 5. Via de metabolismo do triptofano
que ¢é precursor de serotonina. 6. Barreira intestinal que fornece protecdo evitando processos

inflamatorios no intestino. 7. Microorganismos que habitam a microbiota intestinal.
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Desta forma, estudos e pesquisas que busquem compreender melhor os elos de ligacao
e como se dd a influéncia do eixo intestino-cérebro, sdo cada vez mais importantes, pois
podem trazer respostas e indicios de como a DEP se manifesta e impacta fisicamente no

metabolismo do individuo afetado.

1.3 Sequenciamento Shotgun (Whole Genome sequencing Shotgun)
O sequenciamento metagenomico Shotgun € uma técnica que permite identificar
diferentes organismos e a sua abundancia no MB sequenciado. A técnica de sequenciamento

mais popular - 16S - sequenciamento de amplicons, permite que uma comunidade seja
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amostrada e dela o DNA ¢ extraido de todas as células. Apds um marcador genémico de
interesse, comum a praticamente todos os organismos, ¢ entdo direcionado e amplificado por
PCR. Os amplicons resultantes sdo sequenciados e caracterizados através de ferramentas
bioinformaticas para determinar quais microorganismos estao presentes na amostra € em que
abundancia relativa. Embora esse método seja poderoso, ele possui algumas limitagdes, como
o fato de ndo ser possivel atribuir as fungdes bioldgicas associadas aos tdxons encontrados
(SHARPTON, 2014). Nesse sentido surge o sequenciamento metagenomico Shotgun, o qual
novamente temos a extragao do DNA de todas as células de uma comunidade. Mas, ao invés
de amplificar apenas fragmentos especificos, temos todo o DNA dividido em pequenos
fragmentos que sdo sequenciados de forma independente. Isso resulta em sequéncias de DNA
(leituras) que se alinham a varias regides dos genomas presentes na amostra. Alguns dessas
leituras serdo amostrados a partir de loci gendmicos taxonomicamente informativos e outros a
partir de sequéncias de codificagdo. O resultado dessa técnica nos permite responder além de
quais microorganismos estdo presentes, mas também quais sdo as suas funcdes biologicas

(SHARPTON, 2014).

1.4 Estado da Arte

A organizacdo da saude considera transtornos psiquidtricos como o transtorno
depressivo, os mais onerosos dentro da sociedade, podendo se tornar a principal fonte de
incapacidade do mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Sao doengas
multifatoriais, complexas que podem afetar diversos 6rgaos e sistemas causando prejuizos a
qualidade de vida do individuo e sendo a causa principal de suicidios . Com isso, diversas
pesquisas surgiram trazendo achados importantes que comecam a esclarecer alguns dos
mecanismos importantes da ligacao entre o cérebro e o intestino (Tabela 2).

A pesquisa médica utiliza comumente uma espécie de animal como modelo com
intuito de reproduzir caracteristicas fisioldgicas e comportamentais do homem, sendo os
roedores os mais utilizados para experimentos relacionados ao estresse e depressao/ansiedade
(SILVA et al, 2012). Estudos relataram que ratos submetidos a estresse cronico tiveram
respostas do comportamento semelhantes a sintomas da DEP. Foi observado um aumento no
filo Actinobactérias e uma diminuic¢ao do filo Tenericutes, ja em nivel de género destacou-se
um aumento de Butricinomas (YANG et al., 2017). Outro estudo de Szyszkowicz e

colaboradores (2017) demonstrou que os filos Verrucomicrobia e Proteobacteria aumentavam
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em ratos submetidos a estresse cronico. J4 em humanos, Naseribafrouei e colaboradores em
2014 relataram que pacientes com DEP apresentavam uma diminuig¢ao no filo Bacteroidetes e
aumentos nos géneros Alistipes e Oscilibacter. Rong e colaboradores em 2019 corroboraram o
achado de diminuicdo de Bacteroidetes porém outras pesquisas, como Jiang e colaboradores
em 2015, encontraram um aumento no mesmo filo, assim como a pesquisa de Stevens e
colaboradores em 2018, referente a pacientes com ansiedade.

No geral, diferentes estudos demonstraram altera¢des significativas na composicao da
microbiota intestinal de pacientes com DEP e DEP/ANS. Os mais importantes € numerosos
achados em nivel de filo sdo um aumento de Bacteroidetes, Actinobacteria e Verrucomicrobia
e diminui¢do de Firmicutes, enquanto género Alistipes, Oscilibacter, Blautuia, Arkkemmansia
e Ruminococcus foram os mais encontrados, variando a sua abundincia (maior/menor)
(Tabela 2) (Naseribafroueu et al., 2014; Jiang et al. 2015, Zheng et al., 2016; Szyszkowicz et
al., 2017; Yu et al.,, 2017; Chen et al., 2018; Stevens et al., 2018; Rong et al., 2019).
Possivelmente outros fatores, como dieta, uso de farmacos, genética do individuo entre outros

também podem estar influenciando diretamente na resposta a doenca.
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Tabela 2 Principais trabalhos clinicos da literatura cientifica relacionados a microbiota, depressao e ansiedade. Na coluna um o autor principal e o ano de publica¢do. Na coluna dois os filos

e géneros apontados nas pesquisas. Na coluna trés os possiveis metabélitos envolvidos e na coluna quatro o transtorno a que se refere. SFCA: acidos graxos de cadeia curta.

Autor Tamanho da Organismo Achados Metabolitos pot_enmalmeme Desordem
amostra envolvidos
Naserlbgagr;]im etal, 55 Humanao Filo: Bacteroidetes | Génera: Alistipes, Oscillibactert MAo mencionado Depressao
) Filo: Bacteroidetes, Proteobacteriat; Firmicutes | = ’ -
Jiang etal., 2015 76 Humano Género: Alistipes, Parabacteroides, Clostridiumt;Bacteroides, Faecalibacterium) Nao mencionado Depressdo
Kelly et al., 2016 a7 Humano Género: Eggerthella, Holdemania, Gelria, Turicibacter, Paraprevotella, Anaerofiluimt; Prevotella and Dialister] SCFAKynurenineftriptofano Depressao
o . ) Metabolismo de carboidratos; -
Zheng et al., 2016 102 Humano Filo: Actinobacteriat; Bacteroidetes | Metabolisma de aminodcidos Depressao
Lin etal., 2017 &0 Humanao Filo: Bacteroidetes ¢+ Firmicutes | Género: Prevotella , Klebsiella, Streptococcus e Clostridium ¢ MAo mencionado Depressao
Szysﬂ-c;l';l_‘c‘zet al, 24 Ratos Filo: Proteobacteria, Verrucomicrobiat; Chloroflexi) Género: Oscillospira and Turicibacter | Mao mencionado Depressao
Yang et al., 2017 12 Ratos Filo: Actinobacteriat; Tenericute |GEnero: Butyricimonas) Mao mencionado Depressao
Metabolismo de aminodcidos;
Yuetal, 2017 19 Ratos Filo: Bacteroidetess; Firmicutes | Género: Oscillibactert Metabolismo de acidos graxos: Depressao
Metabolismo de Acido biliar
I ) . ) .. ) ) . . . . Metabolismo de glicose; -
Chen et al., 2018 20 Humanao Filo: Firmicutes, Actinobacteria, Lachnospiraceaes; Bacteroidetes e Proteobacteria) Génera: Faecalibacterium] Metabolisma de aminoacidos Depressao
Huang et al., 2018 54 Humano Filo: F'rote_ubau:tena“: F|rm|u:utes_Gener0: Qxalobacter, F'seudomoqa_s, FParvimonas, Bulleidia, Peptostreptococcus, Gemellat; M3o mencionada Depressio
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Coprococcus, Blautia, Clostridiaceae, Dorea)
Skonieczna-Zydecka - ) -
etal. 2018 116 Mulheres Mao mencionada SCFA Depressao
Stevens etal, 2018 50 Humanao Filo: Bacteroidetes ¢ Mao mencionado Ansiedade
. . ) ) ) . . ) ) ) ) ) Metabolismo energético; -
Maetal, 2019 20 Ratos Genero: Oscillospira, Farabacteroides, and Aggregatibactert;Phascolarctobacterivim, Akkermansia, Ruiminococcus) Metabolisma de aminodcidos Depressao
Jianguo et al., 2019 12 Ratos Género: Blautia, Helicobactert: Lactobacillus, Porphyromonadaceae) Metabolismo de aminoacidos Depressao
Chung et al., 2019 73 Humanao Filo: Firmicutes, ActinobacteriasGénero: Bifidobacterium, Blautia 1; Prevotella) Mao mencionado Depressao
Filo: Firmicutes, Actinobacteriar; Bacteroidete | = ) -
Rong et al., 2019 61 Humano Género: Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium, Oscillibacter, Streptococcust Nao mencionado Depressao
MCGaUE%q? etal, 39 Camundongos Género: Ruminococcus, Dorea, Akkermansia) MAo mencionado Depressao
Tillmann et al. 2019 43 Ratos Filo: Proteobacteriat, Elusimicrobia and Saccharibacteria] Genero: Blautia, Subdoligranulum; Candidatus M3o mencionada Depressio

Fonte: Tabela adaptada de Li et al, 2020.
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2. JUSTIFICATIVA

A cada ano que passa os transtornos mentais acometem cada vez mais a populagdo
mundial, a pandemia do SARS-CoV-2 também trouxe novas consequéncias no que diz
respeito a saude mental. No Brasil, a regido Sul chama aten¢ao pelo alto indice de prevaléncia
de doengas mentais. Desta forma, entender a forma como essa doenca se relaciona com a
microbiota pode trazer novas perspectivas, e elucidar como a doenca age no organismo do
individuo. Futuros tratamentos podem se beneficiar deste conhecimento e garantir uma

melhor pratica clinica, resultando em maior beneficio para a populagao.

3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estabelecer um perfil de abundancia de taxons e vias metabodlicas do MB de

individuos controle e acometidos com depressao e ansiedade na populagdo brasileira.

3.2 Objetivo especificos

e Definir padroes de abundincia da microbiota em nivel de espécie e género para

individuos controles, com depressao e ansiedade;

e Inferir padrdes de abundancia diferencial para taxons, genes e vias metabdlicas;

e Relacionar vias e genes com o fenotipo de diagnostico de depressao e ansiedade.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma de metodologia

Figura 4. Fluxograma da metodologia resumindo os passos realizados na presente pesquisa.
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4.2 Dados de sequenciamento de amostras bioldgicas

As amostras selecionadas para o procedimento de sequenciamento shotgun foram
disponibilizadas em formato fastq pelo laboratorio Biogenetika, localizado na cidade de
Floriandpolis-SC, que comercializa testes de DNA e MBI. A escolha dos pacientes se deu
através dos questiondrios pré-coleta preenchidos pelos mesmos (Anexo 2.1) nos quais foram
selecionadas duas caracteristicas:

1- Pacientes sem diagnostico de nenhuma doenga e nenhum sintoma.

2- Pacientes que marcaram que possuiam diagnostico de depressao e/ou ansiedade .

Ao final da selecdo o N amostral total resultou em 58 amostras de MB fecal, sendo
destas 29 amostras de individuos com diagnéstico de depressdo e/ou ansiedade e 29 amostras
de individuos controle/saudaveis. Para analise as amostras foram separadas em trés grupos:

CON - grupo de pacientes saudaveis, sem sintomas e sem diagnostico de nenhuma
doenca.

T_DEP - pacientes diagnosticados com transtorno depressivo e sem diagndstico de
transtorno de ansiedade.

T_DEP_ANS - pacientes diagnosticados com transtorno depressivo e com diagnostico

de transtorno de ansiedade.

4.3 Analises de Bioinformatica

4.3.1 Tratamento dos dados, Analise Taxonomica e Funcional

Para essas etapas foram utilizadas ferramentas do bioBakery3 e o software
MetaWRAP (URITSKIY, G.v.,2018). Biobakery3 ¢ uma colecao de diferentes ferramentas
computacionais que permitem realizar de controle de qualidade a andlise taxonomica e
funcional(BEGHINI, F. et al, 2020).

ApoOs o sequenciamento das amostras, os arquivos fastq passaram por um
pré-processamento que consiste em verificar a qualidade do procedimento e a presenca de
leituras contaminantes, nesse caso, dados provenientes de DNA humano. Para esse processo
foi utilizado o mddulo Read QC do MetaWRAP. Este destina-se a pré-processar leituras
brutas de sequenciamento Illumina. As leituras foram cortadas levando em conta o contetido

dos adaptadores e as notas PHRED de cada base, pontuado com a configuracao padrao de
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Trim-galore (-q Phred:20 --phred33 ON). Em seguida, as leituras foram alinhadas ao genoma
do hospedeiro, nesse caso o genoma da espécie humana (genoma humano versao Hg38) com
o moédulo BMTagger (ROTMISTROVSKY, K; AGARWALA, R., 2011), para remover
contaminac¢do. Os pares de leitura em que apenas uma leitura (leituras orfas) foi alinhada ao
genoma do hospedeiro também foram removidos. Apds, o FASTQC (ANDREWS, S. 2010)
foi utilizado para avaliar a qualidade dos conjuntos de leitura bruta e final (URITSKIY,
G.,2018).

Para andlise taxonOmica, o programa Metaphlan (Metagenomic Phylogenetic
Analysis) foi utilizado (BEGHINI, F. et al, 2020). O Metaphlan traga o perfil de composi¢ao
das comunidades microbianas, especificamente de dados de sequenciamento shotgun. Para
isso ele utiliza marcadores especificos de clado, e cerca de ~ 1,1 milhdes de genes marcadores
especificos armazenados no banco de dados CHOCOPhIAn (BEGHINI, F. et al, 2020). Além
das configurag¢des padrdes foram utilizados os parametros adicionais: --add_viruses e --biom
-t.

A andlise funcional foi realizada pelo Humann3 (BEGHINI, F. et al, 2020), que ¢ um
método para tracar o perfil e abundancia de vias metabdlicas microbianas, além de outras
funcdes moleculares a partir de dados de sequenciamento metagenomico. Para isso foram
utilizados os pardmetros adicionais --taxonomic-profile, --tax lev a e --add viruses

(BEGHINIL, F. et al, 2020).

4.3.2 Analise de Abundancia Diferencial de taxons e vias

Ap0s o tratamento dos dados e analise taxondmica e funcional, foi realizada uma etapa
de abundancia diferencial de taxons. Foram verificadas as diferengas nas abundancias entre o
grupo controle e o grupo com DEP. Essa etapa foi realizada pelo pacote MaAsLin2
(MALLICK, H. et al, 2021), disponivel no consércio Biocondutor . O pacote MaAsLin2 faz
parte do grupo de ferramentas da biobakery3 e ¢ utilizado para determinar a associag@o
multivariavel entre fenotipos, ambientes, exposi¢des, covaridveis e caracteristicas
metagendmicas microbianas.

A comparagdo realizada foi CON versus T_DEP e CON versus T DEP ANS. Para
abundancia diferencial de taxons, ndo foi utilizado nenhum método de normalizagao visto que
os resultados ja estdo normalizados em abundancia relativa. Para os genes e as vias

metabolicas, o0 método de normalizagdo TMM (Trimmed Mean of M -values) foi adotado,
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removendo os que ndo obtiveram classifica¢dao. O algoritmo utilizado na analise de expressao
diferencial de todos os grupos foi o CPLM (Compound Poisson). Téaxons, genes e vias com
p.value <0.05 foram considerados significativos quanto a abundancia diferencial.

Genes encontrados foram anotados nos bancosn Gene Ontology (categorias: Processos
Biologicos e Fungdes Moleculares), Kegg Orthology e Pfam (ASHBURNER et al., 20005;
KANEHISA et al.,, 2016; MISTRY et. al., 2021) Para as vias metabdlicas, a anotacao
funcional foi baseada no banco Metacyc (CASPI et al., 2014).

4.3.3 Analise de diversidade alfa, beta e indice de saude

A anélise de diversidade alfa foi realizada a nivel de espécie através do pacote de R
phyloseq (HOLMES; P.,, 2013) através da fungdo estimate richness. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar as diferencas de diversidade entre os grupos.
Para diversidade beta foi utilizada a fungao ordinate() do mesmo pacote, com os parametros

method="PCoA", distance=dist_bray.

4.3.4 Testes estatisticos
As diferengas entre médias foram testadas utilizando o teste ndo paramétrico de

Kolmogorov-Smirnov.

4.3.5 Visualizacao de dados
Para visualizagdo grafica foi utilizado o pacote R ggplot2 (WICKHAM, 2011), e o
pacote Python matplotlib (HUNTER, 2007).

5. RESULTADOS

5.1 Analise exploratoria dos dados

5.1.1 Dados Gerais sobre os pacientes

Foram analisados o total de 58 pacientes, sendo destes 16 pacientes acometidos apenas
com DEP, 13 acometidos com DEP e ANS e 29 individuos controles. Nos trés grupos foi
encontrada uma predominancia do sexo feminino (Tabela ). Especialmente nos grupos T _DEP
e T _DEP_ANS esse percentual foi bem superior, 87,5% e 84,6% de pacientes do sexo

feminino respectivamente (Anexo 3.1)

28



Tabela 3 Metadados dos pacientes. Na coluna Amostra e Grupo a identificacido individual de cada amostra e a qual grupo ela pertence. Na coluna idade e coluna Categoria

Idade as idades dos pacientes na data da coleta. A coluna sexo apresenta o sexo de cada paciente, sendo F sexo femino e M masculino. A coluna UF informa de qual estado o

paciente é oriundo sendo que valores vazios sao referente a questionarios que nio apresentavam a identificacido. A coluna Doenca diagnosticada refere-se a todas as doencas que

o paciente informou ter o diagndstico no dia da coleta. A coluna sintomas relatos referem-se a sintomas diversos relatados pelos pacientes. A coluna Més da Coleta refere-se a

data em que foi realizada a coleta da amostra.

Categoria de Més da

Amostra Grupo Idade Idade Sexo UF Doenca Diagnosticada Sintomas Relatados Coleta
CON_1 CON 32 De31at¢35anos F SC - - fev./19

CON_10 CON 40 De36at¢é40anos F SC - - fev./20
CON_11 CON 76 Acima de 61 anos F SC - - fev./20
CON_12 CON 51 De 51até55anos F SP - - mai./20
CON_13 CON 72 Acima de 61 anos F RJ - - out./20
CON_14 CON 59 De 56 at¢ 60anos M SP - - nov./20
CON_15 CON 70 Acima de 61 anos F SP - - nov./20
CON_16 CON 67 Acima de 61 anos F SP - - nov./20
CON_17 CON 34 De31até35anos M SC - - nov./20
CON_18 CON 8 Até 18 anos F SP - - nov./20
CON_19 CON 52 De51até55anos F RJ - - dez./20
CON_2 CON 39 De36at¢40anos M RJ - - mar./19

CON_20 CON 29 De26at¢é30anos M RJ - - dez./20
CON_21 CON 38 De36att¢40anos M SE - - dez./20
CON_22 CON 63 Acima de 61 anos F RJ - - dez./20
CON_23 CON 38 De36att40anos M RJ - - fev./21
CON_24 CON 3 Até 18 anos M RJ - - fev./21
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Categoria de Més da
Amostra Grupo Idade Idade Sexo UF Doenca Diagnosticada Sintomas Relatados Coleta
CON_25 CON 43 De41até45anos F RJ - - mar./21
CON_26 CON 44 De41até45anos M SC - - mar./21
CON_27 CON 39 De36até40anos F SC - - mar./21
CON_28 CON 44 De41até45anos F RJ - - mar./21
CON_29 CON 52 De 51ate55anos F RJ - - mar./21
CON_3 CON 65 Acimade61anos M SC - - mar./19
CON_4 CON 43 De 41 até45anos F SP - - ago./19
CON_5 CON 54 De 51 até 55anos M - - - ago./19
CON_6 CON 60 De 56 at¢ 60 anos F PE - - out./19
CON_7 CON 54 De 51até 55anos M RJ - - nov./19
CON_8 CON 40 De36até40anos F SC - - jan./20
G
CON_9 CON 36 De 36 at¢ 40 anos F o - - jan./20
T_DEP_1 T_DEP 34 De31até35anos F SC Cancer, Depressao - mai./20
T_DEP_10 T_DEP 42 De41até45anos F SP Intolerancia a lactose, Depresséo, Alergia Distenséo abdominal, Flatuléncia, Constipacao fev./21
T_DEP_11 T_DEP 42 De41até45anos F RJ Depressao Constipagéo mar./21
Nausea, Dor abdominal, Distensdo abdominal,
T _DEP_12 T_DEP 12 Até 18 anos F SP Intolerancia a lactose, Depressao mar./21
Sensibilidade abdominal, Flatuléncia
Distensao abdominal, Sensibilidade abdominal, Flatuléncia,
T _DEP_13 T_DEP 47 De 46 até 50 anos F - Sindrome do intestino irritavel, Depresséao, Alergia mar./21
Constipagéo
Doenca inflamatéria intestinal, Depressao, Transtorno de déficit
T _DEP_14 T_DEP 28 De26at¢ 30anos M SP Dor abdominal, Constipagado mai./21

de atencao e hiperatividade
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Categoria de Més da
Amostra Grupo Idade Idade Sexo UF Doenca Diagnosticada Sintomas Relatados Coleta
Nausea, Dor abdominal, Distensdo abdominal, Diarreia,
T_DEP_15 T_DEP 39 De 36 at¢é40anos F SP Sindrome do intestino irritavel, Depresséo mai./21
Sensibilidade abdominal, Flatuléncia, Constipagédo
M
T _DEP_16 T_DEP 63 Acima de 61 anos F G Depressao Distensao abdominal, Flatuléncia, Constipagao mai./21
Sindrome do intestino irritavel, Doenga inflamatdria intestinal,
Dor abdominal, Distensdo abdominal, Sensibilidade
T_DEP_2 T_DEP 48 De46até 50anos M RJ Colite Ulcerativa, Dispepsia, Intolerancia a lactose, Depressao, . ) ) mai./20
abdominal, Flatuléncia, Constipagao
Alergia
i intestino irritavel, Intoleranci lact
T DEP 3 T DEP 72 Acmade6lanos F RJ Sindrome do intestino irritavel, Intolerancia a lactose, Diarreia, Constipagao mai./20
Depressao
T _DEP_5 T_DEP 37 De 36 até 40 anos F RS Doenga celiaca, Intolerancia a lactose, Depresséao, Alergia Nausea, Flatuléncia ago./20
T_DEP_6 T_DEP 46 De46até50anos F SP Depressao Constipagéo out./20
Sindrome do intestino irritavel, Doencga inflamatéria intestinal, Nausea, Dor abdominal, Distensdo abdominal,
T_DEP_7 T_DEP 41 De 41 até45anos F SP dez./20
Depressao, Alergia Sensibilidade abdominal, Flatuléncia
T_DEP_8 T_DEP 38 De 36 at¢40anos F DF Depresséao, Alergia - dez./20
T_DEP_9 T_DEP 69 Acima de 61 anos F SC Depressao, Asma, Alergia Distensao abdominal, Sensibilidade abdominal, Flatuléncia dez./20
T_DEP_ANS 1 T_DEP_ANS 44 De41até45anos F SE Cancer, Depressao, Transtorno de ansiedade - mai./20
M Sindrome do intestino irritavel, Intolerancia a lactose,
T _DEP_ANS 10 T_DEP_ANS 33 De 31até 35anos F ) ) Nausea, Distensao abdominal, Flatuléncia, Constipagao dez./20
G Depressao, Transtorno de ansiedade, Alergia
Dor abdominal, Distensdo abdominal, Diarreia,
T_DEP_ANS_11 T_DEP_ANS 39 De36at¢40anos F RS Depressao, Transtorno de ansiedade fev./21
Sensibilidade abdominal, Flatuléncia, Constipagédo
A Doenga inflamatdria intestinal, Depressao, Transtorno de Distensao abdominal, Sensibilidade abdominal, Flatuléncia,
T _DEP_ANS 12 T_DEP_ANS 58 De 56 até 60 anos F mar./21
M ansiedade Constipacao
T_DEP_ANS_13 T_DEP_ANS 33 De31até35anos F PR Depressao, Transtorno de ansiedade Dor abdominal, Distens@o abdominal, Flatuléncia mar./21
T DEP_ANS 2 T _DEP_ANS 25 De 19 até 25anos F - Intolerancia a lactose, Depresséao, Transtorno de ansiedade Flatuléncia mai./20
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Categoria de Més da
Amostra Grupo Idade Idade Sexo UF Doenca Diagnosticada Sintomas Relatados Coleta
Sindrome do intestino irritavel, Doenca inflamatéria intestinal, Dor abdominal, Distensdo abdominal, Sensibilidade
T_DEP_ANS_3 T_DEP_ANS 35 De 31até 35anos F SP mai./20
Dispepsia, Depressao, Transtorno de ansiedade, Alergia abdominal, Flatuléncia, Constipacdo
T_DEP_ANS_4 T_DEP_ANS 37 De36até40anos F SC |Intolerancia a lactose, Depresséo, Transtorno de ansiedade Dor abdominal, Sensibilidade abdominal, Flatuléncia mai./20
Dor abdominal, Distensdo abdominal, Sensibilidade
T DEP_ANS 5 T _DEP_ANS 45 De41até45anos M SP Doenga celiaca, Depressao, Transtorno de ansiedade mai./20
abdominal, Flatuléncia
T DEP_ANS 6 T _DEP_ANS 29 De 26 at¢ 30anos F SP Depressao, Transtorno de ansiedade Distensao abdominal, Flatuléncia, Constipagao mai./20
Sindrome do intestino irritavel, Depressao, Transtorno de
T_DEP_ANS_7 T_DEP_ANS 38 De 36 at¢40anos F SP Dor abdominal, Distensdo abdominal, Flatuléncia jul./20
ansiedade, Artrite Reumatoide, Osteoartrite
T DEP ANS.8 T DEP ANS 60 De5S6ate60anos F Rs  ondromedointestino irritavel, Dispepsia, Depressao, Distens&o abdominal, Diarreia, Flatuléncia out./20
Transtorno de ansiedade
Sindrome do intestino irritavel, Doenga inflamatdria intestinal,
T_DEP_ANS_ 9 T_DEP_ANS 37 De 36 até40anos M RJ Depressao, Transtorno de déficit de atengéo e hiperatividade , Nausea, Dor abdominal, Distensdo abdominal, Diarreia out./20

Transtorno de ansiedade, Alergia
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A média de idade do grupo CON foi de 46,37 anos, do grupo T _DEP de 43,47 e do

grupo T DEP ANS de 43,43 anos, ndo apresentando diferenca estatistica (CON x T_DEP
p.value: 0.55, CON x T_DEP_ANS p.value: 0.11). Em todos os grupos uma grande parcela
dos pacientes encontra-se na idade de 31 até 45 anos.
Além de sintomas relacionados a DEP, os pacientes dos grupos T DEP e T DEP ANS
também relataram presenca de outros sintomas. Destaca-se o sintoma Flatuléncia; sintoma do
qual 72,4% dos pacientes relataram sentir. Outros sintomas como Distensdo abdominal
(65,5%), Constipacao (48,3%) e Dor abdominal (44,8%) também foram relatados por grande
parte dos pacientes (Figura 7).

Figura 5. Sintomas relatados. Grafico de barras demonstrando o percentual dos pacientes que
apresentaram outros sintomas além dos causados pela depressiao e ansiedade. No eixo x os sintomas, no

eixo y percentual de individuos que relataram a presenca do sintoma.

t?
..
a7

sintomas

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
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5.1.2 Numero de taxons

O numero de taxons encontrados em cada um dos ranks (Filo, Ordem, Classe, Familia,
Género e Espécie) ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas. Sendo que no geral
os grupos de pacientes com DEP apresentaram um menor nimero de tdxons identificados,

exceto a nivel de filo no qual o grupo T_DEP apresentou média superior aos demais grupos

(Tabela 4).

Tabela 4. Numero médio de tixons encontrados em cada grupo. Na coluna um o grupo de analise sendo
CON referente aos individuos controle, T_DEP aos individuos com transtorno depressivo e T_ DEP_ANS

aos individuos com transtorno depressivo e ansioso.

Grupo Filo Ordem Classe Familia Género Espécie
CON 6.93 13.07 11.86 23.59 4279 11283
T DEP 7.19 12.06 11.75 22.56 41.69  107.54

T DEP_ANS 6.54 12.92 11.23 22.00 39.48 11538

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

5.2 Analise de taxonomia

Foram encontrados o total de 13 filos em cada grupo (Anexo 3.2), sendo que nos trés
grupos os filos predominantes foram os filos Bacteroidetes (CON: 72,7%, T _DEP: 61,1%,
T DEP_ANS:68,9%) e Firmicutes (CON: 23,2%, T DEP: 30,0%, T DEP_ ANS: 22,5%)
(Figuras 8). Em nivel de género, foram encontrados 144 diferentes géneros (Anexo 3.3). A
predominancia foi de Bacteroides (CON: 42,3%, T DEP: 34,2%, T DEP_ ANS: 40,7%),
Prevotella (CON: 13,1%, T_DEP: 12,2%, T DEP_ANS: 15,9%) e Alistipes (CON: 9,7%,
T DEP: 8,3%, T DEP_ANS: 6,7%). Em nivel de espécie, foram encontradas 394 espécies
(Anexo 3.4), e a ordem de abundancia ndo seguiu a mesma ordem dentro dos grupos.
Enquanto no grupo controle tivemos as espécies (Prevotella copri 12,1%, Bacteroides
vulgatus 11,2 %, Bacteroides uniformis 9,0%, Alistipes putredinis 7,7%, Bacteroides dorei
6,4% e Faecalibacterium prausnitzii 6,2%) como as mais abundantes, no grupo de pacientes
com DEP a ordem de abundancia se alterou, mas se manteve nos taxons citados: (Prevotella
copri 9,2%, Bacteroides uniformis 8,6%, Bacteroides vulgatus 7,1%, Faecalibacterium
prausnitzii 5,7%, Alistipes putredinis 4,8%, Bacteroides dorei 4,5%), e no grupo de pacientes

com ANS e DEP tivemos a maior prevaléncia de (Prevotella copri 11,2%, Bacteroides
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uniformis 10,1%, Bacteroides dorei 6,9%, Bacteroides stercoris 6,5%, Bacteroides vulgatus

6,3% e Faecalibacterium prausnitzii 5,4%).

Figura 6. Abundéancia de filos por grupo. Grafico de barras demonstrando a abundéncia relativa dos filos
encontrados dentro de cada grupo. No eixo x as todas amostras analisadas em seus respectivos grupos, no
eixo y abundiancia relativa de cada filo, as cores representam os filos encontrados e os grupos estio
destacados na parte superior onde CON refere-se ao controle, T_DEP transtorno depressivo, T_DEP_ANS

transtorno depressivo e ansiedade.

CON T_DEP T_DEF_ANS

1.00

Phylum

075 075 0.75 Actinobacteria

Bacteroidetes
Candidatus_Melainabacteria
Eukaryota_unclassified
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Fusobacteria

Lentisphasras

Abundanda Relativa

Protecbacteria
Spirochastes
Synergistetes
0.25 Verrucomicrobia

025 0.25

Viruses_unclassified

0.00 0.00 0.00

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

5.3 Indice de diversidade

A diversidade alfa encontrada nos diferentes grupos ndo apresentou diferenca
estatistica significante. A média do indice de Shannon para o grupo CON foi de 2,79

enquanto para o grupo T _DEP foi de 2,87 e para o grupo T DEP_ANS foi de 2,63 (Anexo
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3.5 e Figura 10). O indice de Simpson teve média de 0,88 para o CON e 0,89 parao T DEP e
0,86 para o grupo T DEP_ANS. O indice invSimpson apresentou média de 9,03 CON, 9,68
T DEPe 7,51 T DEP_ANS.

Figura 7. indices de diversidade. Grafico boxplot demonstrando os indices de diversidade por amostra. No
eixo x a diferenciacdo dos grupos onde CON refere-se ao controle, T DEP transtorno depressivo,

T_DEP_ANS transtorno depressivo e ansiedade, no eixo y os indices de diversidade.
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Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

Figura 8. PCOA. Grifico de dispersio demonstrando a similaridade das amostras conforme componentes
principais um e dois. No eixo x componente principal um, no eixo y componente principal dois, nas cores a
representacio de cada grupo. CON refere-se ao controle, T DEP transtorno depressivo, T_DEP_ANS

transtorno depressivo e ansiedade. A densidade demonstra onde ha uma maior concentragio de amostras.
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Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

5.4 ABUNDANCIA DIFERENCIAL
5.4.1 Abundéincia Diferencial taxonémica
Na andlise abundancia diferencial realizada entre grupo CON versus T _DEP e CON

versus grupo de T DEP ANS foram encontrados 95 taxons diferencialmente abundantes.
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Sendo destes, 54 no grupo T DEP e 41 no grupo T DEP ANS. Dos 95 taxons 74,7%
estavam em abundancia aumentada. Nos dois grupos, género e espécie foram os que mais
apresentaram taxons diferencialmente abundantes.

Em nivel de Filo apenas o grupo T DEP apresentou tdxons diferencialmente
abundantes. O filo p__ Bacteroidetes apresentou abundancia reduzida (p.value: 0.01) e o filo
p__Verrucomicrobia teve abundancia aumentada (p.value: 0.03).

Em nivel de género T_DEP teve 13 taxons diferencialmente abundantes sendo destes

12 com abundancia aumentada e 1 com abundancia reduzida (Tabela 5).

Tabela 5. Géneros diferentemente abundantes no grupo T_DEP (individuos com depressdo). Tabela de
géneros diferencialmente abundantes. Na coluna Género os géneros encontrados em abundincia
diferencial, na coluna log2 o log2 do coeficiente da variacio da abundincia, na coluna p.value o valor do

teste estatistico realizado pelo MaasLin2 e na coluna Abundéncia a situacio do género na comparacio.

Género LOG2 p-value Abundincia
g Blautia 1.07 0.001 Aumentada
g Anaerostipes 1.20 0.002 Aumentada
g Anneromassilibacillus 444 0.004 Aumentada
g Citrobacter 322 0.014 Aumentada
g Desulfovibrio 289 0.018 Aumentada
g Akkermansia 1.87 0.025 Aumentada
g_ Veillonella _ 0.029 Reduzida
g Ruminococcus 1.29 0.030 Aumentada
g Butyrivibrio 2.61 0.040 Aumentada
g Asaccharobacter 2.62 0.035 Aumentada
g Anaerofignum 2.61 0.039 Aumentada
g Ruminococcaceae unclassified 1.53 0.041 Aumentada
g Klebsiella 2.65 0.044 Aumentada

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

O grupo T DEP ANS apresentou sete géneros diferencialmente abundantes sendo

destes cinco com abundancia aumentada e dois com abundancia reduzida (Tabela 7).

Tabela 6. Géneros diferentemente abundantes no grupo T DEP ANS (individuos com depressio e
ansiedade). Tabela de géneros diferencialmente abundantes. Na coluna Género os géneros encontrados em
abundincia diferencial, na coluna log2 o log2 do coeficiente da varia¢cio da abundéncia, na coluna p.value
o valor do teste estatistico realizado pelo MaasLin2 e na coluna Abundincia a situacido do género na

comparacao.
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Geénero LOG2 p-value Abundincia
g__Agathobaculum 1.72 0.008 Aumentada
g Barnesiella 0.014 Reduzida
g__ Clostridium 0.016 Feduzida
g Viruses _unclassified 0.022 Aumentada
g__ Bilophila . 0.028 Aumentada
g Turicimonas 2.10 0.038 Aumentada
g__Rothia 240 0.043 Aumentada

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

Em nivel de espécie o grupo T DEP teve 25 taxons diferencialmente abundantes,

sendo 20 com abundancia aumentada e cinco com abundancia reduzida (Tabela 8).

Tabela 7. Espécies diferentemente abundantes no grupo T _DEP (individuos com depressao). Tabela de

espécies diferencialmente abundantes. Na coluna Espécies as espécies encontrados em abundincia

diferencial, na coluna log2 o log2 do coeficiente da variacdo da abundincia, na coluna p.value o valor do

teste estatistico realizado pelo MaasLin2 e na coluna Abundancia a situacio da espécie na comparacio.

Espécie LOG2 p-value Abundincia
s Collinsella_intestinalis 7.45 0.000 Aumentada
5__ Clostridium_leptum _ 0.000 Aumentada
s Eubacterium_ventriosum 5.82 0.000 Aumentada
s Eubacterium_hallii 3.38 0.002 Aumentada
5 Anaerostipes_hadrus 1.90 0.002 Aumentada
5 Bifidobacterium_longum 3.23 0.004 Aumentada
5 Bacteroides cellulosilyticus 2.08 0.003 Aumentada
5 Blautia_obeum 217 0.005 Aumentada
s Firmicutes_bacterium_CA4AG 170 3.76 0.004 Aumentada
5__Bacteroides_intestinalis _ 0.007 Reduzida
s Klebsiella pneumoniae 3.76 0.007 Aumentada
s Flavonifractor_sp Anl00 438 0.014 Aumentada
5__Eisenbergiella_massiliensis _ 0.014 Redurida
5 Bacteroides_plebeius 331 0.015 Aumentada
5_ Streptococcus_salivarius _ 0.014 Reduzida
5 Eubacrerium_eligens 1.75 0.021 Aumentada
5 Afkermansia_muciniphila 1.87 0.025 Aumentada
s Coprococcus_comes -1.42 0.026 Reduzida
5 Streptococcus_thermophilus 2.89 0.034 Aumentada
s Anaerctignum_lactatifermentarns 2.61 0.039 Aumentada
s Asaccharobacter_celatus 2.62 0.035 Aumentada
s Butyrivibrio_crossotus 2.63 0.034 Aumentada
5 Desulfovibrio_piger 3.64 0,045 Aumentada
5 Eubacterium_siraeum 1.54 0.052 Aumentada
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Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

Ja o grupo T DEP_ANS teve o total de 22 espécies sendo destas 14 em abundancia

aumentada e oito em abundancia reduzida (Tabela 9).

Tabela 8. Espécies diferentemente abundantes no grupo T _DEP_ANS (individuos com depressio e
ansiedade). Tabela de espécies diferencialmente abundantes. Na coluna Espécies as espécies encontrados
em abundincia diferencial, na coluna log2 o log2 do coeficiente da variacdo da abundincia, na coluna
p-value o valor do teste estatistico realizado pelo MaasLin2 e na coluna Abundincia a situacio da espécie

na comparacio.

Espécie LOG2 p-value Abundancia
5__ Clostridium_leptum _ 0.000 Aumentada
5 Ruminococcaceae bacterium_ D16 3.55 0.004 Aumentada
5 Eubacterium_ventriosum 4.50 0.003 Aumentada
5 Clostridium_symbiosum 3.79 0.007 Aumentada
5 Agathobaculum butyriciproducens 1.72 0.008 Aumentada
5 Parabacteroides johnsonii _ 0.008 Reduzida
5 Bacteroides massiliensis -2.99 0.014 Reduzida
5 Barnesiella_intestinihominis -2.25 0.014 Reduzida
5 Paraprevetella_clara -4.76 0.015 Reduzida
5 Bacteroides _clarus -4.42 0.020 Reduzida
5 Bacteroides fragilis 245 0.022 Aumentada
s__ Bilophila_wadsworthia 1.22 0.028 Aumentada
5 Streptococcus _parasanguinis 244 0.027 Aumentada
5 Ruminococcus_obeum CAG 39 237 0.038 Aumentada
5__Butyricimonas_synergistica 279 0.037 Reduzida
5 Turicimonas_muris 2.10 0.038 Aumentada
5 Salmonella_phage Fels | 295 0.039 Aumentada
5 Rothia_mucilaginosa 240 0.043 Aumentada
5 Bacteroides xylanisolvens -2.51 0.046 Reduzida
5 Roseburia_faecis 1.26 0.051 Aumentada
5 Clostridium_aldenense 3.02 0.053 Aumentada
5 Ruminococcus_bicirculans -3.23 0.055 Reduzida

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

5.4.2 Abundéancia diferencial de genes

Para a categoria Gene Ontology Processos Biologicos foram 130 processos

diferencialmente abundantes sendo destes 78 para o grupo T DEP e 52 para T DEP_ANS
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(Anexo 3.6 e Figura 12). Para a categoria Gene Ontology Fungdes Moleculares tivemos 284

termos diferencialmente abundantes, 195 no grupo T_DEP e 89 no grupo T DEP_ANS.

Figura 9. Processos biologicos (BP) e funcées moleculares (MF) diferencialmente abundantes. Grafico de
barras demonstrando os processos biologicos e fun¢des moleculares diferencialmente abundantes. No eixo
x 0 log2 do coeficiente da variacio da abundincia, no eixo y os processos biologicos e moleculares. As

colunas referem-se as categorias analisadas BP e MF.
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Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
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Para a categoria Kegg Orthology tivemos 973 termos diferencialmente abundantes,
568 no grupo T_DEP e 405 no grupo T _DEP_ANS (Figura 13). Destes, 358 estavam em

baixa abundancia e 615 em alta abundancia e 109 ndo possuem fun¢ao conhecida.

Figura 10. Termos do Kegg orthology diferentemente abundantes. Grafico de barras
demonstrando os termos do kegg orthology diferencialmente abundantes. No eixo x o log2 do coeficiente

de variacio da abundéncia, no eixo y os termos do kegg orthology.
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Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
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Para a categoria pfam tivemos 671 termos diferencialmente abundantes, 456 no grupo
T DEP e 215 no grupo T DEP ANS (Figura 14). Das 671 categorias encontradas

diferencialmente abundantes 90 delas eram de fun¢ao desconhecida.

Figura 11. Termos do pfam diferentemente abundantes. Grafico de barras demonstrando os termos do
pfam diferencialmente abundantes. No eixo x o log2 do coeficiente de variacido da abundincia, no eixo y os

termos do pfam.
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5.4.3 Abundincia diferencial de vias

Foram encontradas 32 vias diferencialmente abundantes, 23 no grupo T _DEP e nove
no grupo T _DEP_ANS (Anexo 3.10, Figura 15). Destas, 24 estavam em alta abundancia e
oito em baixa abundancia. Das vias encontradas diferencialmente abundantes nos grupos
T DEP e T _DEP ANS, 37,5% estavam relacionadas ao metabolismo de carboidratos e

aminoacidos (Figura 16).

Figura 12. Vias metabélicas diferentemente abundantes. Grafico de boxplot demonstrando vias
metabolicas diferencialmente abundantes. No eixo x a abundincia, no eixo y as vias metabdlicas. Os

pontos representam as amostras. Os boxplots representam a média e os quartis de abundéncia.
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Figura 13. Abundéincia das categorias das vias metabolicas. Graficos boxplot demonstrando abundéncia

das categorias das vias metaboélicas.No eixo x a abundincia, no eixo y as vias metabdlicas. Os pontos

representam as amostras. Os boxplots representam a média e os quartis de abundancia.
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6. DISCUSSAO
6.1 Analise exploratoria dos dados

Os pacientes analisados para o desenvolvimento da pesquisa eram predominantemente
mulheres, mulheres t€ém quase duas vezes mais probabilidade de desenvolver transtorno
depressivo do que os homens, e até quatro vezes mais probabilidade de desenvolver
transtorno depressivo recorrente ( SASSARINI, 2016; KUEHNER, 2017 ).

O numero de taxons encontrados em cada um dos ranks (Filo, Ordem, Classe, Familia,
Género e Espécie), bem como os indices de diversidade alfa ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas, o que ja foi demonstrado em trabalhos anteriores: Naseribafrouei e
colaboradores (2014) relataram que apesar de ndo encontrarem diferengas entre os nimeros
de OTUS em pacientes sauddveis e depressivos, pacientes com DEP apresentaram média
superior em relagdo aos saudaveis. Esse achado ¢ interessante e nos faz refletir se uma maior
diversidade de microrganismos esta de fato ligada a um paciente mais sauddvel, e se essa
variavel deve continuar sendo utilizada como parametro dentro do MBH, especialmente
intestinal. Comumente, diferentes trabalhos citam a falta de resultados significativos entre
diversidades alfas de diferentes grupos - saudavel x controle. Inclusive algumas discussoes
apontam que a diversidade alfa ndo ¢ a melhor ferramenta para se medir dados de MBI
(GUPTA et al, 2020), visto que a microbiota ¢ um sistema muito mais complexo e deve levar
em contas varidveis como patogenicidade e fungdes de cada microrganismo, bem como seus
respectivos genes ativos.

Conforme o que ficou evidente nas analises de diversidade alfa; a andlise de
diversidade beta também demonstrou uma heterogeneidade nas amostras dos diferentes
grupos conforme grafico PCOA (Figura 11), demonstrando que em nivel geral os grupos nao
apresentam caracteristicas que os colocariam em clusters especificos conforme seus

respectivos grupos.

6.2 Analise de taxonomia

6.2.1 Perfil dos pacientes controle

Dentre os filos com maior abundancia dentro do MBI, temos Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia (THE
MICROSETTA INITIATIVE, 2021). Os filos Firmicutes e Bacteroidetes representam cerca

de 90% da microbiota intestinal (Figura 17). Nos trés grupos, os filos predominantes foram o
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Bacteroidetes e o Firmicutes, representando mais de 90% da abundancia identificada nos trés
grupos, seguidos por Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria e Viruses_unclassified.

Em nivel de género, Bacteroides e Prevotella foram os mais abundantes dentro dos
tr€s grupos, seguidos por Alistipes, Faecalibacterium e Parabacteroides. O género
Bacteroides, pertencente ao filo Bacteroidetes, ¢ altamente predominente no intestino
humano. Esse género desempenha um papel importante tanto na manutengdo como também
na estabilidade de um ecossistema intestinal saudavel (ARON; WEXLER; GOODMAN,
2020).

Yoshida e colaboradores (2020), demonstraram que o género Bacteroides pode ter
papel importante e benéfico na progressao de doengas cardiovasculares. Os autores destacam
que os lipopolissacarideos (LPS) fecais derivados da microbiota intestinal, possuem impacto
clinico em pacientes acometidos com sindrome do intestino irritadvel, doenga autoimune e
doengas cardiovasculares. Ainda, a abundancia do género Bacteroides estd significativa e
negativamente correlacionada com os niveis de LPS fecais (YOSHIDA et al., 2020). Esse
género também foi correlacionado com dietas com alto teor de gordura e proteinas, o que ¢
uma caracteristica de paises ocidentais.

O género Prevotella é comumente encontrado em individuos que possuem uma dieta
rica em fibras e vegetais (TETT et al., 2019 ; HANSEN et al., 2017). Espécies desse género
estdo associadas a produgdo de propionato, que possui papel importante na prevencao do
ganho de peso, reduzindo o colesterol sérico e diminuindo a lipogénese hepatica (DEN
BESTEN, 2013). Diferentes espécies do género Prevotella podem contribuir para acentuar o
metabolismo da glicose estimulado pela ingestao de prebidticos

(KOVATCHEVA-DATCHARY, 2015).
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Figura 14. Ilustracido da composicio da microbiota intestinal de individuos saudaveis da popula¢io Brasileira representada neste estudo. Em amarelo os filos, em verde os

géneros e em roxo as espécies. Foram destacadas na ilustraciio apenas os taxons mais abundantes.
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6.2.1 Perfil dos pacientes acometidos com depressido e depressiao/ ansiedade

Nos pacientes do grupo T DEP e T DEP ANS, os filos Firmicutes e Bacteroidetes
também representaram cerca de 90% da microbiota intestinal (Figura 18 e 19). No grupo
T DEP, Bacteroidetes estava em menor abundincia comparado aos demais grupos (CON
72,7%, T _DEP 61,1% ¢ T _DEP_ANS 68,9%).

Em nivel de género, Bacteroides e Prevotella também foram os mais abundantes,
seguidos por Alistipes, Faecalibacterium e Parabacteroides no grupo T DEP ANS, e
Alistipes, Eubacterium e Faecalibacterium no grupo T DEP. Curiosamente o género
Prevotella estava em maior abundancia no grupo T DEP_ANS quando comparado aos
demais (CON 13,1%, T DEP 12,3% ¢ T _DEP_ANS 16,0%).Essa diferenca ¢ significativa?
Apesar de possuir diversos fatores positivos e probidticos, alguns estudos apontaram que
algumas espécies e cepas especificas podem contribuir para disturbios inflamatdrios, devido a
interagdo de algumas espécies com o sistema imunoldgico, liberando  mediadores
inflamatérios de células imunes e estromais (LARSEM et al., 2017). Algumas pesquisas
também correlacionaram positivamente os niveis de Prevotella com obesidade, diabetes tipo 2
e Doenca Esteatotica Nao Alcodlica do Figado (MICHAIL et al., 2015). Os disturbios
inflamatorios como Sindrome do Intestino Irritavél (SII) possuem co-ocorréncia com DEP e
ANS estimada entre 44%- 84% (CARRA et al., 2020). Dos 13 pacientes do grupo
T DEP_ANS, doze apresentaram diagndstico ou sintomas relacionados a inflamacdes
intestinais (Figura 8). Lin e colaboradores (2017) apontaram uma redugdo do filo
Bacteroidetes e aumento dos géneros Prevotella , Klebsiella , Streptococcus e Clostridium em
pacientes com transtorno depressivo maior.

O género Faecalibacterium apareceu levemente reduzido em pacientes com DEP e
DEP/ANS (CON 6,2%, T _DEP 5,7%, T _DEP_ANS 5,4%). Esse género possui espécies
capazes de produzir butirato. Os SCFAs desempenham um papel critico na protecdo da
mucosa intestinal, regulando a resposta imune inata e sistematica e melhorando a motilidade

gastrointestinal (VENKATARAMAN et al., 2016; RIOS-COVIAN et al., 2016).
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Figura 15. Ilustracio da composicio da microbiota intestinal de individuos acometidos com depressdo e ansiedade da populacio Brasileira. Em amarelo os filos, em verde

os géneros e em roxo as espécies. Foram destacadas na ilustracio os tixons mais abundantes.
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Figura 16. Ilustracio da composicio da microbiota intestinal de individuos acometidos com depressiao da populacio Brasileira. Em amarelo os filos, em verde os géneros e
em roxo as espécies. Foram destacadas na ilustracio os taxons mais abundantes.
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6.3 ABUNDANCIA DIFERENCIAL

6.3.1 Abundéancia diferencial taxonémica
6.3.1.1 Concordancia com a literatura

Na analise abundéncia diferencial nossos resultados corroboram estudos anteriores
demonstrando que pacientes com DEP apresentam o filo Bacteroidetes reduzido. Apesar de
muitos estudos ja terem relato esse fato, (NASERIBAFROUEI et al., 2014; ZHENG et al.,
2016; CHEN et al., 2018; RONG et al. 2019), algumas pesquisas demonstraram o oposto: Jian
e colaboradores em 2015, Yang e colaboradores em 2017 e Stevens e colaboradores em 2018
observaram uma abundancia aumentada do filo Bacteroidetes. Desta forma ainda ndo ha um
consenso € possivelmente outros fatores influenciam a abundancia desse filo. O filo
Verrucomicrobia encontrado em abundancia aumentada em pacientes com DEP também ja
havia sido relatado anteriormente (SZYSKOWICZ et al., 2017).

Em nivel de familia Clostridiaceae apresentou baixa abundancia no grupo
T DEP_ANS corroborando o achado de Huang e colaboradores (2018), porém, o estudo de
Huang apontou essa baixa abundancia para pacientes apenas com DEP e na nossa pesquisa
pacientes apenas com DEP ndo tiveram alteragdo nessa familia. Nossa hipotese é que
possivelmente a familia Clostridiaceae esteja associada a sintomas relacionados a ansiedade.
Muitas vezes o diagnodstico de ansiedade ndo € feito em um primeiro momento ou até se
desenvolve posteriormente.

O género Blautia encontrado em abundincia aumentada em pacientes com DEP foi
relatado em estudos anteriores (TILMANN et al, 2019; CHUNG et al, 2019). O
neurotransmissor microbiano intestinal GABA ¢ um produto do metabolismo da arginina que
¢ dependente de Blautia. (ZUANG et al., 2020).

Percebemos que no geral ainda ndo ha um consenso geral em nivel de taxons
diferencialmente abundantes em pacientes com DEP/ANS, levantando novamente a
importancia que outros fatores podem exercer na abundancia da MBI além do acometimento
da doenca. Levar esses fatores em consideracio ¢ de suma importdncia para que o

entendimento da relagdo entre DEP e ANS com a MBI seja o mais completo possivel.
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6.3.1.2 Taxons modificadores de SFCA’s

Dentre os filos, Bacteroidetes, diferencialmente abundante no grupo T DEP - em
redugdo -, possui participacao na producao de Butirato, assim como o género Clostridium e a
espécie Ruminococcus bicirculans (VENEGAS et al., 2020) que apresentaram reducdo no
grupo T DEP_ANS . SCFAs sdo importantes para manter a barreira e integridade intestinal, e
alteragdes na sua produgdo podem prejudicar a resposta imunologica (MORRIS et al., 2017) e
alterar a estabilidade do eixo HPA.

Em nivel de espécie, curiosamente, as espécies Collinsella intestinalis e Clostridium
leptum, bactérias modificadoras de SFCA (KABEERDOSS et al., 2013) apresentaram alta
abundancia nos dois grupos. Visto que o filo Bacteroidetes e o género Clostridium estdo
associados ao SFCA e estdo em baixa abundancia, ¢ possivel que de alguma forma algumas
espécies especificas tentem compensar a falta de SFCA. Por outro lado, outras espécies
modificadoras de SFCA e/ou triptofano como Streptococcus salivarius, estavam em baixa

abundancia no grupo T_DEP.

6.6.1.3 Taxons relacionados com neurotransmissores

Uma das formas que a microbiota pode interagir com o sistema nervoso ¢ através da
metabolizacdo de neurotransmissores. Bacteroides spp. estdo envolvidos na producgdo de
metabolitos relevantes para a DEP, como o0 GABA (OTARU t. al, 2021). Diferentes estudos
apontam para uma associacdo entre DEP e déficits GABAérgicos, isso poderia explicar a
baixa abundancia do filo Bacteroidetes no grupo T DEP. Algumas espécies associadas a
producdao de GABA como Streptococcus salivarius, Coprococcus_comes, também estavam
em abundancia reduzida no grupo T DEP.

No grupo T DEP ANS as espécies Clostridium leptum, Clostridium symbiosum
estavam significativamente em maior abundancia. Dopamina em excesso pode causar
sintomas de mania, euforia, comportamentos compulsivos, muito observados em transtornos
de ANS e alguns transtornos DEP (VOLKOW et al,, 2011; AYANO, 2016). Ainda nesse
ponto, curiosamente a espécie Akkermansia muciniphila pertencente ao filo Verrucomicrobia
participa de metabolizacdo de serotonina e foi encontrada em abundancia aumentada no grupo
T DEP (YAGHUBFAR, 2020, DING et al., 2021). Além disso, o género Blautia, encontrado
em abundancia aumentada em pacientes com DEP, também participa na metabolizagdo do

GABA. Esse resultado ja foi observado em outros estudos (ZHUANG et al., 2020, TILMAN
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et al, 2019), e sugere que esse género pode participar na progressao da DEP de diferentes

maneiras, inclusive de forma negativa.

6.3.2 Abundéancia diferencial de genes e vias metaboélicas

6.3.2.1 Aspartato

Dentro da abundancia diferencial de genes no grupo T DEP observamos uma redugao
em genes envolvidos com o processo biossintético de aminoacidos da familia aspartato. Esses
aminodcidos podem ter uma possivel fungdo de neurotransmissor excitatorio no cérebro
(DINGLEDINE ; 1997, KARIN; et. al, 2015). Lu e colaboradores (2014) em uma pesquisa
realizada com pacientes depressivos evidenciou que ao comparados com pacientes saudaveis,
pacientes com DEP apresentaram redug@o nos niveis plasmaticos de aspartato.

Em contrapartida, no grupo T DEP_ANS o processo metabolico de aspartato estava

em alta abundancia (GO GO:0006531: [BP] aspartate metabolic process).

6.3.2.2 Ciclo da uréia

Um dos achados curiosos diz respeito a via PWY-498: ciclo da ureia. Pesquisas
anteriores relataram que pacientes com alteragdes no ciclo da ureia apresentaram quadros
depressivos (TAZAWA, 2013; ALLEN, 2013). Essa via apresentou reducdo nos dois grupos,

porém apenas no T_DEP_ANS ela foi estatisticamente significativa.

6.3.2.3 Metabolismo de Aminoacidos e Carboidratos

Pacientes com DEP apresentaram alteragdes em diferentes vias relacionadas com
metabolismo de carboidratos/aminoacidos e relacionadas com energia (abundancia aumentada
FUCCAT-PWY: degradacao da fucose, GLYCOGENSYNTH-PWY: biossintese de glicogénio
I, HSERMETANA-PWY: biossintese de L-metionina; abundancia  reduzida
BIOTIN-BIOSYNTHESIS-PWY: biossintese de biotina I). O equilibrio energético
desempenha um papel essencial no funcionamento bioldgico normal, e o eixo HPA participa
na regulacdo de diferentes sistemas, incluindo o sistema metabolico. Alteragdes no
metabolismo do aclicar e no metabolismo energético podem ser resultado de distirbios no

eixo HPA (HERMAN et. al, 2016). Essas alteracdes podem influenciar diretamente na
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manifestagdo de sintomas e comportamentos depressivos. Diferentes pesquisas também
relataram que individuos com DEP apresentaram alteragdes de abundancia em bactérias
envolvidas com metabolismo de aminoacidos e de carboidratos. Zheng e colaboradores
(2016), em um estudo realizado com camundongos, demonstraram que camundongos com
sintomas depressivos apresentaram a maioria das vias metabodlicas de carboidratos
aprimoradas em relagdo ao controle, sugerindo uma maior demanda de energia em
camundongos deprimidos. O transplante da microbiota fecal de camundongos com
comportamentos depressivos em camundongos saudaveis resultou em comportamentos
semelhantes a DEP e disbiose, bem como disturbios de metabolitos do hospedeiro,
especialmente no metabolismo de carboidratos e aminoacidos (ZHENG et al., 2016). Chen e
colaboradores (2018), em um estudo realizado em humanos, também demonstraram
alteracdes em vias relacionadas ao metabolismo de aminoacido e energia em individuos com
DEP. Os metabolitos derivados de aminoacidos tém sido considerados moduladores

importantes na patogénese da dor cronica e da DEP.

6.3.2.4 Resisténcia a antibiotico

Nos dois grupos, T DEP e T DEP ANS, a via PWY-6471: peptidoglycan
biosynthesis IV (Enterococcus faecium) apresentou abundancia aumentada, sendo
significativa somente no grupo T DEP. Essa ¢ uma importante via relacionada com a
resisténcia a antibidticos. O peptidoglicano, principal componente da parede celular
bacteriana, tem sido utilizado nas ultimas décadas na descoberta de antibacterianos
(NIKOLAIDIS et al., 2014). A sintese do peptidoglicano ocorre sequencialmente em trés
compartimentos celulares (citoplasma, membrana e periplasma) e foram identificados
inibidores de proteinas que catalisam cada estagio, embora nem todos sejam aplicaveis para
uso clinico. Porém, varios desses antimicrobianos tornaram-se inativos por mecanismos de
resisténcia (NIKOLAIDIS et al.,, 2014). Mesmo assim, os antibidticos que inibem a
biossintese de peptidoglicanos bacterianos s3o os mais amplamente utilizados na pratica
clinica atual (SANTISO et al., 2011). Alguns estudos sugerem que medicamentos
antidepressivos como a Fluoxetina podem contribuir para um aumento na resisténcia a

antibidticos (JIN et al., 2018).
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7. RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

Ao final da pesquisa, com os resultados obtidos, podemos concluir:

e O perfil da microbiota dos pacientes brasileiros controle analisados na presente
amostra ¢ composta majoritariamente por Bacteroidetes e Firmicutes a nivel de
filo, Bacteroides, Prevotella, Alistipes, Faecalibacterium, Parabacteroides,
Eubacterium e Roseburia em nivel de género;

e O perfil da microbiota dos pacientes brasileiros acometidos por DEP e
DEP/ANS ¢ composta majoritariamente por Bacteroidetes e Firmicutes a nivel
de filo, Bacteroides, Prevotella, Alistipes, Faecalibacterium, Parabacteroides,
Eubacterium e Akkermansia em nivel de género;

e Pacientes brasileiros analisados na amostra com DEP apresentam alteracdes na
microbiota condizentes com estudos ja apresentados na literatura, mas
diferentes aspectos ainda ndo relatados também foram encontrados e precisam
ser estudados para melhor entendimento das suas implicagdes;

e Pacientes com DEP e DEP/ANS apresentaram alteracdes significativas na
abundancia de taxons relacionados a metabolizagdo de SFCA’s e
neurotransmissores;

e Pacientes com DEP, apresentaram alteracdes em diferentes vias relacionadas
com metabolismo de carboidratos/aminoacidos e relacionadas com energia: em

abundancia aumentada;

Ao término dessa pesquisa € com os resultados obtidos, podemos concluir que a
depressao e ansiedade podem causar diversas alteracdes na microbiota intestinal do
hospedeiro. Alteracdes essas, que podem estar impactando o sistema imunoldgico afetando o
individuo ndo s6 de uma maneira psiquica mas também fisica. Fica evidente também que a
forma que essas alteragdes ocorrem no organismo ainda ¢ complexa e influenciada por
diversos fatores o que sugere que cada vez mais estudos dentro dessa area devam ser
realizados. Foi possivel inferir que pacientes brasileiros, da amostra analisada, com depressao
apresentam alteracdes na microbiota condizentes com estudos ja apresentados na literatura

mas, diferentes aspectos ainda ndo relatados também foram encontrados. Visto que o Brasil se
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encontra no topo dos paises com maior indice de DEP e ANS se faz necessario aprofundar os

achados dessa pesquisa.

8. LIMITACOES E FATORES DE IMPACTO

Essa pesquisa foi desenvolvida a partir de amostras de pacientes que ndao foram
entrevistados pelo autor da pesquisa, o que pode influenciar nos resultados. Informagoes,
consideradas importantes pelo autor e citadas abaixo nao foram coletadas e podem contribuir

para um melhor delineamento do estudo:

e A depressdo esté estabilizada ou estd em momento de crise?

e A quanto tempo sofre com depressao?

e O paciente realmente teve o diagnostico de depressdo ou acha que tem depressao?
Visto que o questionario pré-coleta ¢ de autopreenchimento, ndo tivemos como

confirmar o diagndstico.

Ainda, os pacientes dos grupos T DEP e T DEP ANS relataram tomar
medicamentos, sabemos que isso afeta a composi¢do da microbiota. Mesmo assim, 0s
resultados obtidos sdo relevantes e corroboram achados importantes da literatura a respeito do

eixo intestino-cérebro e a depressao.
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10. ANEXOS

Anexo 1: bancos de dados publicos citados e respectivos enderecos eletronicos.

1. MetaHIT (https://www.gutmicrobiotaforhealth.com/metahit/);
Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html);
ICGC (https://icge.org/);

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
NIH (https://hmpdacc.org/)

American Gut (http://americangut.org)

NS kv

Chocoplhan

Anexo 2. Metadados e questionario de pré-coleta.

Anexo 2.1 Questionario pré-coleta

Nome
Email
Celular

Estado

O A W N =

Profissao
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10
11
12
13
14

Sexo?
Altura
Peso

Idade

Vocé esta realizando algum tipo de dieta atualmente ou tem algum cuidado

especial na sua alimentacio?

15
16

Dieta?

Informe o recordatoério alimentar de 1 dia (Café da manha, lanche, almoco,

lanche e jantar.*®

17 Vocé tem algum "vicio" (café, refrigerante, chocolate, cigarro, etc.)?*

18 Qual vicio?

19 Vocé tem algum "vicio" (café, refrigerante, chocolate, cigarro, etc.)?*

20 Qual medicamento?

21 Suplementos em uso atualmente (vitaminas, aminoacidos, fitoterapicos):*
22 Probidtico em uso atualmente?*

23 Vocé fez uso de antibioticos, corticoides ou remédios para emagrecer nos ultimos
3 meses?*

24 Qual

25 Ja passou por algum tipo de tratamento quimioterapico?*

26 Se sim, qual? Data?

27 Assinale caso possua diagndstico para as seguintes condicdes clinicas e

especifique a data do diagnéstico na caixa de texto abaixo:

Doencga de Crohn

Sindrome do intestino irritavel
Doenga inflamatéria intestinal
Colite Ulcerativa

Dispepsia

Doenga celiaca

Intolerancia a lactose
Diabetes

Cancer

Depressao

Autismo

Transtorno de déficit de atencao e hiperatividade

Transtorno de ansiedade
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Asma
Alergia
Artrite Reumatoide

Lupus Eritematoso sist€émico

Osteoartrite
28 Caso possua algum diagnostico nao especificado acima, por favor, descrever:
29 Assinale abaixo caso possua algum dos sintomas descritos:

Néusea

Dor abdominal

Distensdo abdominal

Diarreia

Sensibilidade abdominal

Flatuléncia

Constipagao

Vomito
30 Os sintomas indicados iniciaram ha quanto tempo?
31 Caso possua algum outro sintoma que julgue importante relatar, especifique:
32 Voceé pratica alguma atividade fisica com regularidade? Se sim, quantas horas
semanais?*
33 Qual a modalidade?
34 Sua forma de nascimento:*

Anexo 2.2 Metadados

Disponivel em:

Metadadoshttps://docs.google.com/spreadsheets/d/ 1mYxrJLOTZhsquP10gH2uDu8JRwWo
22t4N4x9kFt1oU4/edit?usp=sharing

Anexo 3. Tabelas

Anexo 3.1 Tabela de Idade. Amostras separadas por as categorias de idade e sexo dentro do seu

respectivo grupo.
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Total Total Total

IDADE COM “ T DEP T DEP_ANS v
Ateé 30 anos 3 .1 0.3% 2 6.9% 2 6.9%
De 31 até 45 anos 13 [N 8 27.6% 9 31.0%
Acima de 45 anos 13 448% 6 20.7% 2 6.9%
29 100.0% 16 55.2% 13 44 8%
Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
Anexo 3.2 Tabela do percentual de abundéancia relativa por Filo em cada grupo.
FILO CON T DEP T DEP ANS % TOTAL
p__ Bacteroidetes 72.7% 61.1% 68.9% 68.6%
p__ Firmicutes 23 3% 30.0% 22.53% 24 9%
p__ Proteobacteria 1.8% 2.9% 2.2% 22%
p__Verrucomicrobia 1.0% 3 7% 2.7% 2.1%
p__ Actinobacteria 0.7% 1.7% 1.5% 1.2%
p_ Viruses unclassified 0.6% 0.6% 2.1% 0.9%
p__ Eukarvota unclassified 0.0% 0.1% 0.0% 0.0%
p__ Lentisphaerae 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
p_ Euwrvarchaeota 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
p__ Svnergistetes 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
p_ Candidatus Melainabacteria 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
p__ Fusobacteria 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
p__ Spirochaetes 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
Anexo 3.3 Tabela do percentual de abundéncia relativa por género em cada grupo.
GENERO CON T DEP T DEP ANS % TOTAL
g__Bacteroides 42 3% 34.2% 40.7% 39.7%
g__ Prevotello 13.1% 12.3% 16.0% 13.5%
g__Alistipes 9. 8% 8.3% 6.1% 8.5%
g__ Faecalibacterium 6.2% 5.7% 54% 5.9%
g__Parabacteroides 4.6% 413% 4. 8% 4.6%
g Eubacterium 2.9% 5.8% 2.5% 3.6%
g__ Roseburia 2.3% 2.6% 23% 2. 4%
g__Akkermansia 1.0% 3. 7% 2.7% 21%
g Ruminococcus 1.2% 2.9% 0.8% 1.6%
g_ lachnospiraceae unclassified 1.3% 0.9% 2.1% 1 4%
g__ Oscillibacter 1.2% 1.4% 1.2% 1.3%

g Ruminococcaceae unclassified 0.6% 1.8% 1.1% 1.1%



Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

Anexo 3.4 Tabela do percentual de abundancia relativa por Espécie em cada grupo.

ESPECIE CON T DEP T DEP ANS % TOTAL
5__Prevotella_copri 12.1% 92% 11.2% 11.1%
5 Bacteroides _uniformis 9.0% 8.6% 10.1% 9.1%
5__Baocteroides_vulgatus 11.2% 7.1% 6.3% 9.0%
5 Alistipes _putredinis 7.7% 4 8% 42% 6.1%
5__Bacteroides_dorei 6.4% 4.5% 6.9% 6.0%
5 Foecalibacterium_prausnitzii 6.2% 3.7% 54% 39%
5__Baocteroides_stercoris 4.2% 1.9% 6.5% 4.1%
5__Parobacteroides_distasonis 3.1% 2.5% 3.1% 2.9%
5__Eubacterium_sp_CAG_180 2.1% 3.2% 1.8% 2.3%
5__Akkermansia_muciniphila 1.0% 3.7% 2.7% 2.1%
5__ Alistipes_finegoldii 1.4% 2.6% 0.8% 1.6%
5__Baocteroides_thetaiotaomicron 1.2% 0.9% 34% 1.6%
5__Eubacterium_rectale 1.3% 0.9% 2.1% 1.4%
5__Parobacteroides_merdoe 1.2% 1.7% 1.5% 1.4%
5__Bacteroides_ovatus 1.3% 1.1% 1.8% 1.3%
5__Bocteroides_caccoe 1.6% 1.4% 0.6% 1.3%
5 Bacteroides eggerthii 1. 4% 1.7% 0.6% 1.3%
s5__Eubacterium_siraeum 0.6% 1.8% 1.0% 1.0%

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

Anexo 3.5 Média de diversidade encontrada dentro de cada grupo e a significincia da sua

diferenca conforme ks test.

Grupos median_Shannon median_Simpson  median_lnvSimpson
T_DEP_AMS 2.63 0.87 7.51
COM 2.79 0.29 9.03
T_DEP 2.87 0.90 9.68

ks test median_Shannon median_Simpson median_lnvSimpson
COMx T_DEP_ANS 0.23 0.23 0.83
COMx T_DEP 0.37 0.39 0.39

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
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Anexo 3.6. Processos bioldgicos diferentemente abundantes no grupo T DEP e T DEP_ANS.

PROCESSO BIOLOGICO (T_DEP) LOG2  p.value Abundincia

GO:0032196: [BP] transposition 0.61 0.00 Aumentada
GO:0019354: [BP] sitoheme biosynthetic process 0.70 0.00 Aumentada
GO:0019379: [BP] sulfate assmﬁlanon: phosp%loaden}-‘l}-‘l sulfate reduction by 178 0.01 Aumentada
phosphoadenylyl-sulfate reductase (thioredoxin}
GO:0070395: [BP] lipoteichoic acid biosynthetic process 258 0.01 Aumentada
GO:0006303: [BP] double-strand break repair via nonhomologous end joining 3.39 0.01 Aumentada
G0:0039686: [BP] bidirectional double-stranded viral DNA replication _ 0.01 Aumentada
GO:0019344: [BP] cysteine biosynthetic process 1.55 0.01 Aumentada
GO:0009293: [BP] GDP-mannose biosynthetic process 1.46 0.01 Aumentada
GO:0006888: [BP] ER to Golgi vesicle-mediated transport 1.60 0.01 Aumentada
GO:0006782: [BP] protoporphyrinogen IX biosynthetic process 0.22 0.01 Aumentada
GO:0018307: [BP] enzyvime active site formation 1.32 0.01 Aumentada
GO:0019572: [BP] L-arabinose catabolic process 1.07 0.01 Aumentada
GO:0046080: [BP] dUTP metabolic process 0.39 0.01 Aumentada
GO:0071470: [BP] cellular response to osmotic stress - 0.02 Reduzida
GO:0034605: [BP] cellular response to heat 0.02 Redurida
GO:0006955: [BP] immune response 3.53 0.02 Aumentada

PROCESSO BIOLOGICO (T_DEP_ANS) LOG2  p.value Abundincia
GO:0006331: [BP] aspartate metabolic process 1.09 0.00 Aumentada
GO:003%686: [BP] bidirectional double-stranded viral DINA replication _ 0.00 Aumentada
GO:0019478: [BP] D-amino acid catabolic process -0.21 0.00 Reduzida
G0:0032196: [BP] transposition 048 0.00 Aumentada
G0:0019569: [BP] L-arabinose catabolic process to xyhilose 5-phosphate 0.38 0.00 Aumentada
GO:0043470: [BP] regulation of carbohydrate catabolic process 3.86 0.00 Aumentada
GO:0019379: [BP] sulfate assimilation, phosphoadenylyl sulfate reduction by
phosphoadenylyvl-sulfate reductase (thioredoxin) 1.93 0.00 Aumentada
GO:0035556: [BP] intracellular signal transduction EEE oo Reduzida
GO:0006003: [BP] fructose 2,6-bisphosphate metabolic process 1.27 0.01 Aumentada
GO:0007186: [BP] G-protein coupled receptor signaling pathway 1.69 0.01 Aumentada
GO:0006368:; [BP] tryptophan metabolic process 2.20 0.01 Aumentada
GO:0032790: [BP] ribosome disassembly 151 0.01 Aumentada
GO:0006000: [BP] fructose metabolic process 137 0.01 Aumentada
GO:0007218: [BP] neuropeptide signaling pathway 1.68 0.02 Aumentada
GO:0016367: [BP] protein ubiquitination 2.56 0.02 Aumentada

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).

Anexo 3.7 Func¢oes moleculares diferentemente abundantes no grupo T DEPe T _DEP_ANS.
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FUNCAO MOLECULAR (T_DEP) LOG2 p.value Abundincia
GO:0004064: [MF] arylesterase activity 1.58 0.00 Aumentada
GO:0004158:; [MF] dihvdroorotate oxidase activity 2.30 0.00 Aumentada
GO:0008536: [MF] Ran GTPase binding P 000 Aumentada
GO:0019180: [MF] dTDP-4-amino-4 6-dideoxygalactose transaminase activity 2.60 0.00 Aumentada
GO:0043800: [MF] hexulose-6-phosphate isomerase activity 2.89 0.00 Aumentada
GO:0047474- [MF] long-chain fatty acid luciferin component ligase activity 1.45 0.00 Aumentada
GO:0008883: [MF] ghitamyl-tRNA reductase activity 0.83 0.00 Aumentada
GO:0050538; [MF] N-carbamovl-L-amino-acid hydrolase activity 1.19 0.00 Aumentada
GO:0004655: [MF] porphobilinogen synthase activity 0.76 0.00 Aumentada
GO:0009973: [MF] adenylyl-sulfate reductase activity 257 0.00 Aumentada
GO:001541%: [MF] sulfate transmembrane-transporting ATPase activity 0.64 0.00 Aumentada
GO:0017040: [MF] ceramidase activity B o Reduzida
GO-0042236° [MF] glutamate-1-semialdehvde 2 1-aminomutase activity 0.84 0.00 Aumentada
GO:0015668: [MF] Tvpe III site-specific deoxyribonuclease activity 347 0.00 Aumentada
GO:0047732: [MF] CDP-abequose epimerase activity 2.67 0.00 Aumentada
FUNCAO MOLECULAR (T_DEP_ANS) LOG2  p.value Abundancia
GO:0008146; [MF] sulfotransferase activity 2.74 0.00 Aumentada
GO:0016744: [MF] transferase activity, transferring aldehvde or ketonic groups 2.05 0.00 Aumentada
GO:0047407: [MF] ADP-ribosyl-[dinitrogen reductase] hydrolase activity _ 0.00 Reduzida
GO:0043908: [MF] Ser(Glv)}-RNA(Ala) hydrolase activity -021 0.00 Reduzida
GO:0046335: [MF] acetvlxylan esterase activity 1.32 0.00 Aumentada
GO:0003873: [MF] 6-phosphofructo-2-kinase activity 1.58 0.00 Aumentada
GO:0004435: [MF] phosphatidvlinositol phospholipase C activity -1.24 0.00 Reduzida
GO:0015391: [MF] D-ribose transmembrane transporter activity 1.07 0.00 Aumentada
GO:0016774: [MF] phosphotransferase activity, carboxyvl group as acceptor 1.40 0.00 Aumentada
GO:0016874: [MF] ligase activity 014 0.00 Aumentada
GO:0051499: [MF] D-aminoacylHRNA deacylase activity -0.26 0.00 Reduzida
GO:00535041: [MF] cvclopentanol dehvdrogenase activity _ 0.00 Aumentada
GO:001917%: [MF] dTDP-4-amino-4.6-dideoxy-D-glucose transaminase activity 2.76 0.00 Aumentada
GO:0008733: [MF] L-arabinose isomerase activity 0.35 0.m Aumentada
GO:0000224: [MF] peptide-N4-(N-acetyl-beta-ghicosaminvl)asparagine amidase activity 1.37 0.04 Aumentada

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
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Anexo 3.8 Termos do Kegg orthology diferentemente abundantes no grupo T_DEP e
T _DEP_ANS.

KEGG ORTHOLOGY (T_DEP) LOG2  p.value Abundancia
K02977: small subunit ribosomal protein 327Ae _ 0.00 Aumentada
K06397: stage III sporulation protein AH 1.44 0.00 Aumentada
K0836%: MFS transporter, putative metabolite:H+ svmporter 3ol 0.00 Aumentada
K02108: F-type H+-transporting ATPase subumit a 1.11 0.00 Aumentada
K02026: multiple sugar transport systemn penmease protein 1.43 0.00 Aumentada
K00337: NADH-quinone oxidoreductase subunit H [EC:1.6.5.3] EE 000 Reduzida
K01628: L-fuculose-phosphate aldolase [EC:4.1.2.17] 1.82 0.00 Aumentada
K01515: ADP-ribose pyrophosphatase [EC:3.6.1.13] 1.26 0.00 Aumentada
K01693: imidazoleglycerol-phosphate dehydratase [EC4.2.1.19] 1.89 0.00 Aumentada
K02435: aspartylMENA(Asn)/ glutamylHENA({Gln) amidotransferase subunit C 1.53 0.00 Aumentada
K 03529 chromosome segregation protein 142 0.00 Aumentada
K07335: basic membrane protein A and related proteins 1.65 0.00 Aumentada
K 17723: dihydropyrimidine dehydrogenase (NAD+) subunit PreA [EC:1.3.1.1] 225 0.00 Aumentada
K03087: RNA polymerase nonessential primary-like sigma factor 479 0.00 Aumentada
K01613: phosphatidvlserine decarboxyvlase [EC:4.1.1.65] _ 0.00 Reduzida
KEGG ORTHOLOGY (T_DEP_ANS) LOG2  p.value Abundincia
K00873: pyruvate kinase [EC:2.7.1 40] 0.00 Reduzida
K01661: naphthoate synthase [EC:4.1.3.36] 0.00 Aumentada

K00134: glvceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase [EC:1.2.1.12] 1.69 0.00 Aumentada

K06217: phosphate starvation-mducible protein PhoH and related proteins 0.00 Reduzida
K00337: NADH-quinone oxidoreductase subunit H [EC:1.6.5.3] 0.00 Redurida
K11191: PTS system, N-acetvlmuramic acid-specific IIB component [EC:2.7.1.192] 0.00 Aumentada
K11192: PTS system, N-acetylmuramic acid-specific IIC component 0.00 Aumentada

K00865: glycerate 2-kinase [EC:2.7.1.163] 1.29 0.00 Aumentada
K00031: isocitrate dehydrogenase [EC:1.1.1.42] 0.00 Reduzida

K02198: cytochrome c-type biogenesis protein CemF 0.00 Aumentada
K02835: peptide chain release factor RF-1 0.67 0.00 Aumentada

K07312: putative dimethyl sulfoxide reductase subunit YnfH (DMSO reductase 0.00 Aumentada
K00059: 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase [EC:1.1.1.100] 0.00 Reduzida
K00240: Fsuccmarte dehydrogenase / fimarate reductase, iron-sulfir subunit 0.00 Reduzida
[EC:1.3.5113.54]

K00342: NADH-quinone oxidoreductase subunit M [EC:1.6.5.3] 0.00 Reduzida

Fonte: Desenvolvido pela prépria autora (2022).

Anexo 3.9 Termos do pfam diferentemente abundantes no grupo T_DEP e T_DEP_ANS.

75



pfam (T DEP) LOG2 p-value Abundincia
PFO1077: Nitrite and sulphite reductase 4Fe-45 domain 0.87 0.00 Aumentada
PF0O1887: S-adenosyl-l-methionine hydroxide adenosyltransferase 344 0.00 Aumentada
PF03460: Nitrite/Sulfite reductase ferredoxin-like half domain 0.88 0.00 Aumentada
PFO4447: Protein of unknown function (DUF330) 4.09 0.00 Aumentada
PF08267: Cobalamin-independent synthase, N-terminal domain 131 0.00 Aumentada
PF09642: YorK protein PR .00 Aumentada
PF10054: Predicted periplasmic lipoprotein (DUF2291) 3.49 0.00 Aumentada
PF13411: MerR HTH family regulatory protein PGS .00 Aumentada
PF13946: Domain of unknown function (DUF4214) 3.88 0.00 Aumentada
PF14040: Deoxyribonuclease NucA/NucB Daee  0.00 Aumentada
PF16729: Domain of unknown function (DUF3067) 1.36 0.00 Aumentada
PF00490: Delta-aminolevulinic acid dehydratase 0.80 0.00 Aumentada
PF00553: Cellulose binding domain 125 0.00 Aumentada
PFO4443: Acyl-protein synthetase, LuxE 1.40 0.00 Aumentada
PF04679: ATP dependent DNA ligase C terminal region PEEE 000 Aumentada
pfam (T_DEP_ANS) LOG2 p-value Abundancia
PF04466: Phage terminase large subunit -1.08 0.00 Reduzida
PF08535: KorB domain e 0.00 Reduzida
PF13514: AAA domain 203 0.00 Aumentada
PF14393: Domain of unknown function (DUF4422) -0.91 0.00 Reduzida
PF16283: Domain of unknown function (DUF4929) 221 0.00 Aumentada
PF01389: OmpA-like transmembrane domain s 0.00 Aumentada
PF(01391: 6-phosphofructo-2-kinase 1.54 0.00 Aumentada
PF02585: GlcNAc-PI de-N-acetylase 0.39 0.00 Aumentada
PF14258: Domain of unknown function (DUF4350) 0.89 0.00 Aumentada
PF14386: Domain of unknown function (DUF4417) -1.70 0.00 Reduzida
PF00036: EF hand 1.96 0.05 Aumentada
PF00171: Aldehyde dehvdrogenase family -0.34 0.035 Reduzida
PF00182: Chitinase class T S 004 Reduzida
PFO0206: Lyase 0.08 0.05 Aumentada
PF00277: Serum amyloid A protein S o4 Reduzida

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
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Anexo 3.10 Vias metabdlicas diferentemente abundantes no grupo T DEPe T DEP_ANS.

Vias Metabolicas (T DEP) LOG2 p-value Abundincia
HSERMETANA-PWY: L-methionine biosynthesis 111 0.39 0.01 Aumentada
PWY-5101: L-isolencine biosynthesis IT S 0.0 Aumentada
PWY-3188: tatrapvrrole biosynthesis T (from glutamate) 0.80 0.00 Aumentada
PWY-7315: dTDP-N-acetylthomosamine biosynthesis 1.85 0.00 Aumentada
RUMP-PWTY: formaldehvde oxidation I 399 0.00 Aumentada
PWY-1861: formaldehyde assimilation IT (RuMP Cycle) 192 0.01 Aumentada
PWY0-1297: superpathway of purine deoxyribomicleosides degradation 1.19 0.01 Aumentada
ASPASN-PWY: superpathway of L-aspartate and L-asparagine biosvnthesis _ 0.02 Reduzida
FUCCAT-PWY: fucose degradation 0.74 0.02 Aumentada
GLUCONEOQ-PWTY: gluconsogenesis [ 0.24 0.04 Aumentada
GLYCOGENSYNTH-PWTY: glycogen biosynthesis I (from ADP-D-Glucose) 0.29 0.03 Aumentada
GOLPDLCAT-PWTY: superpathway of glycerol degradation to 1,3-propanediol 1.34 0.04 Aumentada
NONOXIPENT-PWTY: pentose phosphate pathway (non-oxidative branch) 0.34 0.02 Aumentada
PRPP-PWTY: superpathway of histidine, purine, and pyrimidine biosynthesis 0.53 0.03 Aumentada
PWY-2004: superpathway of L-citrulline metabolism 182 0.03 Aumentada
PWY-5030: L-histidine degradation IIT 0.05 Reduzida
PWY-3100: pyruvate fermentation to acetate and lactate 1T 0.02 Aumentada
PWY-6147: 6-hydroxymethyl-dihvdropterin diphosphate biosynthesis 1 0.03 Reduzida
PWY-6470: peptidoglycan biosynthesis V (&beta;-lactam resistance) 0.04 Aumentada
PWTY-6471: peptidoglycan biosynthesis IV (Enterococcus fascium) 0.01 Aumentada
PWY-7196: superpathway of pyrimidine ribonucleosides salvage 0.02 Aumentada
PWY-7539: 6-hydroxymethyl-dihydropterin diphosphate biosynthesis 11T 0.04 Redurida
PWY66-409: superpathway of purnine nucleotide salvage 0.02 Aumentada
Vias Metabolicas (T_DEP_ANS) LOG2 p-value Abundancia
PWY-7316: dTDP-N-acetylviosamine biosynthesis 0.00 Aumentada
GALA.CT-GLUCUROCAT-P“’& - superpathway of hexuronide and hexuronate 0.04 Reduzida
degradation
GALACTURCOCAT-PWTY: D-galacturonate degradation I 0.02 Reduzida
PWY-4984: urea cvcle 0.03 Reduzida
PWY-3004: superpathway of L-citrulline metabolism 2.09 0.03 Aumentada
PWY-6478: GDP-D-glycero-&alpha;-D-manno-heptose biosynthesis 217 0.02 Aumentada
PWY-6507: 4-deoxy-L-threo-hex-4-enopyranuronate degradation B 002 Reduzida
PWY-6372: chondroitin sulfate degradation I (bacterial) 1.00 0.05 Aumentada
PWY-7371: 1 4-dihvdroxv-6-naphthoate biosynthesis 11 1.74 0.05 Aumentada

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
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Anexo 3.11 Vias metabdélicas diferentemente abundantes no grupo T DEP e T DEP_ANS por

categoria.
Abundincia Abundincia
T DEF Aumentada Reduzida Total i
Amino Acids Biosynthesis 3 1 4 17.4%
Cofacforsﬁ.Pro.sﬂleM Gr.oups_ Electron Carriers Biosynthesis 1 2 3 13.0%
and Vitamin Biosynthesis
Carbohydrate Biosynthesis 3 0 3 13.0%
C1 Compounds Utilization and A ssimilation 3 0 3 13.0%
Nucleoside and Nucleotide Biosynthesis 2 0 2 8.7%
Carbohydrate Degradation 1 ] 1 4.3%
Secondary Metabolite Biosvathesis 1 ] 1 4.3%
Carboxylate Degradation 1 0 1 4.3%
Outros 4 1 5 21.7%
19 4 23 100%
- Abundincia Abundiincia
T_DEP_ANS Aumentada Reduzida Total i
Carbohydrate Biosynthesis 2 0 2 22.2%
Amino Acids Biosynthesis 1 0 1 11.1%
Cofac"forﬁ.Pro?ﬂleuc G1.'oup5_ Electron Carriers Biosynthesis { 0 1 11.1%
and Vitamin Biosynthesis
Carbohvdrate Degradation 1 ] 1 11.1%
Secondary Metabolite Biosvnthesis 0 1 1 11.1%
Carboxylate Degradation 0 1 1 11.1%
Inorganic Nuirients Metabolism ] 1 1 11.1%
Outros 0 1 1 11.1%
5 4 9 100%

Fonte: Desenvolvido pela propria autora (2022).
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