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RESUMO

A microbiota humana consiste em cerca de 10-100 trilhões de células microbianas
simbióticas, 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 e com
o ambiente. Em um indivíduo saudável, a microbiota patogênica e simbiótica coexistem sem
problemas. Porém, o MB é dinâmico e muda influenciado por diferentes fatores, como dieta,
uso de antibióticos, doenças entre outros. Se houver um distúrbio nesse equilíbrio ocorre a
disbiose, interrompendo essas interações normais. Como resultado, o corpo pode se tornar
mais suscetível às doenças. A depressão (DEP) é um transtorno psiquiátrico altamente
prevalente, afetando o indivíduo de diferentes formas e pode ser acompanhada por outras
perturbações psiquiátricas, tais como ansiedade (ANS). Os mecanismos biológicos
envolvidos na DEP e ANS ainda não são bem compreendidos, mas a relação entre a
DEP/ANS e as alterações na microbiota já é amplamente aceita. Neste trabalho, avaliamos o
microbioma intestinal (MBI) de 29 indivíduos saudáveis (CON) e 29 pacientes afetados pela
DEP e DEP/ANS da população 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 abundância taxonômica e funcional das amostras. Posteriormente,
com o pacote MaAsLin2 foi realizada uma análise diferencial de abundância para procurar
possíveis alterações significativas entre grupos (p < 0,05). O perfil da MBI de pacientes da
população brasileira utilizada como controle é composta majoritariamente por Bacteroidetes e
Firmicutes em nível de filo, Bacteroides, Prevotella, Alistipes, Faecalibacterium,
Parabacteroides, Eubacterium e Roseburia em nível de gênero. O perfil da microbiota de
pacientes da população Brasileira acometida por DEP e DEP/ANS é composta
majoritariamente por Bacteroidetes e Firmicutes em nível de filo, Bacteroides, Prevotella,
Alistipes, Faecalibacterium, Parabacteroides, Eubacterium e Akkermansia em nível de
gênero. Foram encontrados um total de 95 táxons em abundância diferencial entre pacientes
CON vs DEP e CON vs DEP/ANS. O filo Bacteroidetes mostrou uma abundância reduzida
em pacientes DEP, Bacteroides spp. estão envolvidos na produção de metabolitos relevantes
para a DEP, tais como GABA. Diferentes estudos apontam para uma associação entre DEP e
deficiência GABAérgica. Ainda, foram encontradas 32 vias diferencialmente abundantes.
Pacientes com DEP, apresentaram alterações em diferentes vias relacionadas com
metabolismo de carboidratos/aminoácidos e relacionadas com energia. O equilíbrio energético
desempenha um papel essencial no funcionamento biológico normal e o eixo
Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) participa na regulação de diferentes sistemas, incluindo
o sistema metabólico. Alterações no metabolismo do açúcar e no metabolismo energético
podem ser resultado de distúrbios no eixo HPA. Desta forma, é possível concluir que
indivíduos acometidos com DEP e ANS podem apresentar diversas alterações no microbioma
intestinal. Alterações essas, que podem impactar o sistema imunológico afetando o indivíduo
de uma maneira psíquica, mas também física. As nossas descobertas corroboram pesquisas
anteriores e podem servir de base para uma maior compreensão do desenvolvimento da DEP e
da ANS, especialmente em pacientes da população brasileira.

Palavras-chave: shotgun, metagenômica, metabolismo energético, metabolismo de aminoácidos



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.INTRODUÇÃO

1.1 Microbioma intestinal

A microbiota humana consiste em cerca de 10-100 trilhões de células microbianas

simbióticas, 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 e com o ambiente (THE

MICROSETTA INITIATIVE, 2021). Em um indivíduo saudável, a microbiota patogênica e a

microbiota simbiótica coexistem sem problemas. Porém, o MB é dinâmico e influenciado por

diferentes fatores: dieta, uso de medicamentos, doenças, entre outros. Um intestino humano

saudável pode abrigar até 1.000 espécies diferentes de bactérias, compreendendo dois filos

principais: Bacteroidetes e Firmicutes (AMON; SANDERSON, 2017). Contudo, um distúrbio

nesse equilíbrio leva a condição de disbiose (desequilíbrio entre a microbiota patogênica e a

simbiótica), interrompendo essas interações normais. Como resultado, o corpo pode se tornar

mais suscetível a doenças (SCHOOL OF PUBLIC HEALTH, 2021).

​​É de grande importância entender quais consequências as mudanças na composição do

MB podem ter para a saúde humana e susceptibilidade a doenças. Com o avanço de técnicas

de sequenciamento e de bioinformática, já é possível conhecer o microbioma humano (MBH)

e inferir a sua relação com a saúde (URSEL et al, 2012). O MBH apresenta uma diversidade

de sinais e funções moleculares, que podem ser indicativos de saúde do indivíduo

(PETROSINO, 2018). O microbioma intestinal (MBI) participa desde a digestão e absorção

de nutrientes, como também na síntese e produção de substratos como ácidos graxos de

cadeias curtas (SCFAs) e enzimas (CRESCI; IZZO, 2019). Os SCFAs são extremamente

importantes para modular respostas imunológicas e como fonte de energia, produção de

vitaminas e neurotransmissores (UNGER et al., 2016).

O MB é mais uma importante fonte de informações dentro do que chamamos de

medicina de precisão. Diferentes espécies e cepas podem estar associadas a diferentes doenças

e fenótipos, sendo fundamentais para compreender condições complexas. Isso se dá em

virtude da capacidade do MB modular o sistema imunológico do hospedeiro, influenciar nos

níveis de inflamação do intestino e interferir em processos neurológicos, endócrinos e

fisiológicos (KUNTZ; GILBERT, 2017). Porém, relacionar níveis taxonômicos com doenças
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nem sempre é algo concordante. A análise de genes, vias metabólicas e funções moleculares

presentes na diversidade da microbiota se torna uma necessidade (PETROSINO, 2018).

Compreender como cada indivíduo, ou um grupo de indivíduos com determinado perfil

respondem a doença auxiliará em futuros prognósticos e tratamentos, obtendo melhorias nos

impactos da clínica médica (KUNTZ; GILBERT, 2017).

Pesquisas que associam doenças complexas com o MB já são 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 à

imunoterapia contra o câncer (melanoma). O gênero bacteriano Faecalibacterium apresenta

uma associação positiva em resposta à terapia, enquanto Bacteroidales possui uma associação

negativa (GOPALAKRISHNAN et al., 2018). Pesquisas como essas, que busquem entender

as relações entre doença e o MB, podem favorecer a aplicação da medicina de precisão.

Principalmente, com a modulação da MB do hospedeiro com intuito de estimular uma

resposta sistêmica a diferentes sintomas e doenças que acometem os indivíduos. Em 2018,

Zhu e colaboradores demonstraram que a modulação do MB pode ser utilizada como um

tratamento efetivo para doença inflamatória gastrointestinal.

Contudo para que pesquisas como essa continuem sendo realizadas, dados

provenientes de sequenciamento metagenômico são necessários. Hoje diversos bancos de

dados públicos 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 metagenômico shotgun de MB são mais

escassos, e não existem dados representativos da população brasileira. Isso acaba sendo uma

barreira visto que, hoje já sabemos que cada população possui um MB característico, bem

como respostas diferentes aos mesmos estímulos (AMON; SANDERSON, 2017; A

GILBERT et al., 2018) A. Dessa forma, para buscar tratamentos e resultados mais assertivos,

estudar a nossa população se faz fundamental.

É imprescindível que pesquisas sobre como o MB afeta as doenças sejam realizadas de

forma contínua, pois somente dessa forma será possível compreender todo potencial do MB

na sua utilização para a medicina de precisão.
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1.2 Depressão, Ansiedade e Eixo intestino-cérebro

Depressão (DEP) é uma doença extremamente prevalente em todo o mundo, e que se

caracteriza por afetar o indivíduo em seu modo de sentir, pensar e agir, trazendo grande

sofrimento para o indivíduo bem como para a família. Quadros depressivos estão associados à

mortalidade por suicídio. O indivíduo pode apresentar tristeza persistente, sentimentos de

desesperança e/ou pessimismo, sentimentos de culpa, perda de interesse em atividades que

antes eram prazerosas, dificuldade de concentração, entre outros. Para que o diagnóstico seja

concluído, 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 doença pode-se destacar: histórico

familiar, estresse ou traumas, certas doenças físicas e medicamentos. A DEP afeta a

população globalmente, porém mulheres são mais propensas a ter DEP do que os homens

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

Figura 1. Prevalência de transtornos depressivos (% da população) por região e sexo. Gráfico de barras

demonstrando a prevalência de transtornos depressivos por região e área. No eixo x as regiões, no eixo y a

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

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017

Muitas vezes a DEP pode vir acompanhada de outros transtornos psiquiátricos como o

transtorno ansiedade generalizada (ANS). A ANS é um transtorno psiquiátrico crônico

comum caracterizado por preocupação excessiva e sintomas de excitação fisiológica, como
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inquietação, insônia e tensão muscular (HOGE et al., 2012). Para ser diagnosticada, deve

durar pelo menos seis meses e ser acompanhada de pelo menos três dos seguintes sintomas:

inquietação, irritabilidade, fatigabilidade, perturbação do sono, tensão muscular e/ou

dificuldade de concentração (APA GUIDE, 2013). Sabe-se ainda da forte associação do

comportamento suicida com transtornos psiquiátricos (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. Prevalência de transtornos de ansiedade (% da população) por região e sexo. Gráfico de barras

demonstrando a prevalência de transtornos depressivos por região e área. No eixo x as regiões, no eixo y a

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

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017

Um estudo realizado em 2017, pela Organização Mundial da Saúde - OMS apontou

que o Brasil está no quinto lugar em prevalência de DEP na população e em primeiro lugar na

prevalência de ANS (Tabela 1). As regiões com maior prevalência também apresentaram

maior número de suicídios (BONADIMAN, 2020).

Tabela 1. Prevalência de desordens depressivas e de ansiedade por país. Tabela demonstrando a

prevalência de desordens por país. Na coluna Localidade encontram-se os países dos quais se referem a
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prevalência. Na coluna Desordens Depressivas o número de indivíduos com algum transtorno depressivo e

sua respectiva prevalência. Na coluna Desordens de Ansiedade o número de indivíduos com algum

transtorno de ansiedade e sua respectiva prevalência. Em verde destacam-se os dados referente a

prevalência no Brasil.

Fonte: Tabela adaptada do WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017.

Embora a DEP seja uma condição comum, os mecanismos biológicos envolvidos por

trás da doença ainda não estão bem esclarecidos. Diversos estudos e pesquisas tentaram

associar a disfunção em sistemas de neurotransmissores, anormalidades neuro anatômicas

entre outros, porém nenhuma dessas hipóteses conseguiu explicar completamente os

mecanismos envolvidos com a DEP (BERLIM; TURECKI, 2007; GUILLOUX et al., 2012).

Pesquisas demonstram evidências da conexão existente entre cérebro e intestino. Por

mais que essa relação entre a DEP e alterações na MBI ainda sejam um pouco complexas,

essa ligação já é amplamente aceita (DINAN; CRYAN, 2012 ; SANADA et al., 2020),

sugerindo que a MBI pode estar modulando os sintomas depressivos por meio da

comunicação bidirecional do eixo intestino-cérebro ( DINAN; CRYAN, 2012 ; FOSTER E

MCVEY NEUFELD, 2013).

A comunicação entre a MBI e o sistema nervoso pode ser realizada através de

mecanismos neurais, hormonais ou imunológicos. Diversos compostos neuroativos são

gerados pelas bactérias como catecolaminas, norepinefrina, dopamina, histamina e serotonina,

ácido gama-aminobutírico (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 têm uma composição de microbiota fecal diferente em comparação a pacientes

controles, apresentando um aumento dos filos Bacteroidetes, Proteobacteria e diminuição de

Firmicutes.

A prevalência desses filos pode ser importante para a saúde mental devido à produção

de SCFA (VAN DE WOUW et al., 2018). Os SCFAs são importantes para manter a barreira e

integridade intestinal, e alterações na sua produção podem prejudicar a resposta imunológica

(MORRIS et al., 2017). Naseribairoufei e colaboradores (2014) demonstraram que o gênero

Oscillibacter estava associado ao fenótipo depressivo e o ácido valérico (SFCA) atuava de

maneira semelhante ao GABA o que sugeriria um envolvimento direto na DEP.

Transtornos de DEP sofrem grande influência de vias de estresse, como o eixo

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), e muitas dessas vias podem ser fortemente modificadas

pela composição do MBI (LUO et al., 2018; SUDO et al., 2004). O eixo HPA é um

mecanismo neuroendócrino de resposta ao estresse, e anormalidades no eixo HPA têm sido

relatadas em pacientes com transtornos psiquiátricos (HOLTZHEIMER, NEMEROFF, 2006).

Alterações nas vias de estresse mobilizam as células imunológicas que desencadeiam um

processo estressor. Há um aumento da permeabilidade epitelial intestinal para aumentar a

disponibilidade de água e sódio e devido à maior permeabilidade, endotoxinas podem entrar

na circulação e iniciar uma resposta imunológica que é denominada “endotoxemia”

(PUNDER; PRUIMBOOM, 2015). Essa resposta desencadeia a produção de citocinas

pró-inflamatórias do cérebro (GATTI; BARTFAI, 1993, LAYE; PARNET; GOUJON;

DANTZER, 1994) o que pode influenciar diretamente na manifestação de sintomas e

comportamentos depressivos.

Figura 3. Eixo intestino-cérebro. Esquema gráfico demonstrando as possíveis formas de conexão e

comunicação entre o intestino e o cérebro. 1. Comunicação intestino cérebro via nervo-vagus. 2. Eixo

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) de resposta ao estresse. 3. Produção de metabólitos bacterianos que

podem afetar o sistema imune. 4. Produção de neurotransmissores. 5. Via de metabolismo do triptofano

que é precursor de serotonina. 6. Barreira intestinal que fornece proteção evitando processos

inflamatórios no intestino. 7. Microorganismos que habitam a microbiota intestinal.
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Fonte: Adaptado de AVERINA et al. 2020

Desta forma, estudos e pesquisas que busquem compreender melhor os elos de ligação

e como se dá a influência do eixo intestino-cérebro, são cada vez mais importantes, pois

podem trazer respostas e indícios de como a DEP se manifesta e impacta fisicamente no

metabolismo do indivíduo afetado.

1.3 Sequenciamento Shotgun (Whole Genome sequencing Shotgun)

O sequenciamento metagenômico Shotgun é uma técnica que permite identificar

diferentes organismos e a sua abundância no MB sequenciado. A técnica de sequenciamento

mais popular - 16S - sequenciamento de amplicons, permite que uma comunidade seja

20



amostrada e dela o DNA é extraído de todas as células. Após um marcador genômico de

interesse, comum a praticamente todos os organismos, é então direcionado e amplificado por

PCR. Os amplicons resultantes são sequenciados e caracterizados através de ferramentas

bioinformáticas para determinar quais microorganismos estão presentes na amostra e em que

abundância relativa. Embora esse método seja poderoso, ele possui algumas limitações, como

o fato de não ser possível atribuir as funções biológicas associadas aos táxons encontrados

(SHARPTON, 2014). Nesse sentido surge o sequenciamento metagenômico Shotgun, o qual

novamente temos a extração do DNA de todas as células de uma comunidade. Mas, ao invés

de amplificar apenas fragmentos específicos, temos todo o DNA dividido em pequenos

fragmentos que são sequenciados de forma independente. Isso resulta em sequências de DNA

(leituras) que se alinham a várias regiões dos genomas presentes na amostra. Alguns dessas

leituras serão amostrados a partir de loci genômicos taxonomicamente informativos e outros a

partir de sequências de codificação. O resultado dessa técnica nos permite responder além de

quais microorganismos estão presentes, mas também quais são as suas funções biológicas

(SHARPTON, 2014).

1.4 Estado da Arte

A organização da saúde considera transtornos psiquiátricos como o transtorno

depressivo, os mais onerosos dentro da sociedade, podendo se tornar a principal fonte de

incapacidade do mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). São doenças

multifatoriais, complexas que podem afetar diversos órgãos e sistemas causando prejuízos a

qualidade de vida do indivíduo e sendo a causa principal de suicídios . Com isso, diversas

pesquisas surgiram trazendo achados importantes que começam a esclarecer alguns dos

mecanismos importantes da ligação entre o cérebro e o intestino (Tabela 2).

A pesquisa médica utiliza comumente uma espécie de animal como modelo com

intuito de reproduzir características fisiológicas e comportamentais do homem, sendo os

roedores os mais utilizados para experimentos relacionados ao estresse e depressão/ansiedade

(SILVA et al, 2012). Estudos relataram que ratos submetidos a estresse crônico tiveram

respostas do comportamento semelhantes a sintomas da DEP. Foi observado um aumento no

filo Actinobactérias e uma diminuição do filo Tenericutes, já em nível de gênero 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 crônico. Já em humanos, Naseribafrouei e colaboradores em

2014 relataram que pacientes com DEP apresentavam uma diminuição no filo Bacteroidetes e

aumentos nos gêneros Alistipes e Oscilibacter. Rong e colaboradores em 2019 corroboraram o

achado de diminuição 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 alterações significativas na composição da

microbiota intestinal de pacientes com DEP e DEP/ANS. Os mais importantes e numerosos

achados em nível de filo são um aumento de Bacteroidetes, Actinobacteria e Verrucomicrobia

e diminuição de Firmicutes, enquanto gênero Alistipes, Oscilibacter, Blautuia, Arkkemmansia

e Ruminococcus foram os mais encontrados, variando a sua abundância (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 fármacos, genética do indivíduo entre outros

também podem estar influenciando diretamente na resposta à doença.
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Tabela 2 Principais trabalhos clínicos da literatura científica relacionados à microbiota, depressão e ansiedade. Na coluna um o autor principal e o ano de publicação. Na coluna dois os filos

e gêneros apontados nas pesquisas. Na coluna três os possíveis metabólitos envolvidos e na coluna quatro o transtorno a que se refere. SFCA: ácidos graxos de cadeia curta.

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 população

mundial, a pandemia do SARS-CoV-2 também trouxe novas consequências no que diz

respeito à saúde mental. No Brasil, a região Sul chama atenção pelo alto índice de prevalência

de doenças mentais. Desta forma, entender a forma como essa doença se relaciona com a

microbiota pode trazer novas perspectivas, e elucidar como a doença age no organismo do

indivíduo. Futuros tratamentos podem se beneficiar deste conhecimento e garantir uma

melhor prática clínica, resultando  em  maior benefício para a população.

3.OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estabelecer um perfil de abundância de táxons e vias metabólicas do MB de

indivíduos controle e acometidos com depressão e ansiedade na população brasileira.

3.2 Objetivo específicos

● Definir padrões de abundância da microbiota em nível de espécie e gênero para

indivíduos controles, com depressão e ansiedade;

● Inferir padrões de abundância diferencial para táxons, genes e vias metabólicas;

● Relacionar vias e genes com o fenótipo de  diagnóstico de depressão e ansiedade.

4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Fluxograma de metodologia

Figura 4. Fluxograma da metodologia resumindo os passos realizados na presente pesquisa.
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Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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4.2 Dados de sequenciamento de amostras biológicas

As amostras selecionadas para o procedimento de sequenciamento shotgun foram

disponibilizadas em formato fastq pelo laboratório Biogenetika, localizado na cidade de

Florianópolis-SC, que comercializa testes de DNA e MBI. A escolha dos pacientes se deu

através dos questionários pré-coleta preenchidos pelos mesmos (Anexo 2.1) nos quais foram

selecionadas duas características:

1- Pacientes sem  diagnóstico de nenhuma doença e nenhum sintoma.

2- Pacientes que marcaram que possuíam diagnóstico de depressão e/ou ansiedade .

Ao final da seleção o N amostral total resultou em 58 amostras de MB fecal, sendo

destas 29 amostras de indivíduos com diagnóstico de depressão e/ou ansiedade e 29 amostras

de indivíduos controle/saudáveis. Para análise as amostras foram separadas em três grupos:

CON - grupo de pacientes saudáveis, sem sintomas e sem diagnóstico de nenhuma

doença.

T_DEP - pacientes diagnosticados com transtorno depressivo e sem diagnóstico de

transtorno de ansiedade.

T_DEP_ANS - pacientes diagnosticados com transtorno depressivo e com diagnóstico

de transtorno de ansiedade.

4.3 Análises de Bioinformática

4.3.1 Tratamento dos dados, Análise Taxonômica e Funcional

Para essas etapas foram utilizadas ferramentas do bioBakery3 e o software

MetaWRAP (URITSKIY, G.v.,2018). Biobakery3 é uma coleção de diferentes ferramentas

computacionais que permitem realizar de controle de qualidade a análise taxonômica e

funcional(BEGHINI, F. et al, 2020).

Após o sequenciamento das amostras, os arquivos fastq passaram por um

pré-processamento que consiste em verificar a qualidade do procedimento e a presença de

leituras contaminantes, nesse caso, dados provenientes de DNA humano. Para esse processo

foi utilizado o módulo Read_QC do MetaWRAP. Este destina-se a pré-processar leituras

brutas de sequenciamento Illumina. As leituras foram cortadas levando em conta o conteúdo

dos adaptadores e as notas PHRED de cada base, pontuado com a configuração padrão de

26



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 versão Hg38) com

o módulo BMTagger (ROTMISTROVSKY, K; AGARWALA, R., 2011), para remover

contaminação. Os pares de leitura em que apenas uma leitura (leituras órfãs) foi alinhada ao

genoma do hospedeiro também foram removidos. Após, o FASTQC (ANDREWS, S. 2010)

foi utilizado para avaliar a qualidade dos conjuntos de leitura bruta e final (URITSKIY,

G.,2018).

Para análise taxonômica, o programa Metaphlan (Metagenomic Phylogenetic

Analysis) foi utilizado (BEGHINI, F. et al, 2020). O Metaphlan traça o perfil de composição

das comunidades microbianas, especificamente de dados de sequenciamento shotgun. Para

isso ele utiliza marcadores específicos de clado, e cerca de ~ 1,1 milhões de genes marcadores

específicos armazenados no banco de dados CHOCOPhlAn (BEGHINI, F. et al, 2020). Além

das configurações padrões foram utilizados os parâmetros adicionais: --add_viruses e --biom

-t.

A análise funcional foi realizada pelo Humann3 (BEGHINI, F. et al, 2020), que é um

método para traçar o perfil e abundância de vias metabólicas microbianas, além de outras

funções moleculares a partir de dados de sequenciamento metagenômico. Para isso foram

utilizados os parâmetros adicionais --taxonomic-profile, --tax_lev a e --add_viruses

(BEGHINI, F. et al, 2020).

4.3.2 Análise de Abundância Diferencial de táxons e vias

Após o tratamento dos dados e análise taxonômica e funcional, foi realizada uma etapa

de abundância diferencial de táxons. Foram verificadas as diferenças nas abundâncias entre o

grupo controle e o grupo com DEP. Essa etapa foi realizada pelo pacote MaAsLin2

(MALLICK, H. et al, 2021), disponível no consórcio Biocondutor . O pacote MaAsLin2 faz

parte do grupo de ferramentas da biobakery3 e é utilizado para determinar a associação

multivariável entre fenótipos, ambientes, exposições, covariáveis ​​e características

metagenômicas microbianas.

A comparação realizada foi CON versus T_DEP e CON versus T_DEP_ANS. Para

abundância diferencial de táxons, não foi utilizado nenhum método de normalização visto que

os resultados já estão normalizados em abundância relativa. Para os genes e as vias

metabólicas, o método de normalização TMM (Trimmed Mean of M -values) foi adotado,
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removendo os que não obtiveram classificação. O algoritmo utilizado na análise de expressão

diferencial de todos os grupos foi o CPLM (Compound Poisson). Táxons, genes e vias com

p.value <0.05 foram considerados significativos quanto à abundância diferencial.

Genes encontrados foram anotados nos bancosn Gene Ontology (categorias: Processos

Biológicos e Funções Moleculares), Kegg Orthology e Pfam (ASHBURNER et al., 20005;

KANEHISA et al., 2016; MISTRY et. al., 2021) Para as vias metabólicas, a anotação

funcional foi baseada no banco Metacyc (CASPI et al., 2014).

4.3.3 Análise de diversidade alfa, beta e índice de saúde

A análise de diversidade alfa foi realizada a nível de espécie através do pacote de R

phyloseq (HOLMES; P., 2013) através da função estimate_richness. O teste de

Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar as diferenças de diversidade entre os grupos.

Para diversidade beta foi utilizada a função ordinate() do mesmo pacote, com os parâmetros

method="PCoA", distance=dist_bray.

4.3.4 Testes estatísticos

As diferenças entre médias foram testadas utilizando o teste não paramétrico de

Kolmogorov-Smirnov.

4.3.5 Visualização de dados

Para visualização gráfica foi utilizado o pacote R ggplot2 (WICKHAM, 2011), e o

pacote Python matplotlib (HUNTER, 2007).

5. RESULTADOS

5.1 Análise exploratória 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 indivíduos controles. Nos três grupos foi

encontrada uma predominância 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)
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Tabela 3 Metadados dos pacientes. Na coluna Amostra e Grupo a identificação 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 são referente a questionários que não apresentavam a identificação. A coluna Doença diagnosticada refere-se a todas as doenças que

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

data em que foi realizada a coleta da amostra.

Amostra Grupo Idade

Categoria de

Idade Sexo UF Doença Diagnosticada Sintomas Relatados

Mês da

Coleta

CON_1 CON 32 De 31 até 35 anos F SC - - fev./19

CON_10 CON 40 De 36 até 40 anos F SC - - fev./20

CON_11 CON 76 Acima de 61 anos F SC - - fev./20

CON_12 CON 51 De 51 até 55 anos F SP - - mai./20

CON_13 CON 72 Acima de 61 anos F RJ - - out./20

CON_14 CON 59 De 56 até 60 anos 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 De 31 até 35 anos M SC - - nov./20

CON_18 CON 8 Até 18 anos F SP - - nov./20

CON_19 CON 52 De 51 até 55 anos F RJ - - dez./20

CON_2 CON 39 De 36 até 40 anos M RJ - - mar./19

CON_20 CON 29 De 26 até 30 anos M RJ - - dez./20

CON_21 CON 38 De 36 até 40 anos M SE - - dez./20

CON_22 CON 63 Acima de 61 anos F RJ - - dez./20

CON_23 CON 38 De 36 até 40 anos M RJ - - fev./21

CON_24 CON 3 Até 18 anos M RJ - - fev./21
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Amostra Grupo Idade

Categoria de

Idade Sexo UF Doença Diagnosticada Sintomas Relatados

Mês da

Coleta

CON_25 CON 43 De 41 até 45 anos F RJ - - mar./21

CON_26 CON 44 De 41 até 45 anos M SC - - mar./21

CON_27 CON 39 De 36 até 40 anos F SC - - mar./21

CON_28 CON 44 De 41 até 45 anos F RJ - - mar./21

CON_29 CON 52 De 51 ate 55 anos F RJ - - mar./21

CON_3 CON 65 Acima de 61 anos M SC - - mar./19

CON_4 CON 43 De 41 até 45 anos F SP - - ago./19

CON_5 CON 54 De 51 até 55 anos M - - - ago./19

CON_6 CON 60 De 56 até 60 anos F PE - - out./19

CON_7 CON 54 De 51 até 55 anos M RJ - - nov./19

CON_8 CON 40 De 36 até 40 anos F SC - - jan./20

CON_9 CON 36 De 36 até 40 anos F
G

O
- - jan./20

T_DEP_1 T_DEP 34 De 31 até 35 anos F SC Câncer, Depressão - mai./20

T_DEP_10 T_DEP 42 De 41 até 45 anos F SP Intolerância a lactose, Depressão, Alergia Distensão abdominal, Flatulência, Constipação fev./21

T_DEP_11 T_DEP 42 De 41 até 45 anos F RJ Depressão Constipação mar./21

T_DEP_12 T_DEP 12 Até 18 anos F SP Intolerância a lactose, Depressão
Náusea, Dor abdominal, Distensão abdominal,

Sensibilidade abdominal, Flatulência
mar./21

T_DEP_13 T_DEP 47 De 46 até 50 anos F - Síndrome do intestino irritável, Depressão, Alergia
Distensão abdominal, Sensibilidade abdominal, Flatulência,

Constipação
mar./21

T_DEP_14 T_DEP 28 De 26 até 30 anos M SP
Doença inflamatória intestinal, Depressão, Transtorno de déficit

de atenção e hiperatividade
Dor abdominal, Constipação mai./21
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Amostra Grupo Idade

Categoria de

Idade Sexo UF Doença Diagnosticada Sintomas Relatados

Mês da

Coleta

T_DEP_15 T_DEP 39 De 36 até 40 anos F SP Síndrome do intestino irritável, Depressão
Náusea, Dor abdominal, Distensão abdominal, Diarreia,

Sensibilidade abdominal, Flatulência, Constipação
mai./21

T_DEP_16 T_DEP 63 Acima de 61 anos F
M

G
Depressão Distensão abdominal, Flatulência, Constipação mai./21

T_DEP_2 T_DEP 48 De 46 até 50 anos M RJ

Síndrome do intestino irritável, Doença inflamatória intestinal,

Colite Ulcerativa, Dispepsia, Intolerância a lactose, Depressão,

Alergia

Dor abdominal, Distensão abdominal, Sensibilidade

abdominal, Flatulência, Constipação
mai./20

T_DEP_3 T_DEP 72 Acima de 61 anos F RJ
Síndrome do intestino irritável, Intolerância a lactose,

Depressão
Diarreia, Constipação mai./20

T_DEP_5 T_DEP 37 De 36 até 40 anos F RS Doença celíaca, Intolerância a lactose, Depressão, Alergia Náusea, Flatulência ago./20

T_DEP_6 T_DEP 46 De 46 até 50 anos F SP Depressão Constipação out./20

T_DEP_7 T_DEP 41 De 41 até 45 anos F SP
Síndrome do intestino irritável, Doença inflamatória intestinal,

Depressão, Alergia

Náusea, Dor abdominal, Distensão abdominal,

Sensibilidade abdominal, Flatulência
dez./20

T_DEP_8 T_DEP 38 De 36 até 40 anos F DF Depressão, Alergia - dez./20

T_DEP_9 T_DEP 69 Acima de 61 anos F SC Depressão, Asma, Alergia Distensão abdominal, Sensibilidade abdominal, Flatulência dez./20

T_DEP_ANS_1 T_DEP_ANS 44 De 41 até 45 anos F SE Câncer, Depressão, Transtorno de ansiedade - mai./20

T_DEP_ANS_10 T_DEP_ANS 33 De 31 até 35 anos F
M

G

Síndrome do intestino irritável, Intolerância a lactose,

Depressão, Transtorno de ansiedade, Alergia
Náusea, Distensão abdominal, Flatulência, Constipação dez./20

T_DEP_ANS_11 T_DEP_ANS 39 De 36 até 40 anos F RS Depressão, Transtorno de ansiedade
Dor abdominal, Distensão abdominal, Diarreia,

Sensibilidade abdominal, Flatulência, Constipação
fev./21

T_DEP_ANS_12 T_DEP_ANS 58 De 56 até 60 anos F
A

M

Doença inflamatória intestinal, Depressão, Transtorno de

ansiedade

Distensão abdominal, Sensibilidade abdominal, Flatulência,

Constipação
mar./21

T_DEP_ANS_13 T_DEP_ANS 33 De 31 até 35 anos F PR Depressão, Transtorno de ansiedade Dor abdominal, Distensão abdominal, Flatulência mar./21

T_DEP_ANS_2 T_DEP_ANS 25 De 19 até 25 anos F - Intolerância a lactose, Depressão, Transtorno de ansiedade Flatulência mai./20
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Amostra Grupo Idade

Categoria de

Idade Sexo UF Doença Diagnosticada Sintomas Relatados

Mês da

Coleta

T_DEP_ANS_3 T_DEP_ANS 35 De 31 até 35 anos F SP
Síndrome do intestino irritável, Doença inflamatória intestinal,

Dispepsia, Depressão, Transtorno de ansiedade, Alergia

Dor abdominal, Distensão abdominal, Sensibilidade

abdominal, Flatulência, Constipação
mai./20

T_DEP_ANS_4 T_DEP_ANS 37 De 36 até 40 anos F SC Intolerância a lactose, Depressão, Transtorno de ansiedade Dor abdominal, Sensibilidade abdominal, Flatulência mai./20

T_DEP_ANS_5 T_DEP_ANS 45 De 41 até 45 anos M SP Doença celíaca, Depressão, Transtorno de ansiedade
Dor abdominal, Distensão abdominal, Sensibilidade

abdominal, Flatulência
mai./20

T_DEP_ANS_6 T_DEP_ANS 29 De 26 até 30 anos F SP Depressão, Transtorno de ansiedade Distensão abdominal, Flatulência, Constipação mai./20

T_DEP_ANS_7 T_DEP_ANS 38 De 36 até 40 anos F SP
Síndrome do intestino irritável, Depressão, Transtorno de

ansiedade, Artrite Reumatoide, Osteoartrite
Dor abdominal, Distensão abdominal, Flatulência jul./20

T_DEP_ANS_8 T_DEP_ANS 60 De 56 ate 60 anos F RS
Síndrome do intestino irritável, Dispepsia, Depressão,

Transtorno de ansiedade
Distensão abdominal, Diarreia, Flatulência out./20

T_DEP_ANS_9 T_DEP_ANS 37 De 36 até 40 anos M RJ

Síndrome do intestino irritável, Doença inflamatória intestinal,

Depressão, Transtorno de déficit de atenção e hiperatividade ,

Transtorno de ansiedade, Alergia

Náusea, Dor abdominal, Distensão abdominal, Diarreia out./20
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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, não apresentando diferença estatística (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 à DEP, os pacientes dos grupos T_DEP e T_DEP_ANS

também relataram presença de outros sintomas. Destaca-se o sintoma Flatulência; sintoma do

qual 72,4% dos pacientes relataram sentir. Outros sintomas como Distensão abdominal

(65,5%), Constipação (48,3%) e Dor abdominal (44,8%) também foram relatados por grande

parte dos pacientes (Figura 7).

Figura 5. Sintomas relatados. Gráfico de barras demonstrando o percentual dos pacientes que

apresentaram outros sintomas além dos causados pela depressão e ansiedade. No eixo x os sintomas, no

eixo y percentual de indivíduos que relataram a presença do sintoma.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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5.1.2 Número de táxons

O número de táxons encontrados em cada um dos ranks (Filo, Ordem, Classe, Família,

Gênero e Espécie) não apresentaram diferenças estatísticas significativas. Sendo que no geral

os grupos de pacientes com DEP apresentaram um menor número de táxons identificados,

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

(Tabela 4).

Tabela 4. Número médio de táxons encontrados em cada grupo. Na coluna um o grupo de análise sendo

CON referente aos indivíduos controle, T_DEP aos indivíduos com transtorno depressivo e T_DEP_ANS

aos indivíduos com transtorno depressivo e ansioso.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

5.2 Análise de taxonomia

Foram encontrados o total de 13 filos em cada grupo (Anexo 3.2), sendo que nos três

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 nível de gênero, foram encontrados 144 diferentes gêneros (Anexo 3.3). A

predominância 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 nível de espécie, foram encontradas 394 espécies

(Anexo 3.4), e a ordem de abundância não 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 abundância se alterou, mas se manteve nos táxons 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 prevalência 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. Abundância de filos por grupo. Gráfico de barras demonstrando a abundância relativa dos filos

encontrados dentro de cada grupo. No eixo x as todas amostras analisadas em seus respectivos grupos, no

eixo y abundância relativa de cada filo, as cores representam os filos encontrados e os grupos estão

destacados na parte superior onde CON refere-se ao controle, T_DEP transtorno depressivo, T_DEP_ANS

transtorno depressivo e ansiedade.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

5.3 Índice de diversidade

A diversidade alfa encontrada nos diferentes grupos não apresentou diferença

estatística significante. A média do índice 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 índice de Simpson teve média de 0,88 para o CON e 0,89 para o T_DEP e

0,86 para o grupo T_DEP_ANS. O índice invSimpson apresentou média de 9,03 CON, 9,68

T_DEP e 7,51 T_DEP_ANS.

Figura 7. Índices de diversidade. Gráfico boxplot demonstrando os índices de diversidade por amostra. No

eixo x a diferenciação dos grupos onde CON refere-se ao controle, T_DEP transtorno depressivo,

T_DEP_ANS transtorno depressivo e ansiedade, no eixo y os índices de diversidade.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

Figura 8. PCOA. Gráfico de dispersão 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

representação de cada grupo. CON refere-se ao controle, T_DEP transtorno depressivo, T_DEP_ANS

transtorno depressivo e ansiedade. A densidade demonstra onde há uma maior concentração de amostras.
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Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

5.4 ABUNDÂNCIA DIFERENCIAL

5.4.1 Abundância Diferencial taxonômica

Na análise abundância diferencial realizada entre grupo CON versus T_DEP e CON

versus grupo de T_DEP_ANS foram encontrados 95 táxons diferencialmente abundantes.
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Sendo destes, 54 no grupo T_DEP e 41 no grupo T_DEP_ANS. Dos 95 táxons 74,7%

estavam em abundância aumentada. Nos dois grupos, gênero e espécie foram os que mais

apresentaram táxons diferencialmente abundantes.

Em nível de Filo apenas o grupo T_DEP apresentou táxons diferencialmente

abundantes. O filo p__Bacteroidetes apresentou abundância reduzida (p.value: 0.01) e o filo

p__Verrucomicrobia teve abundância aumentada (p.value: 0.03).

Em nível de gênero T_DEP teve 13 táxons diferencialmente abundantes sendo destes

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

Tabela 5. Gêneros diferentemente abundantes no grupo T_DEP (indivíduos com depressão). Tabela de

gêneros diferencialmente abundantes. Na coluna Gênero os gêneros encontrados em abundância

diferencial, na coluna log2 o log2 do coeficiente da variação da abundância, na coluna p.value o valor do

teste estatístico realizado pelo MaasLin2 e na coluna Abundância a situação do gênero na comparação.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

O grupo T_DEP_ANS apresentou sete gêneros diferencialmente abundantes sendo

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

Tabela 6. Gêneros diferentemente abundantes no grupo T_DEP_ANS (indivíduos com depressão e

ansiedade). Tabela de gêneros diferencialmente abundantes. Na coluna Gênero os gêneros encontrados em

abundância diferencial, na coluna log2 o log2 do coeficiente da variação da abundância, na coluna p.value

o valor do teste estatístico realizado pelo MaasLin2 e na coluna Abundância a situação do gênero na

comparação.
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.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

Em nível de espécie o grupo T_DEP teve 25 táxons diferencialmente abundantes,

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

Tabela 7. Espécies diferentemente abundantes no grupo T_DEP (indivíduos com depressão). Tabela de

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

diferencial, na coluna log2 o log2 do coeficiente da variação da abundância, na coluna p.value o valor do

teste estatístico realizado pelo MaasLin2 e na coluna Abundância a situação da espécie na comparação.
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Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

Já o grupo T_DEP_ANS teve o total de 22 espécies sendo destas 14 em abundância

aumentada e oito em abundância reduzida (Tabela 9).

Tabela 8. Espécies diferentemente abundantes no grupo T_DEP_ANS (indivíduos com depressão e

ansiedade). Tabela de espécies diferencialmente abundantes. Na coluna Espécies as espécies encontrados

em abundância diferencial, na coluna log2 o log2 do coeficiente da variação da abundância, na coluna

p.value o valor do teste estatístico realizado pelo MaasLin2 e na coluna Abundância a situação da espécie

na comparação.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

5.4.2 Abundância diferencial de genes

Para a categoria Gene Ontology Processos Biológicos 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 Funções Moleculares tivemos 284

termos diferencialmente abundantes, 195 no grupo T_DEP e 89 no grupo T_DEP_ANS.

Figura 9. Processos biológicos (BP) e funções moleculares (MF) diferencialmente abundantes. Gráfico de

barras demonstrando os processos biológicos e funções moleculares diferencialmente abundantes. No eixo

x o log2 do coeficiente da variação da abundância, no eixo y os processos biológicos e moleculares. As

colunas referem-se às categorias analisadas BP e MF.

Fonte: Desenvolvido pela própria 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 abundância e 615 em alta abundância e 109 não possuem função conhecida.

Figura 10. Termos do Kegg orthology diferentemente abundantes. Gráfico de barras

demonstrando os termos do kegg orthology diferencialmente abundantes. No eixo x o log2 do coeficiente

de variação da abundância, no eixo y os  termos do kegg orthology.

Fonte: Desenvolvido pela própria 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 função desconhecida.

Figura 11. Termos do pfam diferentemente abundantes. Gráfico de barras demonstrando os termos do

pfam diferencialmente abundantes. No eixo x o log2 do coeficiente de variação da abundância, no eixo y os

termos do pfam.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

43



5.4.3  Abundância 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 abundância e

oito em baixa abundância. Das vias encontradas diferencialmente abundantes nos grupos

T_DEP e T_DEP_ANS, 37,5% estavam relacionadas ao metabolismo de carboidratos e

aminoácidos (Figura 16).

Figura 12. Vias metabólicas diferentemente abundantes. Gráfico de boxplot demonstrando vias

metabólicas diferencialmente abundantes. No eixo x a abundância, no eixo y as vias metabólicas. Os

pontos representam as amostras. Os boxplots representam a média e os quartis de abundância.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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Figura 13. Abundância das categorias das vias metabólicas. Gráficos boxplot demonstrando abundância

das categorias das vias metabólicas.No eixo x a abundância, no eixo y as vias metabólicas. Os pontos

representam as amostras. Os boxplots representam a média e os quartis de abundância.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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6. DISCUSSÃO

6.1 Análise exploratória dos dados

Os pacientes analisados para o desenvolvimento da pesquisa eram predominantemente

mulheres, mulheres têm 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 número de táxons encontrados em cada um dos ranks (Filo, Ordem, Classe, Família,

Gênero e Espécie), bem como os índices de diversidade alfa não apresentaram diferenças

estatísticas significativas, o que já foi demonstrado em trabalhos anteriores: Naseribafrouei e

colaboradores (2014) relataram que apesar de não encontrarem diferenças entre os números

de OTUS em pacientes saudáveis e depressivos, pacientes com DEP apresentaram média

superior em relação aos saudáveis. Esse achado é interessante e nos faz refletir se uma maior

diversidade de microrganismos está de fato ligada a um paciente mais saudável, e se essa

variável deve continuar sendo utilizada como parâmetro dentro do MBH, especialmente

intestinal. Comumente, diferentes trabalhos citam a falta de resultados significativos entre

diversidades alfas de diferentes grupos - saudável x controle. Inclusive algumas discussões

apontam que a diversidade alfa não é a melhor ferramenta para se medir dados de MBI

(GUPTA et al, 2020), visto que a microbiota é um sistema muito mais complexo e deve levar

em contas variáveis como patogenicidade e funções de cada microrganismo, bem como seus

respectivos genes ativos.

Conforme o que ficou evidente nas análises de diversidade alfa; a análise de

diversidade beta também demonstrou uma heterogeneidade nas amostras dos diferentes

grupos conforme gráfico PCOA (Figura 11), demonstrando que em nível geral os grupos não

apresentam características que os colocariam em clusters específicos conforme seus

respectivos grupos.

6.2 Análise de taxonomia

6.2.1 Perfil dos pacientes controle

Dentre os filos com maior abundância 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 três grupos, os filos predominantes foram o
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Bacteroidetes e o Firmicutes, representando mais de 90% da abundância identificada nos três

grupos, seguidos por Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria e Viruses_unclassified.

Em nível de gênero, Bacteroides e Prevotella foram os mais abundantes dentro dos

três grupos, seguidos por Alistipes, Faecalibacterium e Parabacteroides. O gênero

Bacteroides, pertencente ao filo Bacteroidetes, é altamente predominente no intestino

humano. Esse gênero desempenha um papel importante tanto na manutenção como também

na estabilidade de um ecossistema intestinal saudável (ARON; WEXLER; GOODMAN,

2020).

Yoshida e colaboradores (2020), demonstraram que o gênero Bacteroides pode ter

papel importante e benéfico na progressão de doenças cardiovasculares. Os autores destacam

que os lipopolissacarídeos (LPS) fecais derivados da microbiota intestinal, possuem impacto

clínico em pacientes acometidos com síndrome do intestino irritável, doença autoimune e

doenças cardiovasculares. Ainda, a abundância do gênero Bacteroides está significativa e

negativamente correlacionada com os níveis de LPS fecais (YOSHIDA et al., 2020). Esse

gênero também foi correlacionado com dietas com alto teor de gordura e proteínas, o que é

uma  característica de  países ocidentais.

O gênero Prevotella é comumente encontrado em indivíduos que possuem uma dieta

rica em fibras e vegetais (TETT et al., 2019 ; HANSEN et al., 2017). Espécies desse gênero

estão associadas à produção de propionato, que possui papel importante na prevenção do

ganho de peso, reduzindo o colesterol sérico e diminuindo a lipogênese hepática (DEN

BESTEN, 2013). Diferentes espécies do gênero Prevotella podem contribuir para acentuar o

metabolismo da glicose estimulado pela ingestão de prebióticos

(KOVATCHEVA-DATCHARY, 2015).
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Figura 14. Ilustração da composição da microbiota intestinal de indivíduos saudáveis da população Brasileira representada neste estudo. Em amarelo os filos, em verde os

gêneros e em roxo as espécies. Foram destacadas na ilustração apenas os táxons mais abundantes.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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6.2.1 Perfil dos pacientes acometidos com depressão e depressão/ 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 abundância comparado aos demais grupos (CON

72,7%,  T_DEP 61,1% e T_DEP_ANS 68,9%).

Em nível de gênero, 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 gênero

Prevotella estava em maior abundância no grupo T_DEP_ANS quando comparado aos

demais (CON 13,1%, T_DEP 12,3% e T_DEP_ANS 16,0%).Essa diferença é significativa?

Apesar de possuir diversos fatores positivos e probióticos, alguns estudos apontaram que

algumas espécies e cepas específicas podem contribuir para distúrbios inflamatórios, devido a

interação de algumas espécies com o sistema imunológico, liberando mediadores

inflamatórios de células imunes e estromais (LARSEM et al., 2017). Algumas pesquisas

também correlacionaram positivamente os níveis de Prevotella com obesidade, diabetes tipo 2

e Doença Esteatótica Não Alcoólica do Fígado (MICHAIL et al., 2015). Os distúrbios

inflamatórios como Síndrome do Intestino Irritavél (SII) possuem co-ocorrência com DEP e

ANS estimada entre 44%- 84% (CARRA et al., 2020). Dos 13 pacientes do grupo

T_DEP_ANS, doze apresentaram diagnóstico ou sintomas relacionados a inflamações

intestinais (Figura 8). Lin e colaboradores (2017) apontaram uma redução do filo

Bacteroidetes e aumento dos gêneros Prevotella , Klebsiella , Streptococcus e Clostridium em

pacientes com transtorno depressivo maior.

O gênero Faecalibacterium apareceu levemente reduzido em pacientes com DEP e

DEP/ANS (CON 6,2%, T_DEP 5,7%, T_DEP_ANS 5,4%). Esse gênero possui espécies

capazes de produzir butirato. Os SCFAs desempenham um papel crítico na proteção da

mucosa intestinal, regulando a resposta imune inata e sistemática e melhorando a motilidade

gastrointestinal (VENKATARAMAN et al., 2016; RIOS-COVIAN et al., 2016).
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Figura 15. Ilustração da composição da microbiota intestinal de indivíduos acometidos com depressão e ansiedade da população Brasileira. Em amarelo os filos, em verde

os gêneros e em roxo as espécies. Foram destacadas na ilustração os táxons mais abundantes.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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Figura 16. Ilustração da composição da microbiota intestinal de indivíduos acometidos com depressão da população Brasileira. Em amarelo os filos, em verde os gêneros e

em roxo as espécies. Foram destacadas na ilustração os táxons mais abundantes.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022)
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6.3 ABUNDÂNCIA DIFERENCIAL

6.3.1 Abundância diferencial taxonômica

6.3.1.1 Concordância com a literatura

Na análise abundância diferencial nossos resultados corroboram estudos anteriores

demonstrando que pacientes com DEP apresentam o filo Bacteroidetes reduzido. Apesar de

muitos estudos já 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 abundância aumentada do filo Bacteroidetes. Desta forma ainda não há um

consenso e possivelmente outros fatores influenciam a abundância desse filo. O filo

Verrucomicrobia encontrado em abundância aumentada em pacientes com DEP também já

havia sido relatado anteriormente (SZYSKOWICZ et al., 2017).

Em nível de família Clostridiaceae apresentou baixa abundância no grupo

T_DEP_ANS corroborando o achado de Huang e colaboradores (2018), porém, o estudo de

Huang apontou essa baixa abundância para pacientes apenas com DEP e na nossa pesquisa

pacientes apenas com DEP não tiveram alteração nessa família. Nossa hipótese é que

possivelmente a família Clostridiaceae esteja associada a sintomas relacionados à ansiedade.

Muitas vezes o diagnóstico de ansiedade não é feito em um primeiro momento ou até se

desenvolve posteriormente.

O gênero Blautia encontrado em abundância aumentada em pacientes com DEP foi

relatado em estudos anteriores (TILMANN et al., 2019; CHUNG et al., 2019). O

neurotransmissor microbiano intestinal GABA é um produto do metabolismo da arginina que

é dependente de Blautia. (ZUANG et al., 2020).

Percebemos que no geral ainda não há um consenso geral em nível de táxons

diferencialmente abundantes em pacientes com DEP/ANS, levantando novamente a

importância que outros fatores podem exercer na abundância da MBI além do acometimento

da doença. Levar esses fatores em consideração é de suma importância para que o

entendimento da relação entre  DEP e ANS com a MBI seja o mais completo possível.
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6.3.1.2 Táxons modificadores de SFCA’s

Dentre os filos, Bacteroidetes, diferencialmente abundante no grupo T_DEP - em

redução -, possui participação na produção de Butirato, assim como o gênero Clostridium e a

espécie Ruminococcus bicirculans (VENEGAS et al., 2020) que apresentaram redução no

grupo T_DEP_ANS . SCFAs são importantes para manter a barreira e integridade intestinal, e

alterações na sua produção podem prejudicar a resposta imunológica (MORRIS et al., 2017) e

alterar a estabilidade do eixo HPA.

Em nível de espécie, curiosamente, as espécies Collinsella intestinalis e Clostridium

leptum, bactérias modificadoras de SFCA (KABEERDOSS et al., 2013) apresentaram alta

abundância nos dois grupos. Visto que o filo Bacteroidetes e o gênero Clostridium estão

associados ao SFCA e estão em baixa abundância, é possível que de alguma forma algumas

espécies específicas tentem compensar a falta de SFCA. Por outro lado, outras espécies

modificadoras de SFCA e/ou triptofano como Streptococcus salivarius, estavam em baixa

abundância no grupo T_DEP.

6.6.1.3 Táxons relacionados com neurotransmissores

Uma das formas que a microbiota pode interagir com o sistema nervoso é através da

metabolização de neurotransmissores. Bacteroides spp. estão envolvidos na produção de

metabólitos relevantes para a DEP, como o GABA (OTARU t. al, 2021). Diferentes estudos

apontam para uma associação entre DEP e déficits GABAérgicos, isso poderia explicar a

baixa abundância do filo Bacteroidetes no grupo T_DEP. Algumas espécies associadas a

produção de GABA como Streptococcus salivarius, Coprococcus_comes, também estavam

em abundância reduzida no grupo T_DEP.

No grupo T_DEP_ANS as espécies Clostridium leptum, Clostridium symbiosum

estavam significativamente em maior abundância. 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 metabolização de serotonina e foi encontrada em abundância aumentada no grupo

T_DEP (YAGHUBFAR, 2020, DING et al., 2021). Além disso, o gênero Blautia, encontrado

em abundância aumentada em pacientes com DEP, também participa na metabolização do

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

maneiras, inclusive de forma negativa.

6.3.2 Abundância diferencial de genes e vias metabólicas

6.3.2.1 Aspartato

Dentro da abundância diferencial de genes no grupo T_DEP observamos uma redução

em genes envolvidos com o processo biossintético de aminoácidos da família aspartato. Esses

aminoácidos podem ter uma possível função de neurotransmissor excitatório 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 saudáveis,

pacientes com DEP apresentaram redução nos níveis plasmáticos de aspartato.

Em contrapartida, no grupo T_DEP_ANS o processo metabólico de aspartato estava

em alta abundância (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 alterações no ciclo da ureia apresentaram quadros

depressivos (TAZAWA, 2013; ALLEN, 2013). Essa via apresentou redução nos dois grupos,

porém apenas no T_DEP_ANS ela foi estatisticamente significativa.

6.3.2.3 Metabolismo de Aminoácidos e Carboidratos

Pacientes com DEP apresentaram alterações em diferentes vias relacionadas com

metabolismo de carboidratos/aminoácidos e relacionadas com energia (abundância aumentada

FUCCAT-PWY: degradação da fucose, GLYCOGENSYNTH-PWY: biossíntese de glicogênio

I, HSERMETANA-PWY: biossíntese de L-metionina; abundância reduzida

BIOTIN-BIOSYNTHESIS-PWY: biossíntese de biotina I). O equilíbrio energético

desempenha um papel essencial no funcionamento biológico normal, e o eixo HPA participa

na regulação de diferentes sistemas, incluindo o sistema metabólico. Alterações no

metabolismo do açúcar e no metabolismo energético podem ser resultado de distúrbios no

eixo HPA (HERMAN et. al, 2016). Essas alterações podem influenciar diretamente na
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manifestação de sintomas e comportamentos depressivos. Diferentes pesquisas também

relataram que indivíduos com DEP apresentaram alterações de abundância em bactérias

envolvidas com metabolismo de aminoácidos e de carboidratos. Zheng e colaboradores

(2016), em um estudo realizado com camundongos, demonstraram que camundongos com

sintomas depressivos apresentaram a maioria das vias metabólicas de carboidratos

aprimoradas em relação ao controle, sugerindo uma maior demanda de energia em

camundongos deprimidos. O transplante da microbiota fecal de camundongos com

comportamentos depressivos em camundongos saudáveis resultou em comportamentos

semelhantes à DEP e disbiose, bem como distúrbios de metabólitos do hospedeiro,

especialmente no metabolismo de carboidratos e aminoácidos (ZHENG et al., 2016). Chen e

colaboradores (2018), em um estudo realizado em humanos, também demonstraram

alterações em vias relacionadas ao metabolismo de aminoácido e energia em indivíduos com

DEP. Os metabólitos derivados de aminoácidos têm sido considerados moduladores

importantes na patogênese da dor crônica e da DEP.

6.3.2.4 Resistência a antibiótico

Nos dois grupos, T_DEP e T_DEP_ANS, a via PWY-6471: peptidoglycan

biosynthesis IV (Enterococcus faecium) apresentou abundância aumentada, sendo

significativa somente no grupo T_DEP. Essa é uma importante via relacionada com a

resistência a antibióticos. O peptidoglicano, principal componente da parede celular

bacteriana, tem sido utilizado nas últimas décadas na descoberta de antibacterianos

(NIKOLAIDIS et al., 2014). A síntese do peptidoglicano ocorre sequencialmente em três

compartimentos celulares (citoplasma, membrana e periplasma) e foram identificados

inibidores de proteínas que catalisam cada estágio, embora nem todos sejam aplicáveis ​​para

uso clínico. Porém, vários desses antimicrobianos tornaram-se inativos por mecanismos de

resistência (NIKOLAIDIS et al., 2014). Mesmo assim, os antibióticos que inibem a

biossíntese de peptidoglicanos bacterianos são os mais amplamente utilizados na prática

clínica atual (SANTISO et al., 2011). Alguns estudos sugerem que medicamentos

antidepressivos como a Fluoxetina podem contribuir para um aumento na resistência a

antibióticos (JIN et al., 2018).
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7. RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSÃO

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

● O perfil da microbiota dos pacientes brasileiros controle analisados na presente

amostra é composta majoritariamente por Bacteroidetes e Firmicutes a nível de

filo, Bacteroides, Prevotella, Alistipes, Faecalibacterium, Parabacteroides,

Eubacterium e Roseburia em nível de gênero;

● O perfil da microbiota dos pacientes brasileiros acometidos por DEP e

DEP/ANS é composta majoritariamente por Bacteroidetes e Firmicutes a nível

de filo, Bacteroides, Prevotella, Alistipes, Faecalibacterium, Parabacteroides,

Eubacterium e Akkermansia em nível de gênero;

● Pacientes brasileiros analisados na amostra com DEP apresentam alterações na

microbiota condizentes com estudos já apresentados na literatura, mas

diferentes aspectos ainda não relatados também foram encontrados e precisam

ser estudados para melhor entendimento das suas implicações;

● Pacientes com DEP e DEP/ANS apresentaram alterações significativas na

abundância de táxons relacionados a metabolização de SFCA’s e

neurotransmissores;

● Pacientes com DEP, apresentaram alterações em diferentes vias relacionadas

com metabolismo de carboidratos/aminoácidos e relacionadas com energia: em

abundância aumentada;

Ao término dessa pesquisa e com os resultados obtidos, podemos concluir que a

depressão e ansiedade podem causar diversas alterações na microbiota intestinal do

hospedeiro. Alterações essas, que podem estar impactando o sistema imunológico afetando o

indivíduo não só de uma maneira psíquica mas também física. Fica evidente também que a

forma que essas alterações ocorrem no organismo ainda é complexa e influenciada por

diversos fatores o que sugere que cada vez mais estudos dentro dessa área devam ser

realizados. Foi possível inferir que pacientes brasileiros, da amostra analisada, com depressão

apresentam alterações na microbiota condizentes com estudos já apresentados na literatura

mas, diferentes aspectos ainda não relatados também foram encontrados. Visto que o Brasil se
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encontra no topo dos países com maior índice de DEP e ANS se faz necessário aprofundar os

achados dessa pesquisa.

8. LIMITAÇÕES E FATORES DE IMPACTO

Essa pesquisa foi desenvolvida a partir de amostras de pacientes que não foram

entrevistados pelo autor da pesquisa, o que pode influenciar nos resultados. Informações,

consideradas importantes pelo autor e citadas abaixo não foram coletadas e podem contribuir

para um melhor delineamento do estudo:

● A depressão está estabilizada ou está em momento de crise?

● A quanto tempo sofre com depressão?

● O paciente realmente teve o diagnóstico de depressão ou acha que tem depressão?

Visto que o questionário pré-coleta é de autopreenchimento, não tivemos como

confirmar o diagnóstico.

Ainda, os pacientes dos grupos T_DEP e T_DEP_ANS relataram tomar

medicamentos, sabemos que isso afeta a composição da microbiota. Mesmo assim, os

resultados obtidos são relevantes e corroboram achados importantes da literatura a respeito do

eixo intestino-cérebro e a depressão.
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10. ANEXOS

Anexo 1: bancos de dados públicos citados e respectivos endereços eletrônicos.

1. MetaHIT (https://www.gutmicrobiotaforhealth.com/metahit/);

2. Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html);

3. ICGC (https://icgc.org/);

4. GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

5. NIH (https://hmpdacc.org/)

6. American Gut (http://americangut.org)

7. Chocoplhan

Anexo 2. Metadados e questionário de pré-coleta.

Anexo 2.1 Questionário pré-coleta

1 Nome

2 Email

3 Celular

4 Estado

9 Profissão
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10 Sexo?

11 Altura

12 Peso

13 Idade

14 Você está realizando algum tipo de dieta atualmente ou tem algum cuidado

especial na sua alimentação?

15 Dieta?

16 Informe o recordatório alimentar de 1 dia (Café da manhã, lanche, almoço,

lanche e jantar.*

17 Você tem algum "vício" (café, refrigerante, chocolate, cigarro, etc.)?*

18 Qual vício?

19 Você tem algum "vício" (café, refrigerante, chocolate, cigarro, etc.)?*

20 Qual medicamento?

21 Suplementos em uso atualmente (vitaminas, aminoácidos, fitoterápicos):*

22 Probiótico em uso atualmente?*

23 Você fez uso de antibióticos, corticóides ou remédios para emagrecer nos últimos

3 meses?*

24 Qual

25 Já passou por algum tipo de tratamento quimioterápico?*

26 Se sim, qual? Data?

27 Assinale caso possua diagnóstico para as seguintes condições clínicas e

especifique a data do diagnóstico na caixa de texto abaixo:

Doença de Crohn

Síndrome do intestino irritável

Doença inflamatória intestinal

Colite Ulcerativa

Dispepsia

Doença celíaca

Intolerância a lactose

Diabetes

Câncer

Depressão

Autismo

Transtorno de déficit de atenção e hiperatividade

Transtorno de ansiedade
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Asma

Alergia

Artrite Reumatoide

Lúpus Eritematoso sistêmico

Osteoartrite

28 Caso possua algum diagnóstico não especificado acima, por favor, descrever:

29 Assinale abaixo caso possua algum dos sintomas descritos:

Náusea

Dor abdominal

Distensão abdominal

Diarreia

Sensibilidade abdominal

Flatulência

Constipação

Vômito

30 Os sintomas indicados iniciaram há quanto tempo?

31 Caso possua algum outro sintoma que julgue importante relatar, especifique:

32 Você pratica alguma atividade física com regularidade? Se sim, quantas horas

semanais?*

33 Qual a modalidade?

34 Sua forma de nascimento:*

Anexo 2.2 Metadados

Disponível em:

Metadadoshttps://docs.google.com/spreadsheets/d/1mYxrJLOTZhsquPl0qH2uDu8JRwWo

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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Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

Anexo 3.2 Tabela do percentual de abundância relativa por Filo em cada grupo.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

Anexo 3.3 Tabela do percentual de abundância relativa por gênero em cada grupo.
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Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

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

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

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

diferença conforme ks test.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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Anexo 3.6. Processos biológicos diferentemente abundantes no grupo T_DEP e T_DEP_ANS.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

Anexo 3.7 Funções moleculares diferentemente abundantes no grupo T_DEP e T_DEP_ANS.
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Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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Anexo 3.8 Termos do Kegg orthology diferentemente abundantes no grupo T_DEP e

T_DEP_ANS.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).

Anexo 3.9 Termos do pfam diferentemente abundantes no grupo T_DEP e T_DEP_ANS.
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Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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Anexo 3.10 Vias metabólicas diferentemente abundantes no grupo T_DEP e T_DEP_ANS.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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Anexo 3.11 Vias metabólicas diferentemente abundantes no grupo T_DEP e T_DEP_ANS por

categoria.

Fonte: Desenvolvido pela própria autora (2022).
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