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1. INTRODUGAO

A microbiota intestinal consiste em uma comunidade complexa de micrébios
que colonizam o trato gastrointestinal (NEISH, 2010). Diversos estudos sugerem
uma relagao entre a microbiota intestinal e caracteristicas de saude e doenga, como
doencgas cardiovasculares, doencgas inflamatdrias, doengas imunoldgicas, obesidade,
diabetes mellitus e doencas neurodegenerativas via eixo intestino-cérebro (JOVEL,
DIELEMAN, KAO, MASON, & WINE, 2018).

Fatores ambientais, como dieta e uso de medicamentos, afetam a
composicdo microbiana (CUEVAS-SIERRA, MILAGRO, ARANAZ, MARTINEZ, &
RIEZU-BOJ, 2021). Entretanto, estudos recentes também indicam que o perfil
genético do hospedeiro influencia a composi¢gdo microbiana, associando variantes
genéticas a diferencas no perfil microbiano (BUBIER, CHESLER, & WEINSTOCK,
2021). Achados na literatura indicam que os polimorfismos de nucleotideo uUnico
(SNP) explicam cerca de 1,9% (ROTHSCHILD et al., 2018) a 8,8% (GOODRICH et
al., 2016) da variabilidade da composi¢cdo da microbiota intestinal.

Os estudos de associagdo ampla do genoma (GWAS) sao ferramentas
robustas para a identificagdo de variantes genéticas, livre de hipoteses, associadas
ao desfecho de interesse, provendo mais informag¢des sobre a etiologia genética e
mecanismos relacionados a caracteristicas multifatoriais. O GWAS mais recente
para a composigdo do microbioma intestinal, realizado por HUGHES et al. (2020),
apresenta dados sequenciados do gene 16S RNA ribossomal e a genética de
individuos de trés coortes adultas de origem europeia: Flemish Gut Flora Project (N
= 2.223), FoCus (N = 950) e PopGen (N = 717). Como resultado, foram identificados
regides do genoma estatisticamente associados (P = 1.57 x 10-10) a diferentes
taxons até o nivel de género. As associa¢des apontam o papel relevante de genes
envolvidos em rotas como enriquecimento da expressao génica para tecidos como
cérebro, rim, colon, estdmago e intestino delgado, além de associagcdo com
colesterol total, circunferéncia da cintura e outras caracteristicas obesogénicas
(HUGHES et al., 2020).

Considerando a relevancia de estudos como o de HUGHES et al. (2020) para
a compreensao de fatores determinantes da composicdo da microbiota intestinal e a
caréncia de estudos em amostras latino americanas e paises de baixa e média
renda, torna-se importante investigar se as variantes observadas no GWAS séo,
também, associadas a composicdo da microbiota intestinal na populagao brasileira,
durante a adolescéncia.

2. METODOLOGIA
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A amostra do presente estudo é composta por participantes da Coorte de
Nascimentos de 2004 de Pelotas, Rio Grande do Sul, um estudo longitudinal de
monitoramento de saude com os 4.231 nascidos vivos daquele ano na area urbana
da cidade (BARROS et al., 2006). Quando os participantes completaram 12 anos,
parte da amostra foi convidada para participar de um subestudo com o objetivo de
avaliar o microbioma intestinal e seus determinantes. Para participar desta amostra
do subestudo, 497 participantes foram pré-selecionados em 2017 e apods, foi
realizada uma selecdo aleatéria a partir dos estratos de escore-z de IMC para
representar o espectro da distribuicdo de IMC-para-idade. Foram excluidos
participantes que apresentavam comprometimento cognitivo, que estivessem
gestantes no momento da entrevista ou no periodo de seis meses pos-parto.

A coleta de fezes foi realizada pelos adolescentes em seus domicilios com o
tubo plastico Norgen Biotek® e kit coletor que continha papel coletor de fezes Fe-
Col®. Posteriormente, as amostras foram recolhidas pela equipe do estudo e
armazenadas em temperatura controlada, seguindo informagao do fabricante (18° a
20°C) no Centro de Pesquisas Epidemioldgicas Dr. Amilcar Gigante da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). As amostras foram enviadas para a Universidade de
Toronto, no Canada para processamento. O DNA foi extraido das amostras usando
o kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep e armazenado a -20°C até o processamento. Em
todas as amostras, foram sequenciadas as hiperegides V3-V4 do gene 16S rRNA.

As variaveis de desfecho do estudo s&o as abundancias relativas dos taxons
com associagcdes observadas em HUGHES et al. (2020): os géneros Veillonella,
Ruminococcus e Dialister que pertencem ao filo Firmicutes; o género
Parabacteroides do filo Bacteroidetes; a classe Gammaproteobacteria e a familia
Sutterellaceae do filo Proteobacteria e o género Bifidobacterium que pertence do filo
Actinobacteria.

As variaveis de exposigcao do estudo s&o as variantes genéticas observadas
associadas aos taxons acima. A coleta de amostra de saliva (Oragene GenotekVR -
kit 250) para extracdo do DNA foi realizada em 2010 e o DNA gendmico foi extraido
e genotipado usando Global Screening Array v.2 (llumina). Os sete SNPs sao:
rs150018970, rs116865000, rs4494297, rs7118902, rs13207588, rs117338748 e
rs4988235. Foram aplicados filtros considerando equilibrio de Hardy-Weinberg de
valor p >0.01 e a frequéncia do alelo de menor frequéncia (FAM ou MAF) £ 1%.

A operacionalizagao das variaveis do desfecho foi realizada de acordo com o
descrito em HUGHES et al. (2020). Taxons que néo fossem detectados em mais de
5% dos individuos da amostra foram dicotomizados (presencga/auséncia do taxon —
modelo P/A). Os taxons com ampla detecgdo (em mais de 95% dos individuos da
amostra) foram considerados como um modelo continuo de abundéancia (modelo AB).
Para a analise de associacao entre os SNPs e os taxons do microbioma intestinal
foram realizadas regresséao logistica (Odds ratio (OR) e Intervalo de Confianga de
95% (1C95%)) e regressao linear (B e IC95%), conforme natureza do desfecho.
Assumiu-se um modelo genético aditivo para os testes. Sexo e os 10 componentes
principais foram utilizados como covariaveis na analise ajustada. As analises de
associagao foram realizadas no software PLINK, versdo 1.9 (PURCELL et al., 2007).
Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O
acompanhamento da coorte e o subestudo foram aprovados pelo Comité de Etica da
FAMED-UFPel, Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa e subestudo também foi
aprovado pela Universidade de Toronto e pelo Hospital for Sick Children Research
Ethics Board do Canada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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No total, foram obtidos dados validos do microbioma de 364 participantes,
pois duas amostras foram excluidas apds controle de qualidade. Em sua maioria, a
amostra foi composta por adolescentes do sexo masculino (52,8%), que se
autodeclararam de cor da pele branca (68,0%) e pertencentes a familias dos quintis
mais baixo (4° e 5° quintis) de renda familiar (41,5%). Das sete variantes de
interesse, o SNP rs116865000 foi removido apds o controle de qualidade (MAF =
0.008). Os taxons que apresentaram dados de abundéncia relativa para mais de
95% da amostra foram analisados pelo modelo AB devido a ampla detecgao, séo
eles: Ruminococcus e Parabacteroides. Os demais taxons foram dicotomizados em
presenca/auséncia.

A Tabela 1 apresenta o resultado das analises de associacdo. O alelo A do
SNP rs7118902 mostrou-se significativamente associado com género Dialister (OR =
0,49; IC 95% = 0,24; 0,97), corroborando com o efeito protetor do alelo A para o
género Dialister do GWAS original. O género Dialister pertence ao filo Firmicutes e
parece estar associado a inducido da resposta inflamatéria do hospedeiro e a uma
maior expressao em pacientes obesos, sugerindo que pode ser utilizado como um
biomarcador para a obesidade (MENA-VAZQUEZ et al., 2023). O SNP rs7118902
esta localizando no cromossomo 11 e € uma variante intron do gene SORL1 (Sortilin
Related Receptor 1), o qual codifica uma proteina que pertence a familia de
receptores de lipoproteina de baixa densidade. Adicionalmente, esse gene foi
associado a obesidade e circunferéncia da cintura (PARKS et al., 2013; SMITH et al.,
2010), que estdo associados a interacbes dietéticas, podendo justificar sua
associagao com o género Dialister.

Tabela 1. Associagdo ajustada entre as variantes genéticas do hospedeiro e os
taxons do microbioma intestinal aos 12 anos de idade. Coorte de Nascimentos de
2004 de Pelotas, Brasil.

Medida de efeito do

Taxon SNP ID AE FAE presente estudo* Valor p
(1C95%)
F_Sutterelaceae? rs4494297 T 0.01 OR=0,02(2,096e-06; 114,9) 0,359
G_Bifidobacterium? rs4988235 A 029 OR =2,08 (0,31; 13,77) 0,448
G_Dialister® rs7118902 A 042 OR =0,49 (0,24; 0,97) 0,039
G_Veillonella? rs117338748 A  0.02 OR =1,55(0,01; 287,7) 0,869
G_Ruminococcus® rs150018970 A 0.01 B =-0,08 (-1,73; 1,56) 0,921
G_Parabacteroides® rs13207588 A 015 B =-0,13 (-0,53; 0,28) 0,537
F = Familia; G = Género; 2Modelo P/A; "Modelo AB; AE = alelo de efeito; FAE = Frequéncia do alelo

de efeito
*Ajuste para sexo e 0s componentes principais

Nao observamos associacido para as demais hipéteses testadas. Diferencas
nas amostras, como idade e ancestralidade sdo potenciais fatores para explicar a
falta de associagdo, bem como o tamanho amostral (N =364).

4. CONCLUSOES

A associacado observada entre rs7118902 e género Dialister demonstra que,
ao menos parcialmente, os achados foram replicados em uma populagdo com
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ancestralidade e faixa etaria diferente do GWAS original, sugerindo que a genética
do hospedeiro possa ter relevancia na composigao da microbiota intestinal, apesar
de modesta. Contudo, mais estudos com maior poder estatistico e outros elementos
moleculares sdo necessarios para representar mecanismos que expliquem a relagao
entre a genética do hospedeiro e a composigao da microbiota intestinal.
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