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INTRODUCAO

O micobioma intestinal humano é representado por diversos taxons flngicos presentes no
trato gastrointestinal (Gl), sendo este o 6rgdo mais densamente colonizado por esses
microrganismos. Sabe-se que os fungos desempenham um papel importante nos processos
metabdlicos, nutricionais, fisiolégicos e imunolégicos do corpo humano, podendo trazer
diversas contribuicbes para sua saude. No entanto, quando o equilibrio da comunidade de
microrganismos (eubiose) é interrompido no hospedeiro, ocorre o que chamamos de disbiose,
que pode causar e/ou agravar diferentes tipos de doencas (HUSEYIN et al., 2017; THOMAS
et al., 2017). Dentre elas, destacamos a caquexia associada ao cancer, sindrome que causa
reducdo de massa muscular, deplecdo de estoques de gordura e quadro de inflamacgéo
cronica generalizada em humanos (BATISTA et al., 2016), e que ja foi correlacionada com o
desenvolvimento disbioses intestinais envolvendo diferentes agentes fungicos (JABES et al.,
2020) e bacterianos (BINDELS et al, 2016; NI et al., 2021; DE MARIA et al., 2021; POTGENS
et al., 2021). Diante dessas perspectivas, n0sso grupo de pesquisa iniciou em 2017 um amplo
estudo com o intuito de determinar e comparar a composi¢cdo da microbiota, micobiota e
viroma intestinal de camundongos da linhagem C57BL/6 durante o desenvolvimento de
caguexia induzida por transplante tumoral subcutaneo, com células tumorais da linhagem LLC
(Lewis Lung Carcinoma), de maneira a identificar a ocorréncia de disbioses nos mesmos e
sua relacdo com o quadro de saude dos animais por meio de andlises in silico. Os resultados
iniciais de nossas pesquisas foram publicados recentemente nos artigos de Jabes et al. (2020)

e de Maria et al. (2021), onde detectamos diferencas significativas no perfil da micobiota e
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microbiota de camundongos saudaveis (SC) e caquéticos (CC). No trabalho aqui apresentado,
buscamos complementar os resultados desses estudos incluindo, pela primeira vez, dados de
um novo grupo experimental de camundongos portadores de tumor (TB) sem caquexia (Figura
Suplementar 1), com o intuito de identificar o perfil da micobiota desses animais e compara-

lo aos grupos SC e CC.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo realizar uma caracterizacéo das alteracdes que ocorrem na
micobiota intestinal de camundongos C57BL/6 identificados como SC (sem inoculagédo
tumoral), TB (portadores de tumor) e CC (caquéticos), durante o desenvolvimento de caquexia
induzida por transplante tumoral subcutaneo, com células da linhagem LLC (Lewis Lung
Carcinoma). Isso foi feito por meio de andlises de alfa e beta diversidade da populacao flngica
identificada nos grupos SC, TB e CC com o auxilio da ferramenta MicrobiomeAnalyst (CHONG
et al., 2020) e da identificag@o dos principais taxons fungicos prevalentes em suas populacdes
por meio de andlises de LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size) (SEGATA et al.,
2011).

METODOLOGIA

O material extraido do DNA gendmico total das amostras de fezes dos camundongos
controles (SC, n = 8), caquéticos (CC, n = 8) e portadores de tumor (TB, n = 8) foi utilizado
para amplificar sequéncias da regido espacadora interna 1 (ITS1), conforme descrito por
Jabes et al. (2020). Essas sequéncias de amplicons ITS1 brutas foram processadas por uma
pipeline customizada para o QIIME v. 1.9.1, desenvolvida especificamente em nosso
laboratorio (https://osf.io/Sfxgn/?view _only=550b805d24a242aba95e934959d383hbd).

Resumidamente, os paired-end reads individuais foram unidos e os amplicons resultantes

foram verificados quanto a sua qualidade e filtragem usando ferramentas de pré-
processamento do pacote QIIME v. 1.9.1. Essas sequéncias foram processadas para construir
uma tabela de unidades taxondmicas operacionais (OTUs) pela estratégia de OTU picking,
sendo a Tabela OTU resultante filtrada para manter apenas OTUs com abundéancia acima de
0.00001. Para as analises de diversidade, os dados carregados foram submetidos ao filtro de
abundéancia (Low Count Filter) ajustado para valores minimos (Minimum Count = 0 e
Prevalence in Sample = 10) e as Tabelas de OTU foram rarefeitas pelo nimero de sequéncias
da menor biblioteca, em cada caso (Rarefy to the Minimum Library Size). A significancia
estatistica referente as diferencas da alfa diversidade foi verificada por teste-t (p < 0,05) e as
diferencas de beta diversidade foram calculadas com a métrica de Bray-Curtis, sendo
visualizadas pelo algoritmo de NMDS, seguido de validagdo estatistica através de analise de
PERMANOVA (p < 0,05). Para as analises de LEfSe, uma micobiota central (Core) foi definida
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para cada grupo (SC, CC e TB) separadamente, reunindo apenas OTUs presentes em, pelo
menos, 70% dos animais de cada grupo em questdo, conforme descrito por Jabes et al.
(2020). Esta estratégia € frequentemente usada para reduzir os efeitos relacionados a
variabilidade individual entre os sujeitos, minimizando o efeito dos tdxons que estdo super-
representados em poucos individuos dentro de um grupo, mas néo estdo consistentemente
presentes em todo o grupo. As Tabelas de OTU com core 70 feitas para os dados de ITS1
foram entdo submetidas ao script summarize_taxa.py, integrando os resultados obtidos para
cada tdxon e convertendo suas prevaléncias absolutas em propor¢des relativas. Em seguida,
as tabelas relativas foram submetidas a analises de LEfSe, utilizando as configura¢des padrédo
da ferramenta no Galaxy Huttenhower. Através desse software, pode-se detectar
biomarcadores de alta dimensionalidade que identificam caracteristicas gendmicas (genes,
vias metabodlicas e taxa), caracterizando as diferencas entre duas ou mais condicbes
biol6gicas. Além disso, o LEfSe permite identificar taxons microbianos diferencialmente
representados entre amostras de microbioma com base em seus dados de abundéncia,
podendo também gerar cladogramas filogenéticos referentes aos microrganismos detectados
(SEGATA et al., 2011). Todas as figuras citadas no corpo deste texto, referentes aos
resultados de nossas analises, foram adicionadas como material suplementar no repositorio

virtual OSF através do link https://osf.io/kyvs9/?view only=.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs processarmos a Tabela de OTUs gerada pelo QIIME v. 1.9.1 na plataforma
MicrobiomeAnalyst, identificamos um total de 1133 OTUs distribuidas entre os camundongos
SC, TB e CC. Esta Tabela OTU (em formato BIOM) foi usada para avaliar variagbes nas
diversidades alfa e beta das populagfes fungicas intestinais dos camundongos SC, TB e CC.
A alfa diversidade resume tanto a riqgueza de espécies (numero total de observagdes) e/ou
uniformidade (distribuicdo da abundancia entre as espécies) dentro de uma amostra e
diferentes indices podem ser usados para calcula-la (CHONG et al.,, 2020). Segundo os
resultados da andlise de alfa diversidade (Figura Suplementar 2), utilizando o indice
Observado, que calcula o nimero total de representantes por amostra, observou-se que nao
hé& diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) na riqueza populacional fungica de SC,
TB e CC nos niveis taxondmicos de espécie e OTUs. Além disso, nenhuma variacado foi
verificada na uniformidade da microbiota dos trés grupos experimentais analisando-se outros
niveis hierarquicos (género a filo) ou indices de alfa diversidade (Simpson, Shannon, ACE,
Chaol, Fisher). Em relacao a andlise de diversidade beta (Figura Suplementar 3), efetuadas
com auxilio de um algoritmo Non-Metric Multidimensional Scaling (NMDS) e utilizando o indice
de Bray-Curtis com teste PERMANOVA, observamos que também ndo h& diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,005) entre as micobiotas de SC, CC e TB a nivel de OTU,
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nem em nenhum outro nivel taxonémico (espécie a filo) - o que indica que a composicdo da
micobiota dos trés grupos, neste caso, nao é suficientemente heterogénea a ponto de ser
considerada um fator de distincdo entre eles. Neste sentido, prosseguimos nossa investigacao
buscando identificar os principais tAxons flngicos que comp&em a micobiota intestinal de SC,
TB e CC, gerando um gréafico onde exibe-se o perfil de abundéancia taxondmica dentro de cada
grupo através da plataforma MicrobiomeAnalyst. Como resultado, identificamos que a
micobiota intestinal dos trés grupos de camundongos € composta principalmente por
representantes de 4 filos fungicos (Figura Suplementar 4): Ascomycota, Basidiomycota,
Glomeromycota e Mucoromycota. Com a excecdo de Glomeromycota, todos esses filos
também demonstraram ser superabundantes na micobiota de camundongos SC e CC em
andlises anteriores conduzidas por Jabes et al., 2020. Ademais, para complementar os testes
de diversidade conduzidos neste estudo, buscamos averiguar se algum téxon fangico
especifico apresenta-se super ou sub representado na micobiota de SC, TB e CC por meio
de andlises de LEfSe, uma ferramenta amplamente utilizada para identificar biomarcadores
diferencialmente representados em dados de microbioma (SEGATA et al., 2011). A analise
foi realizada com uma Tabela OTU com core 70, ou seja, contendo apenas OTUs presentes
em pelo menos 70% dos animais de cada grupo experimental, conforme descricdes da
metodologia. Através dessa analise, constatou-se que quando comparados os dados de TB
x SC e SC x CC, nado foram observadas diferencgas na representa¢éo de nenhum taxon fungico
na micobiota dos grupos experimentais analisados. Apenas ao compararmos os dados de TB
com CC, identificamos que o género Penicilium parece estar super-representado na
micobiota de TB (Figura Suplementar 5). Interessantemente, esta é a Unica bioassinatura
distintiva entre o perfil da micobiota de TB e CC encontrada em todas as nossas analises.
Dessa forma, nossos dados novamente mostram gque a micobiota de SC, TB e CC parece
apresentar pouca varia¢do, sendo o unico fator diferencial entre suas populac¢des fungicas a
expansao de Penicillium em TB em relacdo a CC, tAxon que também demonstra ser super-
representado em animais SC conforme estudos prévios conduzidos por Jabes et al. (2020).

Sabe-se que fungos do género Penicilium sdo capazes de produzir diversos extrélitos
(metabdlitos secundéarios secretados para 0 meio extracelular) com propriedades
antitumorais, tais como OMF (3-O-methylfunicone) e benzofenonas, por exemplo. Além disso,
alguns compostos derivados de cromonas e metabdlitos como lactonas, alcaléides azafilonas
entre outros produzidos por Penicillium possuem propriedades anti-inflamatérias relevantes
no tratamento de diferentes doencas inflamatdrias e neurodegenerativas (TELES et al., 2020).
Assim, considerando esses fatores, sugere-se que os metabdlitos anti-inflamatérios de
Penicillium poderiam contribuir para a manutencdo da homeostase intestinal dos
camundongos TB, atuando como um fator potencial de protecdo contra a caquexia neste

grupo experimental.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através das andlises de dados de sequenciamento de ITS1 conduzidas neste estudo,
constatou-se pela primeira vez que o perfil da micobiota intestinal de camundongos inoculados
com célula LLC com e sem caquexia e controles saudaveis € taxondmica e populacionalmente
semelhante, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas entre eles em relacao a
sua alfa e beta diversidade. Os principais tAxons que compdem a micobiota de SC, TB e CC
sao representados pelos filos Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota e Mucoromycota.
Ademais, através de analises de LEfSe, constatou-se que o Unico grupo fungico super-
representado em TB em comparagdo com CC € o género Penicillium, que possui a capacidade
de produzir diversos metabodlitos com propriedades anti-inflamatérias relevantes no
tratamento de doencas inflamatérias. Conforme esses dados sugerem, a expansao de
Penicillium na micobiota intestinal de camundongos TB poderia representar um fator de
protecdo potencial contra caquexia em animais portadores de tumor.
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