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INTRODUCAO

A caquexia é reconhecida como uma sindrome metabdlica associada a diversas
doencas subjacentes, como cancer, doenca renal cronica, entre outras enfermidades. E
caracterizada pela redu¢édo da massa muscular, diminuicao dos estoques de gordura corporea
e inflamagdo cronica generalizada (EVANS et al., 2008; FEARON et al.,, 2011). Estudos
recentes apresentam que alteragbes na composicdo da microbiota intestinal podem estar
relacionadas ao desenvolvimento de doencas metabdlicas e sindromes, como diabetes e
obesidade e, desta forma, situacdes de desequilibrio da microbiota denominadas de disbioses
poderiam contribuir para o agravamento de infec¢bes por patégenos, mas também para o
estabelecimento de quadros inflamatorios crénicos, pois as alteragbes na microbiota
interagem diretamente com o sistema imune do hospedeiro (ALMEIDA et al, 2003; EVANS et
al, 2008; FEARON et al, 2011; ZHANG et al, 2015). O RNA ribossomal 16S rRNA, que possui
9 regides hipervariaveis intercaladas com regifes altamente conservadas (FORDE et al.,
2013), e utilizado para identificar as modificagbes e categorizar a microbiota intestinal
associadas a patologias. Sendo a caquexia uma sindrome relacionada a disfun¢des no
metabolismo energético, notam-se que alteragbes na composicdo da microbiota também
estejam correlacionadas com o desenvolvimento de quadros caquéticos, como constatado
nos casos de obesidade e diabetes (BINDELS et al., 2015, 2016). Conhecendo-se, a0 mesmo
tempo, a microbiota e o microbioma de uma comunidade de microrganismos, é possivel
recorrer a bancos de dados que possam identificar os taxa que compdem a populacdo
estudada e reconstruir as principais vias metabdlicas e biossintetizadores dos microrganismos
ali presentes, sendo possivel fazer previsdes a respeito do potencial metabdlico da
comunidade (ou seja, inferir os principais tipos de metabdlitos que podem ser por ela
produzidos). Neste caso, seria possivel inferir, também, as principais alteracdes bioquimicas
e metabdlicas que ocorrem em uma comunidade microbiana, quando um quadro de disbiose
se estabelece.

OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma comparacdo funcional dos
microbiomas murinos no periodo de pré e pOs caquexia, reconstruindo as principais vias
metabdlicas e biossintetizadores dos microrganismos ali presentes, com a utilizacdo de
ferramentas de bioinformatica para permitir a identificacdo das alteracdes metabdlicas que
podem ocorrer na comunidade de microrganismos, durante o desenvolvimento dessa
sindrome.
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METODOLOGIA

A analise funcional conduzida neste projeto utilizou dados de sequenciamento NGS
da regido hipervaridvel V4-V5 de amostras de fezes de camundongos, obtidas de
experimentos decorrentes do desenvolvimento do Projeto FAPESP n° 2017/08112-3. Estes
dados foram submetidos a um fluxo de trabalho desenvolvido no préprio laboratério, sendo
ele dividido nas seguintes etapas: analise de qualidade, pré-processamento, processamento
e pds-processamento. Durante a etapa de andlise de qualidade, as ferramentas FASTQC
(ANDREWS, 2010) e MULTIQC (EWELS et al., 2016) foram utilizadas com o propoésito de
analisar a qualidade de todas as sequéncias provenientes de todas as bibliotecas obtidas
apos o sequenciamento. Ao decorrer das etapas de pré-processamento e processamento, 0
pacote de ferramentas QIIME (CAPORASO et al., 2010) foi utilizado. O foco da etapa de pré-
processamento foi realizar uma limpeza de qualidade nos dados, sendo assim, o script
multiple_join_paired_ends.py foi utilizado com a finalidade de realizar a juncéo entre todas as
bibliotecas forward e reverse. Apés a juncdo, o processo de Splitting Libraries foi realizado,
sendo 0 mesmo responsavel por renomear o cabecalho das sequéncias, fazer o corte de
gqualidade, concatenar todas as sequéncias e converter o arquivo para a extensdo FASTA.
Antes de finalizar esta etapa, os scripts identify_chimeric_seqs.py e filter_fasta.py foram
utilizados para a remocao de todas as sequéncias que foram identificadas como quimeras.
Ap6s a filtragem das quimeras, deu-se inicio a etapa de processamento, sendo ela
responsavel pela criagdo da OTU table (unidades taxondmicas operacionais) e criagdo do
microbioma central (core). O script pick_open_reference_otus.py foi responsavel pela criacao
da OTU table e é divido em quatro fases: a clusterizacdo (agrupamento de sequéncias por
nivel de similaridade), atribuicdo taxonémica dos grupos criados na fase de clusterizacao,
alinhamento das sequéncias e criagdo da arvore filogenética, sendo que nas trés primeiras
fases o banco de dados do Greengenes (DESANTIS, 2006) foi utilizado como referéncia. Apés
sua criacdo, a OTU table foi submetida a scripts de filtragem do pacote QIIME que possuem
0s seguintes objetivos: remogéo de mitocondrias e cloroplastos contaminantes, descarte de
singletons e filtragem de OTUs por nimero de observagdes. O Ultimo script utilizado na etapa
de processamento foi o0 compute_core_microbiome.py, sendo ele responsavel por criar uma
nova OTU table contendo apenas as OTUs presentes em 80% de todas as amostras. Na
Ultima etapa do fluxo de trabalho, pés-processamento, foram utilizados dois softwares, o
PICRUSt (LANGILLE et al., 2013) e a ferramenta web MicrobiomeAnalyst (DHARIWAL et al.,
2017). O algoritmo utilizado no PICRUSt é implementado em vérias etapas, seu objetivo
principal é realizar a predigédo funcional de todo o metagenoma utilizando o arquivo gerado
pelo método core e um banco de dados de grupos de genes ortélogos (KEGG), resultando e
uma tabela de contagens funcionais. O MicrobiomeAnalyst (DHARIWAL et al., 2017) integra
diferentes ferramentas estatisticas e técnicas de visualizagdo para permitir que 0 usuario
realize analises abrangentes a partir do estudo de microbiomas. O arquivo de contagens
funcionais foi submetido a ferramenta web e foi realizado o tetse LEfSe, sendo este teste um
algoritmo para a descoberta e explicacdo de biomarcadores de alta dimensionalidade que
identifica as caracteristicas genémicas (genes, vias metabdlicas e taxa) caracterizando as
diferencas entre duas ou mais condicdes bioldgicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento de todas as bibliotecas provenientes das fezes dos camundongos
nos rendeu um valor absoluto de 50.287.754 leituras. Apds a filtragem de quimeras, Ultima
fase da etapa de pré-processamento, o valor absoluto de sequéncias encontradas foi de
11.316.918. Nota-se uma grande queda no valor final da etapa de pré-processamento quando
comparada ao valor inicial, sendo que um dos principais motivos é que ha o processo de
alinhamento das bibliotecas forward e reverse, fazendo com que as sequéncias das
bibliotecas ndo sejam contadas de forma individual. Na etapa de processamento e apos a
criacdo e todos os processos de filtragens das OTUs tables, os seguintes valores foram
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encontrados: OTU table com filtro de abundancia de 0,001% e core em 80% de prevaléncia,
o valor de observacbes foi de 269 e 3.805.553 de sequéncias. Esse resultado do core
apresentou a separacdo dos trés grupos analisados (grupo caquético, tumor-bearing e
controle) ambos no periodo de 28 dias de coleta fecal. Para validar estes dados, diversos
testes foram realizados, sendo um deles foi o teste aleatdrio balanceado, no qual trés grupos
foram criados e nomeados de cag-28, tb-28 e controle-28, sendo que cada grupo foi definido
com quantidades de amostras iguais e aleatérias de grupos com diferentes classificacées de
caguexia, sendo que foi possivel verificar que em todos os testes aleatorios balanceados néo
houve a separacdo dos grupos. Apos a execucdo do PICRUSt (LANGILLE et al.,, 2013)
utilizando a OTU table gerada pelo core, uma nova tabela de contagens funcionais foi gerada
e submetida ao MicrobiomeAnalyst (DHARIWAL et al., 2017) para que o teste LEfSe fosse
realizado. Através do teste foi possivel verificar que dos 15 elementos funcionais mais
representativos de todos os dados do core, 11 elementos estdo presentes no grupo caquético
e apenas 4 no grupo de camundongos que passaram pelo processo de inoculagdo do cancer
porém nao desenvolveram o cancer.

CONCLUSOES

As ferramentas utilizadas durante todas as etapas do fluxo de trabalho apresentaram
bons resultados durante e apds toda a sua execucao, nos permitindo afirmar que a pipeline €
apta para trabalhar com dados de microbioma. Sendo que ao decorrer da execucédo da
pipeline, diversos testes com valores de parametros foram realizados para obter a maior
gqualidade e quantidade de dados possivel para se trabalhar. Notou-se um enorme aumento
nas pontuagdes de qualidade de todas as bibliotecas durante a etapa de pré-processamento,
guando comparadas a analise de qualidade inicial dos dados. O método de criagdo de OTU
table apenas contendo o microbioma central presente em, no minimo, 80% das amostras
analisadas, o core, apresentou bons resultados referente a separagdo dos grupos de
camundongos e resolvendo o viés estatistico, no qual OTUs representativas em valores de
abundéancia em apenas uma ou em poucas amostras foram excluidas. O software PICRUSt
(LANGILLE et al., 2013) realizou as predi¢des funcionais de todo o microbioma analisado com
base no arquivo gerado pelo método do core com toda a taxonomia definida e com um banco
de dados de genes ortélogos (KEGG), fornecendo uma tabela de contagem funcional. Esta
tabela foi submetida ao MicrobiomeAnalyst (DHARIWAL et al., 2017) para realizar o teste
estatistico LEfSe e analisar todos os elementos funcionais encontrados, sendo que dos 15
elementos funcionais mais representativos, 11 estao presentes no grupo caquético e apenas
4 no grupo de camundongos que passaram pelo processo de inoculagdo, porém nao
desenvolveram a caquexia. Sendo assim, objetivo do projeto foi concluido, sendo a proxima
etapa realizar andlises taxonémicas e funcionais mais afundo dos dados obtidos para
averiguar se apresentam ou ndo correlacdo coma sindrome metabdlica caquética.
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