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RESUMO

SANTOS, V. M. Avaliacdo da participagcdo dos micro-organismos da Classe
Mollicutes na microbiota intestinal de mulheres eutréficas e obesas. 2015. 153 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

A obesidade possui causas multifatoriais, sendo caracterizada como um excesso de gordura
corporal acumulada no tecido adiposo causando impactos a saude. Estudos quanto a
interacdo genética do individuo com o ambiente mostram que alguns individuos sdo mais
propensos ao ganho de peso do que os outros em ambientes similares. Sdo muitas as
evidéncias de que o metabolismo da microbiota intestinal facilita a extracéo de calorias da
dieta, ajudam a estoca-las no tecido adiposo, além de prover energia e nutrientes para o
crescimento microbiano. Nesse contexto, a ocorréncia e participacdo dos Mollicutes na
microbiota intestinal é praticamente desconhecida, sendo necessarios, portanto, 0
desenvolvimento de estudos que avaliem as implicacbes e relevancia desses
microrganismos nas respostas adaptativas da microbiota intestinal humana. Deste modo, o
objetivo do presente estudo foi analisar a participagdo dos micro-organismos da Classe
Mollicutes e dos Filos Firmicutes e Bacteroidetes na microbiota intestinal de mulheres
obesas e eutroficas. Para a realizacdo do estudo, a casuistica foi de 20 mulheres
diagnosticadas com obesidade (IMC> 30kg/m?) e 20 mulheres em eutrofia (IMC entre 18,5
e 24,9 kg/m?2. Foram obtidas amostras de fezes, sangue. Foi aplicado um questionario
semiestruturado sobre fatores relacionados com obesidade, e possivel associacdo com
microbiota intestinal e ambiente, além de avaliacdo antropométrica através de
Bioimpedancia, e questionario de frequéncia alimentar. Desenvolveu-se um ensaio
guantitativo por meio de TagMan PCR para a deteccdo de Mollicutes nas amostras de fezes.
A metodologia foi especifica, sensivel, reprodutivel e gerou dados quantitativos para a
deteccao desses microrganismos nas fezes humanas. Constatou-se no presente estudo que
0 grupo caso apresentou consumo energético inferior ao recomendado, e que ambos o0s
grupos apresentaram consumo superior de gorduras saturadas e inferior de fibras. Em
relacdo a determinacdo do estado nutricional os dois grupos se apresentaram acima da
média referéncia, indicando excesso de gordura corporal. Na determinacdo da microbiota
intestinal, constatou-se uma diferenca estatisticamente significante entre as médias do
namero dos micro-organismos da classe Mollicutes entre os grupos caso e controle.
Detectou-se uma associacdo positiva estatisticamente significante entre a presenca de
Mollicutes e mulheres obesas (O.R.= 11,5; I.C.= 2,42-55,4). Na quantificacdo da presenca
dos Filos Firmicutes e Bacteroidetes e Bactérias totais na microbiota, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes quanto a sua quantidade entre as mulheres do
grupo caso e controle. No entanto, foi observada maior propor¢cdo de
Firmicutes/Bacteroidetes na microbiota intestinal das mulheres obesas em relacdo as
eutroficas do grupo controle. Os resultados obtidos permitiram obter evidéncias importantes
da participacdo dos micro-organismos da classe Mollicutes. As alteragBes da microbiota
intestinal também contribuiram na definicdo de subconjuntos de individuos com diferentes
perfis de risco metabdlico e a da heterogeneidade associada a fenétipos humanos
relacionados com a adiposidade.

Palavras-chave: Obesidade. Microbiota intestinal. Mollicutes. qPCR.



ABSTRACT

SANTOS, V. M. Evaluation of Mollicutes microorganism’s participation in the gut
microbiota of obese and normal weight women. 2015. 153 p. Masters thesis
(Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2015.

Obesity has multifactorial causes and it is characterized as an excess of corporal fat
accumulated in adipose tissue causing health impacts. Studies on the genetic interaction
of the individual with the environment shows that some individuals are more prone to
weight gain than others in similar environments. There are many evidences that the gut
microbiota metabolism facilitates the harvest of energy derived from ingested nutrients,
it help to store them in adipose tissue, and provide energy and nutrients for microbial
growth. In this context, the occurrence and patrticipation of Mollicutes in the gut
microbiota is pratically unknown, requiring the development of studies to evaluate the
implications and relevance of these microorganisms in the adaptive responses of the
human gut microbiota. Thus, the aim of this study was to analyze the participation of the
Class Mollicutes and Firmicutes and Bacteroidetes phylos in the gut microbiota of obese
and normal weight women. For the study, it was collected samples of 20 women
diagnosed with obesity (BMI> 30 kg / m?) and 20 women of normal weight (BMI between
18.5 and 24.9 kg /m?), it was collected stool samples, blood, semi-structured
guestionnaire on etiological factors, predisposing and associated with obesity, and
possible association with gut microbiota and the environment, and anthropometric
measurements using bioelectrical impedance. A quantitative assay was developed
through of TagMan PCR for the detection of Mollicutes in stool samples from patients
with the methodology specific, sensitive, reproducible and quantitative for the detection
of these microorganisms in human stools. It was found in this study that the case group
had a lower energy consumption than recommended, and that both groups had a higher
intake of saturated fats and less fiber. For determining the nutritional status of the two
groups presented above average reference indicating excess body fat. Regarding the
determination of the intestinal microbiota of the study population, there was a statistically
significant difference between the mean of microorganisms of Mollicutes class between
the case and control groups. And it was detected a statistically significant positive
association between the presence of Mollicutes and obese women (OR =11.5, Cl = 2.42
to 55.4). Regarding the analysis about the participation of phylos Firmicutes and
Bacteroidetes, and total bacteria in the microbiota of the study population, no statistically
significant differences observed for the microbial amount among women of the case and
control group. However, there was a higher proportion of Firmicutes / Bacteroidetes the
gut microbiota of obese women compared to the control group normal weight women.
Analysis of the results provide important evidence about the participation of almost
unknown Mollicutes class in the gut microbiota of the population studied, as well as
changes and interactions in intestinal microbiota can define subsets of individuals with
different metabolic risk profiles and thus contribute to investigation of the heterogeneity
associated phenotypes related to adiposity.
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INTRODUCAO

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2002)
como o0 excesso de gordura corporal acumulada no tecido adiposo com
implicacdes para a saude. Algumas estimativas globais recentes indicam que em
2013, mais de 600 milhdes da populacdo mundial adulta (com 18 anos ou mais)
eram obesos com 11% dos homens e 15% das mulheres (MARIE, 2014). No
Brasil, em 2014 estimou-se que na populacédo adulta (20 anos ou mais), 10,5
milhées sdo obesos com 12,4% dos homens e 16,9% das mulheres (IBGE,
2014). Nesse contexto, atualmente a obesidade esta entre os maiores problemas
de saude publica e disturbio da nutricdo. A obesidade € considerada atualmente
uma epidemia (BACON; APHRAMOR, 2011; OLSHANSKY et al, 2005;). As
alteracdes nos padrdes dietéticos e nutricionais da populacéo brasileira tém sido
analisadas no processo da transicdo nutricional (KAC; VELASQUEZ-
MELENDEZ, 2003).

Neste processo, verificou-se que ocorreu inversdo nos padrées de
distribuicdo das alteragcdes nutricionais. A alta incidéncia de sobrepeso e
obesidade na populagcdo implica no aumento da ocorréncia de doencas
cardiovasculares, cancer, diabetes mellitus e hipertensdo arterial (AMUNA;
ZOTOR, 2008; ARAI et al., 2009; DUNCAN et al., 1993; GIGANTE et al, 1997,
JIRTLE; SKINNER, 2007; KAC; VELASQUEZ-MELENDEZ, 2003; LESSA, 1998;
MONDINI; MONTEIRO, 1998; POPKIN et al, 2006). Na obesidade, ocorre
basicamente o balanco energético positivo cuja patogénese nao esta
completamente elucidada, estando associada a fatores comportamentais,
culturais e biolégicos. A regulacdo do balanco energético e do estoque de
energia corporal séo influenciados pela susceptibilidade individual e seu contexto
social e econbmico, demografico, cultural, educacional, ambiental e familiar,
além de fatores hormonais e de heranca genética (GORAN, 2000; VEIGA;
SICHIERI, 2006).

O mapa génico da obesidade humana esta constantemente em mudanca
pela identificacdo de novos genes e regides cromossdmicas associadas com a
obesidade. As altera¢cdes do comportamento alimentar e os habitos sedentérios

indicam ser os principais fatores de interferéncia nos genes de susceptibilidade



a obesidade e consequentemente no aumento da obesidade mundial. E
provavel, portanto, que a obesidade ocorra como a resultante de fatores
poligénicos complexos e um ambiente obesogénico (dieta e sedentarismo)
(BAJZER; SEELEY, 2006; BOUCHARD, 2000; CANI et al., 2007; DERAM;
VILLARES, 2009; DUNCAN et al., 2008; TURNBAUGH et al., 2009).

A captagdo de energia pode justificar em parte o metabolismo de alguns
pacientes obesos que ndo apresentam ingestao alimentar excessiva, sugerindo
gue a microbiota intestinal pode predispor o individuo a obesidade (BACKHED,
2004). Alguns estudos tém demonstrado que o desenvolvimento da obesidade
em humanos pode ser determinado pelas proporcdes relativas de dois filos
principais de bactérias da microbiota intestinal humana, Bacteroidetes e
Firmicutes, que diferem consideravelmente entre individuos eutroficos e obesos
(DUNCAN et al., 2008; LEY et al., 2005, 2006; TENNYSON; FRIEDMAN, 2008).
Estudos comparativos mostraram que ratos obesos possuem significativamente
niveis mais baixos de micro-organismos do Filo Bacteroidetes e niveis mais
elevados de Firmicutes. Este ultimo, estd associado com um aumento de
absorcdo de energia da dieta (BACKHED, 2004; CANI; DELZENNE, 2009;
DIBAISE et al.,, 2012; LEY et al, 2005; RAOULT, 2008; TURNBAUGH et al,
2006). Turnbaugh et al (2008) obtiveram resultados semelhantes em ratos com
obesidade induzida por dieta. Curiosamente, embora as alteracdes nos niveis de
Firmicutes e Bacteroidetes foram observadas nos camundongos obesos por
dieta induzida, a diferenca foi relacionada principalmente as bactérias da classe
dos Mollicutes.

As espécies do Filo Bacteriodetes pertencem a microbiota intestinal
humana e animal. Estas bactérias sdo bacilos ou cocobacilos gram-negativos,
anaeroébios obrigatérios, heterotréficos, mesdfilos, sacaroliticos, ndo formadores
de esporos, iméveis. Sao resistentes a bile, ndo produzem pigmentos. Tém como
principais produtos finais do metabolismo da glicose, os acidos succinico e
acético (JOHANSSON; PETTERSON, 2002; MANILOFF, 2002). O Filo
Firmicutes, encontrado em maior proporgéo no trato gastrintestinal humano, sao
micro-organismos Gram positivos na maioria. Na classificacao atual o filo divide-
se tipicamente em trés classes: Bacilli - aerébios facultativos ou obrigatorios;

Clostridia - organismos anaeroébios; e Erysipelotrichia. Mollicutes é a Unica classe



do filo Tenericutes, anteriormente classificada dentro do filo Firmicutes
(BERGEY’s, 2009, 2010; LUDWIG; KLENK, 2001; RAZIN et al., 1998).

Os estudos das interacOes de Bacteroidetes e Firmicutes na microbiota
intestinal, e sua associacdo com a obesidade, ttm aumentado. No entanto, a
participacdo dos Mollicutes € praticamente desconhecida. O género
Mycoplasma, foi introduzido em 1929 para designar micro-organismos,
atualmente classificados como membros da familia Mycoplasmataceae, ordem
Mycoplasmatales, da classe dos Mollicutes. (Mollis = mole; cutis = pele) (RAZIN,
1992). Os Mollicutes possuem um genoma pequeno, sendo que algumas
espécies apresentam 0 menor genoma entre os procariotos e, em consequéncia,
apresentam metabolismo reduzido (MILES; NICHOLAS, 1998; NEIMARK, 1986;
RAZIN; TULLY, 1983). Distinguem-se de outros procariotos pela simplicidade
celular, genoma e metabolismo reduzido. A auséncia natural da parede celular
confere resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos. Incluem-se as sulfas e
rimfapicina respectivamente pela auséncia da sintese de &acido folico e possuir
uma polimerase diferente. Com aproximadamente 200 espécies, estes micro-
organismos infectam humanos, animais, insetos e plantas. Considerados em
geral, como oportunistas por exceléncia, colonizam “preferencialmente” a
superficie de mucosas de mamiferos, mas tém potencial de causar infec¢bes
sistémicas dependendo do hospedeiro. (DYBVIG, 1990; RAZIN; YOGEV; NAOT,
1998).



CONCLUSOES

e Os grupos caso e controle balancearam suas dietas conforme o intervalo
de distribuicdo energética recomendado, no entanto, foi observado um
consumo de fibras inferior, e de gorduras saturadas superior ao

recomendado em ambos 0s grupos;

e As mulheres de ambos o0s grupos apresentaram excesso de gordura

corporal;

e Foi desenvolvido um ensaio de PCR em tempo real especifico, sensivel,
reprodutivel e quantitativo para a deteccdo de Mollicutes nas fezes

humanas;

e [Foram encontradas associacdes estatisticamente significantes entre a

presenca de Mollicutes e mulheres obesas;

e Nao foram observadas associacfes estatisticamente significantes em
relacdo as meédias de consumo dos macronutrientes carboidratos,

proteinas, lipidios e fibras com a presenca de Mollicutes;

e Na&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes para as
cargas de Firmicutes, Bacteroidetes e Bactérias totais entre as mulheres

do grupo caso e controle;

e A proporgédo de Firmicutes em relacdo aos Bacteroidetes foi maior na

microbiota intestinal das mulheres obesas em relacéo as eutroficas;

¢ Nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos

caso e controle para nenhuma das citocinas avaliadas.
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