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RESUMO

A síndrome de Netherton (SN) é uma condição genética de herança autossômica

recessiva causada pela perda de função da proteína inibidora de serino protease LEKTI. Esta

síndrome é caracterizada por alterações na pele e alta taxa de mortalidade pós-natal.

Evidências recentes apontam variações no microbioma cutâneo, que podem estar relacionadas

à produção de metabólitos específicos. Neste estudo, partimos de dados de metagenômica

completa de amostras de pele, disponíveis em bancos de dados, e analisamos in silico as vias

metabólicas dos microbiomas de pacientes com SN em áreas com e sem lesões, comparando

com indivíduos saudáveis. Os resultados revelaram diferenças significativas no perfil das vias

metabólicas das comunidades microbianas de indivíduos saudáveis e doentes, sem distinção

significativa entre áreas com lesão e sem lesão. Identificamos então as vias metabólicas

específicas diferencialmente abundantes entre os grupos saudáveis e doentes, o que revelou

uma maior proporção de vias de biossíntese de lipídios em indivíduos saudáveis. Concluímos

que o estado de saúde está associado ao perfil funcional do microbioma cutâneo e que as

alterações no microbioma devem ocorrer de forma sistêmica na pele dos portadores da

doença. Deste modo, não é possível atribuir o surgimento de lesões à presença ou ausência

específica de uma ou mais vias. Possivelmente, no processo patogênico há um desequilíbrio

nos níveis de diferentes lipídios produzidos pelo microbioma, interferindo na regulação de

táxons, sua rede de interações ecológicas, e moléculas pró e anti-inflamatórias do hospedeiro.

Futuramente, estudos em nível de transcritos e metabólitos poderiam avaliar se há diferenças

entre a pele lesionada e a não lesionada nos indivíduos com SN e o que causa o aparecimento

das lesões, além de averiguar diretamente os metabólitos derivados das vias metabólicas

alteradas e investigar seus possíveis efeitos no processo patogênico.



ABSTRACT

Netherton syndrome (NS) is an autosomal recessive genetic disorder caused by the

loss of function of the serine protease inhibitor LEKTI. It is characterized by skin alterations

and a high postnatal mortality rate. Recent evidence indicates variations in the cutaneous

microbiome, which may be related to the production of specific metabolites. In this study, we

utilized metagenomic data from skin samples accessible in databases, performing in silico

analysis of the microbial metabolic pathways from NS patients with and without lesions,

comparing them with healthy individuals. The results revealed significant differences in the

metabolic pathway profiles of microbial communities between healthy and diseased

individuals, without significant distinction between lesional and nonlesional skin sites.

Moreover, we identified specific metabolic pathways differentially abundant between healthy

and diseased groups, indicating a higher proportion of lipid biosynthesis pathways in healthy

individuals. We concluded that health status is associated with the functional profile of the

cutaneous microbiome, and microbiome changes likely occur systematically in the skin of

those affected by the disease. Thus, it is not possible to attribute the occurrence of lesions to

the presence or absence of specific pathways. Possibly, in the pathogenic process, there is an

imbalance in the levels of lipids produced by the microbiome, influencing the regulation of

taxa, their ecological interaction networks, and host pro- and anti-inflammatory molecules. In

the future, transcriptomic and metabolomic studies could assess whether there are differences

between lesional and nonlesional skin in NS individuals and the underlying causes of lesion

development. Additionally, direct investigation of metabolites derived from altered metabolic

pathways could provide insights into their potential effects on the pathogenic process.
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1 INTRODUÇÃO

A existência de comunidades microbianas que colonizam órgãos do organismo

humano é uma informação conhecida há bastante tempo e cujos estudos começaram

principalmente pelo trato digestório e depois foram expandidos para outras regiões do corpo.

As relações estabelecidas ao longo dos anos entre variações nessas comunidades e condições

como a obesidade e a intolerância a determinados alimentos certamente colaboraram para o

engajamento da comunidade científica neste tema (CRESCI; BAWDEN, 2015; DINAN;

CRYAN, 2017; SCHMIDT; RAES; BORK, 2018). Todavia, sabe-se que a presença de

microrganismos habitando o corpo humano e nele interagindo tanto de formas positivas

quanto negativas com o sistema e outros microrganismos, não está restrita ao trato digestório.

A saber, comunidades microbianas são encontradas nestas condições também no trato

respiratório, nas mucosas oral e vaginal e, dentre outros, na pele, que será o foco deste

trabalho; e, assim como no trato digestório, certas doenças cutâneas também vêm sendo

associadas não a um agente infeccioso específico, mas a uma perturbação na estrutura das

comunidades microbianas e em seus nichos. Neste sentido, é de grande interesse para as

ciências biológicas e da saúde conhecer as características dessas comunidades, as interações

entre microrganismos e deles com a pele, as variações temporais e espaciais, e o efeito de

mudanças ambientais e individuais sobre a estrutura do microbioma (CHEN; FISCHBACH;

BELKAID, 2018).

Nos últimos anos tem sido debatida a necessidade de uma visão mais ecológica sobre

os microbiomas humanos, o que poderia trazer uma atenção maior ao papel que as

comunidades têm nos processos infecciosos, desafiando a visão “um patógeno - uma doença”

proposta por Robert Koch no final do século XIX (BYRD; SEGRE, 2016; GILBERT;

LYNCH, 2019). Por trás desta visão, está a noção de que muitos dos conceitos gerais

desenvolvidos pela macroecologia podem ser aplicados para o entendimento também das

comunidades microbianas, como através da classificação das interações (por exemplo,

competição, cooperação, entre outras) e do estabelecimento de redes de co-ocorrência que

relacionam as dinâmicas populacionais dos microrganismos e sugerem interações.

Nesse sentido, ainda que microbiota e microbioma por vezes sejam utilizados de forma

intercambiável, enquanto em outras vezes diferentes definições são apresentadas a cada

termo, faremos uso aqui preferencialmente do termo microbioma da forma como foi proposto

por Whipps e colaboradores em 1988, e recentemente defendido por Berg e colaboradores,

uma nomenclatura para uma determinada comunidade microbiana em um habitat bem

https://www.zotero.org/google-docs/?Gvb1Kc
https://www.zotero.org/google-docs/?Gvb1Kc
https://www.zotero.org/google-docs/?mYj4YJ
https://www.zotero.org/google-docs/?mYj4YJ
https://www.zotero.org/google-docs/?T8BAA3
https://www.zotero.org/google-docs/?T8BAA3
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definido com base em suas características físico-químicas ou abióticas (BERG et al., 2020;

WHIPPS; LEWIS; COOKE, 1998). Entendemos que essa definição transmite melhor o

entendimento do microbioma não só como o conjunto de microrganismos que habita um

local, mas também suas interações entre si e com o hospedeiro, seus metabólitos, material

genético e os elementos físico-químicos do ambiente.

Neste trabalho, investigamos o perfil funcional de comunidades cutâneas em pacientes

de síndrome de Netherton (SN), uma doença autossômica recessiva caracterizada por

profundas alterações estruturais no desenvolvimento da pele que resultam em sintomas

clínicos durante toda a vida dos indivíduos portadores, com alta taxa de mortalidade pós-natal.

Trabalhamos com os dados de metagenômica produzidos e publicados em artigo de Willliams

e colaboradores, cujo foco foi fazer uma análise da composição taxonômica das comunidades

e investigar moléculas com potencial de induzir ou atuar como protease epidérmica. Neste

artigo, os autores apontam que o microbioma não apenas contém variação em relação ao

controle saudável, como pode aumentar os sintomas da doença (WILLIAMS et al., 2020). A

partir de uma revisão bibliográfica, tentaremos mostrar um recorte do estado da arte das

pesquisas sobre microbioma cutâneo e sua relação com doenças de pele.

A presente pesquisa aspira contribuir com o corpo de evidências acerca da influência

da SN sobre o microbioma e vice-versa, de modo a não só colaborar com o entendimento

desta doença, mas também de outras com alterações no microbioma. Doenças de pele são uma

das principais causas de atendimento em saúde primária, e produzem muitos impactos na

qualidade de vida das pessoas (SANCLEMENTE et al., 2017). Utilizamos uma estratégia de

bioinformática para realizar inferência funcional a partir de dados de metagenômica obtidos

em bases de dados públicos, uma abordagem que vem sendo utilizada, mas que nunca foi

aplicada para esta síndrome, que seja de nosso conhecimento. O perfil funcional tem sido

cada vez mais explorado em trabalhos sobre microbioma e já é entendido como uma

propriedade ecológica do microbioma humano (HUMAN MICROBIOME PROJECT

CONSORTIUM, 2012). Com os resultados obtidos, buscamos mostrar como vias metabólicas

parecem ser aplicáveis para caracterização de microbiomas saudáveis e doentes e como vias

diferencialmente abundantes nas comunidades indicam um caminho para pesquisas futuras

que busquem compreender as características necessárias para a manutenção de uma pele

saudável.

https://www.zotero.org/google-docs/?taci7t
https://www.zotero.org/google-docs/?taci7t
https://www.zotero.org/google-docs/?0T1fQ1
https://www.zotero.org/google-docs/?FydkYm
https://www.zotero.org/google-docs/?eynuM8
https://www.zotero.org/google-docs/?eynuM8
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Estrutura geral da pele humana e de suas comunidades microbiológicas

A pele é um órgão formado por duas camadas: uma mais externa chamada de

epiderme, constituída por camadas de queratinócitos em diferentes estágios de diferenciação;

e uma mais interna, chamada de derme. De modo geral, a superfície da pele é pouco

hidratada, ácida, salina, rica em lipídeos, e aeróbica em quase toda extensão, com exceção das

invaginações que formam as glândulas sudoríparas, as glândulas sebáceas e os folículos

capilares. Diferentes densidades de glândulas e folículos, associadas a variações na topografia

da pele, no entanto, definem microambientes que diferem, principalmente, no nível de

umidade e no conteúdo lipídico. Por isso, ao menos três tipos gerais de pele são comumente

definidos na literatura: pele oleosa ou sebácea (couro cabeludo, rosto, tórax e costas); pele

seca (palmas e face volar do antebraço); e pele úmida (virilha, dobras internas dos joelhos e

cotovelos) (STAL; SPIRA; HAMILTON, 1987; WONG et al., 2016; WYSOCKI, 1995).

Assim como em um macro ambiente o clima e as características do solo tendem a definir as

comunidades animais e vegetais que ali habitam, essas variações fisiológicas ao longo da pele

também selecionam diferentes comunidades de microrganismos, combinando arranjos

específicos de organismos adaptados às condições de cada região (NISC COMPARATIVE

SEQUENCING PROGRAM et al., 2014).

Apesar de encontrarmos espécies com presença ubíqua por toda extensão cutânea e

comum em diferentes indivíduos, a abundância relativa desses organismos varia segundo

características individuais também (OH et al., 2016). De maneira geral, locais de pele sebácea

são dominados por bactérias do gênero Cutibacterium, em especial Cutibacterium acnes. Por

outro lado, as regiões caracterizadas como úmidas abrigam majoritariamente bactérias dos

gêneros Staphylococcus e Corynebacterium. Regiões secas, entretanto, tendem a ser mais

diversas. Em relação aos fungos, há menos variação de acordo com o tipo de pele, e o gênero

Malassezia predomina na maioria dos locais. Além disso, vírus, em especial fagos associados

com Staphylococcus sp. e Cutibacterium sp., são encontrados em todas as regiões. Demais

gêneros comumente encontrados, ainda que menos dominantes, são, a saber, Streptococcus,

Micrococcus, Aspergillus, Parachlorella entre outros (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).

Essas observações nos revelam que, de fato, a pele atua como habitat e suas

características fisiológicas são responsáveis pelas pressões seletivas que moldam as

comunidades. Tal entendimento sugere que, em situações onde as propriedades

físico-químicas cutâneas são alteradas, seja por fatores externos ou por fatores internos,

https://www.zotero.org/google-docs/?Fgpr3v
https://www.zotero.org/google-docs/?9RYmBw
https://www.zotero.org/google-docs/?9RYmBw
https://www.zotero.org/google-docs/?0Zu9dh
https://www.zotero.org/google-docs/?1snxv2
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pode-se constatar também uma mudança nas pressões seletivas e, no limite, uma alteração na

estrutura das comunidades. Assim, compreender como varia uma comunidade no tempo e no

espaço pode ajudar a revelar o papel dessas forças evolutivas.

O mesmo trabalho realizado por Oh e colaboradores revelou que microbiomas

cutâneos saudáveis são largamente estáveis num período de pelo menos 2 anos; e também são

estáveis interpessoalmente, ainda que menos do que na esfera intrapessoal. Regiões menos

diversas, como as de pele sebácea, tendem a ser mais estáveis do que as mais diversas, como

os pés; apesar disso, de modo geral, as características das diferentes regiões tendem a ser

mantidas ao longo do tempo. Por fim, segundo os autores, a estabilidade detectada parece ser

mantida por meio da manutenção das linhagens já presentes e não pela obtenção de espécies

comuns no ambiente (OH et al., 2016).

2.2 Interações entre microbioma e hospedeiro humano

A descrição da estrutura e composição dos microbiomas humanos encontra lugar nos

estudos de saúde humana e animal, uma vez que tem sido defendido nas últimas duas décadas

que as comunidades microbianas que habitam o corpo humano exercem, enquanto parte de

um ecossistema, funções relacionadas à saúde e também a doenças. Isso significa dizer que os

organismos que integram esses espaços, a partir de suas interações com a comunidade e com

o ambiente, podem tanto ajudar na manutenção da homeostase, quanto, por alguma razão,

sofrer alterações em sua estrutura, potencialmente resultando em uma disbiose; e com isso, no

limite, estarem associados a processos patológicos (CHO; BLASER, 2012).

A título de exemplo, foi proposto no início dos anos 2010 uma relação entre a

dermatite seborreica (DS) e os fungos do gênero Malassezia. Essa associação partiu da

observação de que o uso de antifúngicos ajudavam no melhoramento dos sintomas dessa

inflamação, vista junto a uma diminuição na contagem de células de organismos do gênero na

pele dos pacientes. No entanto, é difícil estabelecer uma relação direta entre os organismos e a

doença, uma vez que fungos Malassezia sp. também estão presentes em indivíduos saudáveis.

Consequentemente, foi oferecida em oposição a hipótese de que os sintomas da DS não estão

relacionados à presença ou ausência de um patógeno específico, mas a um processo sistêmico

envolvendo alterações no microambiente da pele que mudam as pressões seletivas existentes e

produzem uma disbiose. Esta, por sua vez, também causa alterações físico-químicas no

ambiente de forma cíclica, aumentando os efeitos da doença (PAULINO, 2017).

https://www.zotero.org/google-docs/?4nKlHL
https://www.zotero.org/google-docs/?Npulrk
https://www.zotero.org/google-docs/?1iuynV
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A noção de que doenças de pele, tais como dermatite seborreica, psoríase, dermatite

atópica (DA), entre outras, são reforçadas ou mantidas por disbioses nas comunidades

cutâneas têm sido defendida nos últimos anos conforme avança o entendimento das interações

microrganismos-hospedeiro. Hoje, já se sabe que algumas dessas interações, como a ativação

e maturação do sistema imunológico, são essenciais para a manutenção do fitness do

hospedeiro. Mais do que isso, o desenvolvimento de determinados ramos da resposta

imunológica parece coincidir com a aquisição de uma comunidade complexa, indicando que

certos mecanismos imunes podem ter evoluído e prevalecido em função de uma relação

simbiótica com essas comunidades microbianas (BELKAID; HAND, 2014).

De fato, a interação do microbioma com o sistema imune do hospedeiro parece ser um

elemento chave na evolução humana, uma vez que a maioria dos encontros entre um

microrganismo e o sistema imunológico se dá, não por patógenos, mas pelo microbioma

simbionte, segundo revisão já citada de Belkaid e Hand. Um exemplo que ilustra a

especificidade destas interações foi observado na ativação, por meio da bactéria comensal da

pele Staphylococcus epidermidis, de células T CD8+ com função singular. Notou-se que as

células ativadas pelo microrganismo em questão são essenciais para a restauração cutânea por

exibirem um programa transcricional associado com reparo tecidual, diferente das células T

CD8+ canônicas ou daquelas ativadas por encontros com patógenos (LINEHAN et al., 2018).

As interações, no entanto, não são unidirecionais entre os microrganismos e o

hospedeiro. Uma vez que o microbioma utiliza a pele como habitat, é de se esperar que as

características físico-químicas do ambiente moldem as características estruturais e genéticas

das comunidades. O genoma de espécies do gênero Malassezia, por exemplo, conhecidamente

sofreu uma larga expansão em relação a lipases secretórias e fosfolipases em comparação com

outros gêneros de fungos (WU et al., 2015). Esse enriquecimento é consistente com os locais

que esses organismos habitam na pele humana e com a necessidade de utilizar os nutrientes

disponibilizados por meio do sebum (conjunto de lipídios produzidos e secretados pelas

glândulas sebáceas) e do estrato córneo (camada mais externa da pele, formada por células

sem núcleo e organelas, os corneócitos); uma vez que esses fungos não produzem os próprios

lipídios (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018). Observações como esta levaram os cientistas a

argumentar que há um forte processo de coevolução entre o genoma humano e dos

organismos simbiontes (ZILBER-ROSENBERG; ROSENBERG, 2008).

2.3 Interações ecológicas no microbioma

https://www.zotero.org/google-docs/?6Td27r
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A descrição das interações do microbioma com o hospedeiro pode ser enriquecida por

uma compreensão mais ampla do espaço de atividades dos microrganismos. Para isso,

precisamos compreender também os tipos e formas de interações entre diferentes membros da

mesma espécie, bem como de espécies e domínios diferentes. De fato, interações como

mutualismo, cooperação, predação, competição etc, também estão presentes em microbiomas

e são definidoras das dinâmicas populacionais e das capacidades funcionais das comunidades

(BERG et al., 2020).

Como mencionado anteriormente, a aplicação dos conceitos da macroecologia para o

estudo das interações entre microrganismos, bem como entre microrganismos e hospedeiros, é

uma abordagem já antiga, mas cuja validade ainda não está clara, dada as diferenças entre os

macro-eucariotos, para os quais a teoria ecológica foi originalmente desenvolvida, e os

procariotos e micro-eucariotos, no que se refere aos mecanismos de interações e ao estilo de

vida (PROSSER et al., 2007).

Nesse sentido, um dos componentes essenciais para as interações ecológicas em

microbiomas são os metabólitos secundários. O espaço de interações de um microrganismo é

preenchido por moléculas sinalizadoras, toxinas, moléculas orgânicas e inorgânicas que são

liberadas pelos organismos seja como produto ou subproduto de seus metabolismos e podem

tanto servir positivamente como negativamente para outros organismos. Um exemplo de

interação positiva mediada por metabólitos secundários é o “cross-feeding”. Nesse

mecanismo, apenas um dos lados é beneficiado (+/0) ao utilizar um metabólito que foi

descartado por um organismo de outra espécie, como produtos de fermentação, aminoácidos,

açúcares digeridos, entre outros (GOYAL et al., 2021). Além disso, a cooperação também é

possível, na qual uma espécie apresenta um mecanismo cujo efeito é aumentar o fitness de

outra espécie, podendo ser uma interação recíproca (+/+) ou não (+/0) (COYTE;

RAKOFF-NAHOUM, 2019).

Além de interações positivas, há também interações negativas que envolvem

metabólitos secundários. Um exemplo seria a competição (-/-), quando organismos diferentes

competem por recursos, como nutrientes, cuja disponibilidade no ambiente é limitada. Além

disso, para se beneficiar num cenário em que há competição, um organismo pode produzir e

secretar substâncias tóxicas para outros organismos, um tipo de amensalismo (-/0) (COYTE;

RAKOFF-NAHOUM, 2019).

É sabido, por exemplo, que alguns organismos comuns na pele humana, como a

bactéria S. epidermidis, possuem em seu repertório molecular peptídeos com propriedades

similares aos peptídeos antimicrobianos (AMPs) do hospedeiro, uma classe de moléculas que

https://www.zotero.org/google-docs/?AjddHQ
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fazem parte da linha de frente do sistema imune, e que são conhecidas por provocar a morte

de determinadas bactérias. Por meio dessas moléculas, a bactéria S. epidermidis inibe o

crescimento de Staphylococcus aureus, um patógeno comum presente na pele e nas narinas,

associado a inflamações cutâneas como a dermatite atópica; o que, num contexto de

patogenicidade, beneficia o hospedeiro, mas também a própria bactéria inibidora, que limita a

população competidora (COGEN et al., 2010).

Em outro exemplo, a bactéria Corynebacterium accolens inibe o crescimento de

Streptococcus pneumoniae, uma bactéria causadora de infecções em crianças e adultos. Em

cultura mista, foi observado que C. accolens consome triacilgliceróis presentes na superfície

da pele humana para suprir suas demandas nutricionais e, como co-produto metabólico, libera

ácidos graxos livres que inibem o crescimento de S. pneumoniae. Esse achado corrobora com

um outro, no qual crianças que não apresentam a espécie S. pneumoniae no trato respiratório

ou na pele exibem uma superpopulação de Corynebacterium sp. (BOMAR et al., 2016).

Um outro mecanismo de interação com importância na definição das dinâmicas de um

microbioma é o chamado quorum sensing (QS). O QS é um mecanismo de sinalização celular

dependente da densidade populacional, capaz de promover mudanças no padrão de interações

em uma comunidade. Ele é induzido por pequenas moléculas produzidas por uma população

microbiana e cujo efeito só é efetuado quando a população atinge um determinado limiar de

densidade populacional. Uma vez atingido esse limiar, o sinal interage com as proteínas

receptoras e promove uma alteração da expressão gênica de uma população (ABISADO et al.,

2018).

Um exemplo de hipótese de QS foi proposto para a interação de duas espécies comuns

na pele humana. A bactéria S. aureus, que como já citamos, frequentemente é identificada

como patógeno, pode exibir um comportamento comensal dependendo do contexto ecológico.

Em um trabalho publicado em 2016, Ramsey e colaboradores testaram a hipótese de o desvio

da comensalidade para a patogenicidade da S. aureus estar associado com sua exposição a

uma população bacteriana de Corynebacterium striatum. A partir da análise do transcriptoma

de culturas de S. aureus com e sem C. striatum, foi observado que na presença da segunda

espécie, o programa transcricional da primeira teve uma diminuição na expressão de genes

associados com a virulência e um aumento na expressão de genes associados ao

comensalismo (RAMSEY et al., 2016).

2.4 Lipídios da pele

https://www.zotero.org/google-docs/?0udie1
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Das classes de moléculas que compõem o microbioma cutâneo, daremos especial

atenção aos lipídios. Tratam-se de moléculas sintetizadas e presentes nas células de todo

organismo vivo e que apresentam funções internas essencialmente estruturais e energéticas,

mas também sinalizadoras, transportadoras, entre outras. Suas porções hidrofóbicas permitem

a formação das membranas celulares que compartimentalizam o conteúdo das células e

também o organizam em estruturas menores, chamadas de organelas. As longas cadeias de

hidrocarbonetos, por outro lado, são fontes ricas de energia e calor que podem ser produzidas

por meio da oxidação das ligações químicas. Lipídios também podem ser produzidos e

excretados para a superfície da pele, na qual têm funções de grande importância

(NICOLAIDES, 1974).

Uma das principais funções atribuídas aos lipídios presentes na pele humana, em

especial os do estrato córneo, é a formação de uma barreira que protege a epiderme contra a

perda excessiva de água e contra a penetração de componentes do ambiente com ação

inflamatória, como alergênicos e patógenos; de tal modo, supõe-se que alterações na

composição saudável dos lipídios do estrato córneo podem resultar em um mal funcionamento

da barreira, propiciando a ocorrência de doenças inflamatórias na pele. Esta hipótese é

recorrente na literatura, como mostram revisões sobre o tema (JIA et al., 2018; VAN

SMEDEN; BOUWSTRA, 2016).

A produção dessas moléculas tem ao menos três principais fontes: as glândulas

sebáceas presentes na derme, que sintetizam e secretam triglicerídeos, ácidos graxos,

colesterois e ceras ésteres para a superfície da pele; as células queratinócitos, presentes

sobretudo na epiderme, que promovem a síntese e secreção de ceramidas, ácidos graxos e

colesterois no espaço extracelular do estrato córneo; e o microbioma residente, cujos

membros podem produzir lipídios em seus metabolismos e liberá-los no ambiente, como os

chamados ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), mas também podem utilizar os lipídios

produzidos pelo próprio hospedeiro ou por outros microrganismos, sendo, com isso, um

importante mediador da composição lipídica da pele (JIA et al., 2018).

Como descrito em seções anteriores, a literatura é bastante robusta na afirmação de

que a composição do microbioma cutâneo apresenta diferenças espaciais em função de

variações nas características físico-químicas da pele (COSTELLO et al., 2009; NISC

COMPARATIVE SEQUENCING PROGRAM, 2014). De tal modo, a composição lipídica da

pele entra como fator de peso para a definição das comunidades. Assim, variações neste perfil

bioquímico podem ser forças evolutivas importantes por trás de alterações na composição de

https://www.zotero.org/google-docs/?aAiiMC
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comunidades saudáveis, e ou sintomas dessas alterações, como discutido em revisão da

bibliografia pertinente (JIA et al., 2018).

Um importante caso de estudo para visualização da influência da composição lipídica

sobre o microbioma é a DA, uma inflamação cutânea com alta incidência na população.

Embora o papel dos microrganismos e suas interações com a fisiologia da pele ainda sejam

pouco compreendidos, há evidências de uma diminuição da diversidade bacteriana em lesões

agudas e crônicas da DA, com um aumento significativo na abundância de S. aureus

(comumente ausente em pessoas saudáveis) e uma diminuição de S. epidermidis (bastante

comum em pessoas saudáveis) (BAURECHT et al., 2018). Junto disso, o artigo de Baurecht e

colaboradores mostra que a composição lipídica está fortemente relacionada com a

composição e diversidade bacteriana nos chamados locais prevalentes de DA. Altos níveis de

ácidos graxos insaturados de cadeia longa mostraram associação significativa com maiores

abundâncias de bactérias lipofílicas como as dos gêneros Propionibacterium e

Corynebacterium. Da mesma forma, a abundância elevada de S. aureus mostrou correlação

com níveis elevados de determinadas subclasses de ceramidas, em especial nas lesões.

De fato, diversos achados sugerem que o conteúdo lipídico é um importante fator de

seleção dos organismos mais abundantes e comuns no microbioma da pele, e também é um

elemento mediador da estabilidade dessas comunidades. Em um estudo para análise da

diversidade bacteriana do microbioma da pele do rosto de voluntários saudáveis da região de

Bangalore, Índia, foi investigado se os níveis de hidratação e de sebum dos locais analisados

poderiam ser bons preditores de sua diversidade. Observou-se que na região das bochechas o

nível de sebum está significativamente correlacionado com a composição e diversidade

bacteriana, com destaque para o gênero Propionibacterium, em especial C. acnes

(anteriormente Propionibacterium acnes (SCHOLZ; KILIAN, 2016)), cuja frequência cresce

com o aumento do volume de sebum (MUKHERJEE et al., 2016).

O que poderia estar por trás dessa correlação na composição lipídica e na frequência

de bactérias do gênero Cutibacterium? Uma análise do genoma de C. acnes, principal bactéria

da pele sebácea, revelou a presença de diversos genes hipotéticos para codificação de lipases,

além do já conhecido triacilglicerol lipase, contribuindo para um genoma bastante enriquecido

em enzimas de degradação de lipídios (BRÜGGEMANN et al., 2004) e, portanto, compatível

com o ambiente em que habita.

No início da década de 1970, Marples e colaboradores mostraram que com a redução

na densidade de C. acnes no couro cabeludo e na testa, por meio de tratamento com

antibiótico, havia também uma redução na quantidade de ácidos graxos livres na superfície da
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pele dessas regiões (MARPLES; DOWNING; KLIGMAN, 1971), sugerindo um papel de

controle por parte da espécie sobre o conteúdo lipídico. Junto a isso, na década de 1980

também foi elaborada a hipótese de que a colonização da pele humana pela C. acnes era

possibilitada pela alta quantidade de triglicerídeos no sebum, uma vez que em animais, como

camundongos, cujas glândulas sebáceas produzem muito pouco ou nenhum triglicerídeo, a

espécie C. acnes não é detectada (WEBSTER; RUGGIERI; MCGINLEY, 1981).

Uma possível conexão entre estas informações foi elaborada nas décadas seguintes. As

bactérias da espécie C. acnes parecem habitar em especial a região do folículo pilossebáceo,

ou seja, o conjunto da glândula sebácea e folículo piloso. Experimentos in vitro mostraram

que os lipídios comuns no sebum humano não servem como fonte nutricional diretamente, no

entanto podem estar associados com aumento da adesão e agregação celular da bactéria

(GRIBBON; CUNLIFFE; HOLLAND, 1993). De tal modo, a atividade das lipases

extracelulares pode ser um importante fator para a capacidade de colonização deste

organismo, bem como um exemplo de como o microbioma pode alterar o ambiente cutâneo.

Embora os achados descritos acima guardem relação com uma única espécie presente

no microbioma cutâneo humano, tal espécie não somente é a bactéria mais prevalente e

abundante no ambiente em questão, como a perda na sua abundância relativa vem sendo

correlacionada com diversas doenças de pele como psoríase, acne, DA e rosácea (ROZAS et

al., 2021). Não está claro, no entanto, se a C. acnes desempenha um papel direto ou indireto

nestas doenças, ou se as alterações vistas na estrutura de suas populações nestes contextos são

sintomáticas das disbioses associadas aos distúrbios. Tal brecha na literatura ocorre pois,

embora tenhamos uma quantidade modesta de informações sobre as interações

microrganismo-microrganismo e microrganismo-hospedeiro, ainda há muito pouca

compreensão do efeito dessas interações no nível ecológico.

Há um cenário similar no que se refere ao principal gênero de fungos presente na pele

humana, a saber, o gênero Malassezia. Dada a ausência de enzimas essenciais do complexo

responsável pela síntese de ácidos graxos, quais sejam, a ácido graxo sintase (FASN) e a

acetil-CoA carboxilase (ACC), quase todas as espécies do gênero são dependentes de fontes

lipídicas contidas no ambiente em que habitam. Essa necessidade é coerente com os múltiplos

genes para lipases e fosfolipases de secreção encontrados (XU et al., 2007; WU et al., 2015).

Tais informações enfatizam a importância do metabolismo de lipídios para os

principais membros do microbioma de pele humana, colocando a disponibilidade destas

moléculas como uma importante pressão seletiva do ambiente cutâneo, e também, a

importância da relação na direção contrária, ou seja, o papel do microbioma na definição das
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características abióticas do ambiente. De tal maneira, podemos elaborar algumas perguntas

que foram pouco exploradas até o momento na literatura, por exemplo, quais lipídios são

consumidos e ou produzidos pelos membros do microbioma? Quais as espécies que mais

contribuem para a composição lipídica da pele? Como as alterações nas vias metabólicas

poderiam estar relacionadas com variações ecológicas e funcionais das comunidades e, no

limite, com alterações na saúde da pele? Como fatores genéticos e moleculares associados aos

genes das vias, como ortologias, transferências gênicas horizontais, contextos genômicos,

expressão gênica entre outros, se relacionam com as variações ecológicas e funcionais?

Em um trabalho recente, Chen e colaboradores conduziram uma análise de predição

funcional do microbioma da pele de pacientes acometidos por psoríase e mostraram que

diversas vias estão alteradas em comparação com pessoas saudáveis. Os microrganismos

apresentaram enriquecimento de diversas vias, incluindo via de metabolismo do ácido

linoléico, um ácido graxo relacionado com processos inflamatórios, via de metabolismo de

glicerídios e via de biossíntese de ácidos graxos insaturados (CHEN et al., 2021); deste modo,

relacionando o microbioma da pele com a regulação do metabolismo de lipídios.

Em função de um processo adaptativo, a capacidade de interagir com o ambiente e

explorar recursos como proteínas, açúcares e lipídios específicos, como triacilglicerois, é uma

característica em destaque do microbioma cutâneo humana em comparação com a de outros

ambientes, como de microbiomas aquáticos, de solo, de fezes humanas ou mesmo de pele de

camundongos (MATHIEU et al., 2013). E dada a importância dos lipídios para a constituição

da barreira da pele, em especial ceramidas, colesterois, triacilglicerois e ácidos graxos

não-esterificados, é esperado que defeitos nas vias de síntese e degradação dessas moléculas

estejam associados com doenças relacionadas à pele, tal como exposto em revisão a cerca de

variações genéticas em humanos e camundongos (RADNER et al., 2011).

2.5 Síndrome de Netherton e o papel das proteases microbianas

Como tentamos demonstrar, doenças de pele como DA, DS, psoríase, acne, entre

outras, são condições profundamente multifatoriais que, embora conectadas com disbioses,

dificilmente podem ter sua causalidade atribuída diretamente a um ou alguns microrganismos.

Por essa razão, doenças cujas causas são previamente determinadas e sustentadas pela

comunidade científica configuram casos que oferecem vantagem para a investigação das

influências do microbioma cutâneo na doença, e desta na comunidade microbiológica. Isso se

dá, pois uma vez que a causa está determinada é possível saber objetivamente quais
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indivíduos são portadores ou não da condição e quais fatores são mais propensos a aumentar

os sintomas da doença, por exemplo.

Uma doença cuja causa é determinada e é independente do microbioma é a síndrome

de Netherton. A SN é uma doença autossômica recessiva cujos portadores apresentam desde o

nascimento a pele com aspecto seco e escamoso (condição chamada de ictiose) por conta de

uma formação defeituosa do estrato córneo; um defeito na formação dos cabelos chamado

trichorrhexis invaginata que faz com que os cabelos cresçam com nós entre os fios, causando

um aspecto de cabo de bambu ao microscópio; além de manifestações severas de inflamações

e alergias na superfície da pele, com superexpressão de eosinófilos e de anticorpos IgE séricos

(TRAUPE, 2012).

Tal doença, sabe-se, é causada por algumas mutações no locus 5q16, região que

codifica o gene SPINK5 (serine protease inhibitor, Kazal-type 5), que levam a perda de

função da proteína inibidora de serino protease LEKTI (lymphoepithelial Kazal-type related

inhibitor) (CHAVANAS et al., 2000). A perda de função da LEKTI provoca um aumento na

atividade de serino proteases epidérmicas cuja principal atividade, para a doença, é a

degradação de complexos protéicos chamados corneodesmossomos que propiciam adesão

entre os corneócitos, células mortas preenchidas de queratina e imersas em uma matriz

lipídica que constituem o estrato córneo. Com a degradação desses complexos proteicos, a

camada mais superficial do estrato córneo descama, interferindo na regulação da manutenção

da espessura da epiderme, podendo resultar em uma ictiose (BRIOT et al., 2009).

De fato, a LEKTI é uma proteína comumente expressa nas camadas mais diferenciadas

do tecido epitelial estratificado, em especial na camada granulosa da epiderme, local onde

ocorrem modificações finais da cornificação (formação estrato córneo). A ausência de LEKTI

na epiderme, portanto, é um fator comum na SN (BITOUN, 2003). Além disso, em estudo

com camundongos knockout para SPINK5 observou-se o surgimento de efeitos similares aos

descritos para a SN, como perda de aderência e coesão do estrato córneo, presença de defeitos

na barreira epidérmica que levam à perda de peso e perda transepidérmica de água, defeitos

na diferenciação da epiderme, entre outros (DESCARGUES et al., 2005).

De tal modo, a causa da SN parece estar bem definida e relatada na literatura. A perda

de função da LEKTI promove um desequilíbrio na atividade proteolítica na epiderme,

causando uma descamação excessiva do estrato córneo, uma diferenciação defeituosa nas

camadas da epiderme, resultando também em uma série de inflamações na pele. No entanto,

SN se manifesta de formas muito distintas na infância e na idade adulta. Em recém nascidos o

fenótipo da doença se expressa de forma generalizada, ou seja, toda a pele apresenta os

https://www.zotero.org/google-docs/?CK3Jlj
https://www.zotero.org/google-docs/?e2w4bk
https://www.zotero.org/google-docs/?6o3bNO
https://www.zotero.org/google-docs/?oAjbBa
https://www.zotero.org/google-docs/?iHfvfB
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defeitos de desenvolvimento e ruptura da barreira epidérmica. Ao longo do envelhecimento

do indivíduo portador, os sintomas da doenças passam a ser localizados e transitórios na

forma de lesões. Por isso, no trabalho original em que esses dados foram coletados, os autores

tinham uma hipótese inicial de que alterações locais no microbioma poderiam estar associadas

com o surgimento de lesões. Frente a isso, em artigo publicado em 2020, Williams e

colaboradores hipotetizaram que também o microbioma cutâneo poderia entrar em disbiose

em pacientes com SN e colaborar com um aumento do fenótipo clínico da doença. Para

verificar, eles produziram um dos mais profundos sequenciamentos por shotgun do

microbioma cutâneo até aquele momento, a partir de amostras coletadas de diferentes regiões

do tronco e de extremidades, de acordo com a presença ou não de lesões (WILLIAMS et al.,

2020).

Nas análises dos dados de sequenciamento, os autores mostraram uma diferenciação

na composição taxonômica entre indivíduos saudáveis e indivíduos com SN, mas uma

similaridade entre regiões com ou sem lesão dos indivíduos portadores da doença. C. acnes

foi a bactéria predominante na maioria dos indivíduos saudáveis, enquanto nos indivíduos

doentes houve um aumento significativo na abundância de espécies de Staphylococcus, em

especial S. aureus e S. epidermidis. Segundo os autores, as diferenças encontradas entre os

grupos aqui foram ainda maiores do que as diferenças caracterizadas anteriormente para DA.

Para além das análises dos dados de metagenômica, os autores também publicaram no

mesmo artigo resultados de estudos in vitro. Foi dada atenção particular para a identificação

de moléculas que poderiam acentuar os efeitos da SN e que são produzidas ou cuja produção

é estimulada por membros do microbioma cutâneo. Uma das moléculas investigadas foi o

PSMα (phenol-soluble modulin alpha), um peptídeo produzido por staphylococci que pode

induzir a atividade de diversos serino proteases da família das calicreínas em queratinócitos

humanos (WILLIAMS et al., 2017). A presença de DNA do operon do gene psmɑ foi

encontrada elevada em todas as amostras nas quais havia colonização por S. aureus, com forte

correlação com a severidade observada da doença. Também a presença de mRNA do mesmo

gene se mostrou correlacionada com a presença de S. aureus nas amostras de SN. Além disso,

os autores também testaram cultivar S. aureus a partir da coleta em lesões dos indivíduos com

SN, e aplicar os isolados de forma epicutânea à pele das costas de roedores. Como resultado,

foram observados danos à barreira epidérmica e inflamação visível nos roedores, além do

aumento na expressão de citocinas inflamatórias.

Além do PSMα, que atua como indutor de serino proteases, algumas proteases podem

ser diretamente secretadas por staphylococci. No estudo, após deleção individual de duas

https://www.zotero.org/google-docs/?hXjhMn
https://www.zotero.org/google-docs/?hXjhMn
https://www.zotero.org/google-docs/?lpMFFP
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cisteíno proteases de S. aureus, estafopaína A e B (scpA e scpB), foi observada uma

diminuição nos efeitos da presença dos isolados na pele das costas de roedores. Ademais, a

presença do DNA codante dessas proteínas se mostrou elevada nos indivíduos com SN, em

especial naqueles que tiveram contagem absoluta da espécie aumentada. Junto disso, a

presença de mRNA dos genes se mostrou acentuada especificamente nas amostras de lesões.

Por fim, homólogos da scpA e sppB de S. epidermidis exibiram os exatos mesmos perfis e

resultados.

Com isso, os autores do estudo evidenciaram dois pontos principais: (i) os perfis

taxonômicos do microbioma cutâneo de indivíduos com SN, quando comparados com

indivíduos saudáveis, se mostraram significativamente diferentes, indicando que as alterações

epidérmicas da SN podem determinar um perfil diferente de colonização do ambiente,

produzindo uma disbiose em relação ao controle. E (ii), o microbioma cutâneo disbiótico pode

estar contribuindo com uma intensificação do fenótipo clínico da SN em função da secreção

de proteases e do estímulo à produção destas pelo próprio sistema hospedeiro.

Neste sentido, podemos notar que a SN configura com clareza um caso em que um

desequilíbrio na estrutura da comunidade simbionte provoca também alterações nas interações

ecológicas com o hospedeiro. Mais que isso, revela como além da estrutura das comunidades

em si, também o seu espaço de atividades, isto é, as moléculas produzidas e consumidas pelos

membros da comunidade, é um elemento importante e até determinante para o resultado

destas interações. Em vista disso, entendemos que uma forma de explorar as relações do

microbioma cutâneo com doenças como a SN é com base em uma abordagem sistêmica que

permita inferir as principais funções e metabólitos presentes nas comunidades e suas

eventuais alterações a partir, por exemplo, dos seus perfis metabólicos. Tal abordagem pode

viabilizar ainda um estudo com direcionamentos ecológicos mais claros, como a investigação

de codependências e interconexões entre funções de diferentes grupos, principais classes de

moléculas alteradas, possíveis interações impactadas, entre outros.

3 JUSTIFICATIVA

Doenças de pele são comuns no mundo todo, inclusive no Brasil. Uma doença como a

DA, por exemplo, apresenta prevalência estimada em cerca de 7% dos adultos no Brasil, 4,9%

dos adultos nos EUA, 3,5% no Canadá, 2,2% na Alemanha, 8,1% na Itália e 2,1% no Japão

(BARBAROT et al., 2018; MESQUITA, 2019). Já a SN é uma doença considerada rara, com

uma incidência global de 1/200.000 nascimentos e uma prevalência de 1-9/1.000.000 segundo

https://www.zotero.org/google-docs/?0twOBv
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dados de 2008 (ZAMBRUNO, 2008). Apesar disso, ela está associada a alta mortalidade

pós-natal, uma vez que podem ocorrer complicações como infecções bacterianas, hipotermia,

perda excessiva de peso e hipernatremia (desidratação extrema causada por níveis de sódio

sérico altos) (HAUSSER; ANTON-LAMPRECHT, 1996).

Embora doenças de pele geralmente não representem ameaça à vida, podem provocar

impactos profundos na qualidade de vida dos indivíduos. Em um estudo que acompanhou

pacientes com acne, psoríase, eczema e pitiríase rósea no período dos 7 aos 18 anos de idade,

tanto os pacientes quanto seus pais ou tutores apresentaram uma diminuição significativa nos

índices de qualidade de vida, sendo a redução dos índices nos pais inclusive mais acentuada

na maioria das condições (MIN et al., 2023). Isso ocorre, dentre outras razões, porque essas

doenças afetam a autoimagem dos indivíduos, um elemento essencial na estrutura da

personalidade e com impactos para a saúde mental e atitudes em relação ao ambiente, sendo

um fator de risco para ansiedade e depressão (SANCLEMENTE et al., 2017).

Frente a este cenário, pretendemos com este trabalho colaborar para o conjunto de

conhecimento sobre as relações do microbioma cutâneo com doenças de pele. O perfil

funcional do microbioma cutâneo é um elemento menos explorado na literatura, que

geralmente traz análises taxonômicas como foco. No entanto, vias metabólicas já são

entendidas como uma propriedade ecológica do microbioma humano (HUMAN

MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012). Como mostramos na revisão, evidências

apontam que a SN pode ser agravada pela produção de proteases pelo microbioma, ou pela

indução da produção de proteases humanas. Nesse sentido, trabalhos focados neste elemento

podem explorar um maior conjunto de genes e funções e eventualmente mapear alterações

relevantes.

Assim, pretendemos fornecer novas pistas e hipóteses sobre os possíveis papéis do

microbioma no desenvolvimento dos sintomas da SN, e ao mesmo tempo como o microbioma

é influenciado pela doença. Além disso, queremos mostrar que é possível produzir

conhecimento sem gerar novos dados. Há muitos dados subutilizados nas bases de dados

biológicos que podem responder perguntas valiosas. Finalmente, entendemos que nossa

metodologia pode vir a ser utilizada em outros trabalhos com foco em outras doenças. Com

isso, esperamos contribuir com a descoberta das patogêneses cutâneas, biomarcadores de

saúde e doença da pele, e possibilidades de tratamento ou diminuição de sintomas

inflamatórios cutâneos.

https://www.zotero.org/google-docs/?uyYWv6
https://www.zotero.org/google-docs/?e7nEm2
https://www.zotero.org/google-docs/?M0Dspq
https://www.zotero.org/google-docs/?8EVkv9
https://www.zotero.org/google-docs/?MKFf7Z
https://www.zotero.org/google-docs/?MKFf7Z
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é comparar as vias metabólicas dos microrganismos

presentes no microbioma cutâneo de pessoas saudáveis e com SN, e buscar compreender suas

relações e relevância para o equilíbrio ecológico das comunidades e das suas interações.

4.2 Objetivos específicos

1. Determinar as vias metabólicas em comunidades cutâneas a partir de dados de

metagenoma disponíveis em bancos de dados;

2. Determinar se é possível relacionar o perfil de vias metabólicas com o estado de saúde

dos indivíduos testados, e com a presença ou ausência de lesão nos indivíduos SN;

3. Identificar vias metabólicas diferencialmente abundantes entre os grupos avaliados, de

modo a apontar possíveis biomarcadores para as diferenças entre as comunidades,

caso haja;

4. Analisar as vias identificadas como diferencialmente abundantes e explorar se é

possível estabelecer relações delas com fatores que contribuem para uma pele

saudável e fatores que podem provocar ou intensificar o aparecimento de lesões;

5. Investigar a presença de vias associadas ao metabolismo de lipídios dentre aquelas

diferencialmente abundantes e especular suas possíveis importâncias no contexto

estudado.

5 METODOLOGIA

5.1 Seleção e obtenção dos dados

Os dados para realização do trabalho foram selecionados a partir dos critérios de

qualidade, disponibilidade e adequação aos objetivos propostos. Foram escolhidos os dados

produzidos e publicados por Williams e colaboradores, provenientes de sequenciamento

genômico completo de amostras de pele humana de indivíduos saudáveis e indivíduos com

diagnóstico de síndrome de Netherton, tanto de regiões contendo lesões (SN lesão) como de

regiões sem lesão (SN não lesão) (WILLIAMS et al., 2020) . Os dados foram disponibilizados

https://www.zotero.org/google-docs/?1jF9Bw
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pelos autores no banco National Center for Biotechnology Information (NCBI) (SAYERS et

al., 2022) e podem ser encontrados na seção BioProjects sob ID PRJNA551026.

Foram obtidos os arquivos contendo as sequências de reads de 17 sequenciamentos

que foram analisados no artigo original, sendo 5 de indivíduos saudáveis, 6 de indivíduos SN

de região com lesão, e 6 de indivíduos SN de região sem lesão. O download foi feito a partir

da plataforma SRA Explorer (EWELS; DUNCAN; YATES, 2023), que permite o acesso aos

arquivos fastq disponíveis na seção Sequence Read Archives (SRA) do banco. Após algumas

análises iniciais dos arquivos com uso de ferramentas como o FastQC (ANDREWS, 2019) e o

FastQ Screen (WINGETT; ANDREWS, 2018), que avaliam fatores de arquivos FastQ como

qualidade de sequenciamento, conteúdo GC, presença de adapters, sequências duplicadas,

presença de DNA humano, entre outros, observamos que os arquivos já haviam passado por

uma etapa de controle de qualidade dos reads anteriormente à disponibilização no banco.

5.2 Identificação de genes e vias metabólicas nas comunidades

Para identificação dos genes e das vias metabólicas presentes nas comunidades

cutâneas a partir dos metagenomas, foi utilizado o programa HUMAnN 3.0 (BEGHINI et al.,

2021). A análise foi executada em 12 de julho de 2022 utilizando como base de dados

genômicos para identificação dos genes o ChocoPhlAn (BEGHINI et al., 2021), banco de

pangenomas microbianos desenvolvido especificamente para os módulos do bioBakery

(MCIVER et al., 2018) (conjunto de ferramentas ao qual o HUMAnN pertence). Como base

de dados transcritos para identificação de proteínas foi utilizado a base completa UniRef90

(SUZEK et al., 2015). Ambas bases foram baixadas localmente para a execução, seguindo o

manual do programa. Os outputs obtidos após a execução foram: um arquivo com a contagem

das famílias gênicas, um com a abundância das vias metabólicas, calculada a partir da

quantidade de cópias de vias completas (ou seja, com todos os genes da via presentes), e um

com a cobertura das vias metabólicas.

De acordo com os objetivos do nosso trabalho, escolhemos desenvolver as análises a

partir dos resultados contidos na tabela de abundância de vias metabólicas. Este arquivo

detalha a abundância de cada via metabólica identificada na comunidade como uma função

das abundâncias dos componentes de reações das vias. Isto é, a abundância de uma via

específica é calculada a partir da abundância de cada reação que resulta da soma da

quantidade de genes catalisadores da reação.

https://www.zotero.org/google-docs/?aOAZ4N
https://www.zotero.org/google-docs/?aOAZ4N
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https://www.zotero.org/google-docs/?aujnaj
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O HUMAnN 3.0 usa as definições de via do MetaCyc (CASPI et al., 2020) e do

MinPath (YE; DOAK, 2009) para identificar o conjunto de vias que melhor explicam as

reações observadas em uma comunidade. Os resultados são apresentados tanto em nível de

comunidade, quanto estratificados por táxon identificado em nível de espécie. Os reads que

não foram identificados em nível de espécie são computados como unclassified. A abundância

de uma via é proporcional ao número de cópias completas da via em uma comunidade, ou

seja, se em uma via simples A -> B -> C -> D a abundância de A for dez vezes maior que de

B-D, a abundância será compatível com as abundâncias de B-D.

Vale destacar que o valor de abundância de uma via em nível de comunidade não é

necessariamente igual à soma dos valores estratificados. Isso ocorre porque, tomando o

mesmo exemplo acima, se para a espécie X os genes da via estão numa abundância 5, 5, 10,

10, e para a espécie Y estão em 10, 10, 5, 5, em nível de espécie, ambas teriam 5 cópias da

via. Mas em nível de comunidade os valores seriam somados, de modo que as abundâncias

computadas seriam 15, 15, 15, 15, totalizando, portanto, 15 cópias completas da via. Deste

modo, assumimos a imprecisão que esta escolha gera. Entendemos que isso não invalidaria as

análises feitas aqui, apenas colocariam a necessidade de se verificar em outros estudos se as

vias e genes estão de fato presentes nas espécies, o que já seria algo necessário mesmo se

utilizássemos os dados já estratificados.

Estão presentes ainda no arquivo valores calculados como unintegrated e unmapped.

O primeiro corresponde à abundância de genes que foram identificados, mas não foram

integrados a nenhuma via. O segundo representa a abundância de reads que não alinharam

com qualquer referência nucleotídica ou proteica.

5.3 Normalização, padronização e cálculo de distância

Escolhemos trabalhar com os dados não estratificados em razão da alta quantidade de

reads com taxonomia não identificada. A separação entre estratificados e não estratificados

foi realizada por meio do script “humann_split_stratified_table”, disponível na biblioteca

HUMAnN 3.0.

Após a identificação dos genes e vias metabólicas para cada amostra e separação dos

resultados não estratificados, unimos os resultados em uma única tabela utilizando o script

“humann_join_tables” disponível na biblioteca HUMAnN 3.0. Os valores unmapped e

unintegrated foram removidos e a tabela foi normalizada por amostra de modo que a soma

dos valores fosse igual a um. Entendemos que manter esses valores poderia influenciar nos

https://www.zotero.org/google-docs/?UAT34U
https://www.zotero.org/google-docs/?dKs8VS
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resultados das análises e introduzir erros, uma vez que eles representam ausência de vias, e,

portanto, não podem ser interpretados como parte da composição. Além disso, a quantidade

de reads classificados nestas duas variáveis representaram uma parte grande do total de reads

analisados, de modo que estes valores receberiam um peso desproporcional após a

normalização.

Com a tabela normalizada foi feita uma padronização dos valores utilizando a função

“decostand” com parâmetro de método “hellinger”. A padronização é uma etapa indicada nos

protocolos de tratamento de dados ecológicos de modo a garantir que os dados tenham uma

escala comum ou uma distribuição específica. A padronização de hellinger transforma os

dados de maneira que a distância euclidiana entre as amostras seja proporcional à

dissimilaridade de hellinger entre as distribuições de espécies associadas a essas amostras A

seguir, foi obtida uma matriz de distância a partir da função “vegdist” com parâmetro de

método “euclidean”. Ambas funções “decostand” e “vegdist” pertencem à biblioteca Vegan

(OKSANEN et al., 2022) e foi implementada em R (R CORE TEAM, 2021).

Vale mencionar que a etapa de padronização é indicada para dados composicionais

para que todas as variáveis tenham o mesmo peso nas análises. Além disso, a distância de

Hellinger é considerada uma métrica mais adequada para dados composicionais do que

métricas clássicas como a euclidiana, que apresenta uma série de problemas para composição

de comunidades contendo valores iguais a zero (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001).

5.4 Análise de agrupamentos a partir das vias metabólicas identificadas

Nossa metodologia focou em avaliar especificamente como os estados saudável, SN

lesão e SN não lesão estão relacionados com a composição relativa de vias metabólicas das

comunidades microbianas cutâneas. Realizamos uma clusterização utilizando a função

“clustermap” da biblioteca Seaborn (WASKOM, 2021) para Python (ROSSUM; DRAKE,

2010). A função foi aplicada sobre a tabela com os valores padronizados segundo critério de

Hellinger obtido na etapa anterior. Utilizamos como parâmetro de métrica “euclidean”, de

modo que ao ser aplicada sobre os valores padronizados, os clusters são construídos a partir

de uma matriz de distância de Hellinger.

Além da clusterização, realizamos uma análise de PCoA (principal coordinate

analysis) por meio da função “pcoa” da biblioteca scikit-bio (THE SCIKIT-BIO

DEVELOPMENT TEAM, 2022) para Python. A partir dos resultados desta análise, testamos

as hipóteses de agrupamentos a partir de um db-RDA (distance based redundancy analysis)

https://www.zotero.org/google-docs/?Fn8g4n
https://www.zotero.org/google-docs/?kOkB9L
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(LEGENDRE; ANDERSON, 1999) implementado via R através da função “capscale” da

biblioteca Vegan.

A análise de redundância é um tipo de ordenação restrita cujo objetivo é organizar um

conjunto de variáveis descritivas de acordo com suas relações com um conjunto de variáveis

preditivas, de modo que seja possível testar a relação entre elas. A db-RDA é baseada numa

matriz de dissimilaridade que pode ser escolhida de acordo com as características dos dados, e

permite o teste de hipóteses utilizando um modelo ANOVA com permutações.

Neste caso, a abundância relativa de cada via metabólica identificada em cada amostra

consiste no grupo de variáveis descritivas, enquanto os metadados formam as variáveis

preditivas. De modo a investigar se o conjunto de vias metabólicas permite uma associação

consistente e significativa com o estado de saúde, definimos duas formas de classificação das

amostras. A primeira consiste em duas categorias, 6 amostras saudáveis e 12 amostras SN; e a

segunda em três categorias, 6 amostras saudáveis, 5 amostras SN lesão e 5 amostras SN não

lesão. O modelo db-RDA foi aplicado de forma a testar a significância destas duas formas de

agrupamento, utilizando a matriz de distância de Hellinger calculada anteriormente.

Enfim, para testar as hipóteses descritas acima, foi aplicado um teste ANOVA a partir

da ordenação produzida pelo modelo RDA, utilizando-se a função “anova.cca”, e o R² pode

ser obtido com a função “RsquareAdj”, ambas também presentes na biblioteca Vegan. Foi

utilizado também um teste PERMANOVA (ANDERSON, 2001) via R por meio da função

“adonis2” da biblioteca Vegan. Concluindo esta etapa, foi feito um cálculo de dispersão

utilizando as funções “betadisper” e “permutest”, também da biblioteca Vegan.

5.5 Identificação das vias metabólicas diferencialmente abundantes

Para identificação de vias metabólicas específicas significativamente associadas com a

origem da amostra que possam estar atuando como marcadores das diferenças entre as

comunidades, utilizamos o pacote MaAsLin2 (MALLICK et al., 2021) implementado em R.

Este pacote permite apontar associações multivariadas entre elementos de comunidades

microbianas e metadados. Da mesma forma feita no teste das hipóteses de agrupamentos,

utilizamos a classificação em duas ou três categorias como as variáveis preditivas.

https://www.zotero.org/google-docs/?JCDX6d
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6 RESULTADOS

6.1 Análise de agrupamento e dispersão das amostras a partir da abundância de vias

metabólicas

A primeira etapa foi a identificação de genes e vias metabólicas nas comunidades com

uma análise de clusters. Observamos que a clusterização das amostras a partir da abundância

relativa de vias metabólicas traz um agrupamento dos dados que reflete o estado de saúde do

indivíduo de origem de amostra. Mais de um método foi testado revelando pouca variação nos

resultados. De modo geral, as amostras dos saudáveis tendem a agrupar mais facilmente

variando-se o método, enquanto as amostras dos doentes formam clusters que em todos os

testes misturam amostras de lesão com de não lesão. Nos resultados obtidos pelo método

weighted (figura 1), as amostras do fenótipo saudável formam um cluster com apenas uma das

amostras se posicionando externa ao grupo. Já as amostras de SN formam um segundo grande

grupo.

Os resultados desta análise indicam que as amostras SN se parecem mais entre si do

que com as amostras saudáveis. Para além disso, podemos apontar que a maior parte das vias

metabólicas identificadas não diferem muito entre as amostras, resultando numa grande faixa

uniforme na imagem.

A clusterização permitiu que identificássemos uma tendência de agrupamento das

amostras em torno da classificação em dois grupos, isto é, embora seja possível agrupar a

maior parte das amostras de pele saudável, não parece ser possível diferenciar nas amostras de

pele SN aquelas que foram obtidas de regiões com lesão das de regiões sem lesão. Assim,

parece ser possível que a composição de vias metabólicas nas comunidades cutâneas esteja

relacionada com a condição de saúde do indivíduo em relação à SN, diferenciando indivíduos

saudáveis de indivíduos que apresentam a síndrome. No entanto, nos indivíduos SN, as

comunidades que habitam as regiões com lesão e sem lesão da sua pele, não parecem

apresentar uma composição de vias metabólicas suficientemente diferente.

Figura 1: Análise de clusters a partir dos valores de abundância relativa de vias metabólicas. Foi utilizado o

método “weighted” e distância de Hellinger. No eixo das amostras, os rótulos coloridos representam a

classificação da pele de origem da amostra: verde para saudável, amarelo para Síndrome de Netherton sem lesão,

vermelho para Síndrome de Netherton com lesão.
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Fonte: Imagem produzida pelo autor.

Para reavaliar essa hipótese com uma técnica complementar, seguimos com a

realização de um PCoA. Esta é uma análise multivariada, similar a outras como o PCA

(principal components analysis), e tem como objetivo permitir uma identificação visual de

agrupamentos a partir de uma matriz de similaridade ou distância baseada em variáveis que

foram medidas sobre os itens. Na PCoA, é possível utilizar diferentes tipos de variáveis,

contínuas, discretas, ordinais, etc. Além disso, ela permite o cômputo de diferentes métricas

de distância, e não apenas a euclidiana como no caso da PCA.

Ao realizar esta análise, portanto, pretendemos investigar se as vias metabólicas são

variáveis que se distribuem de modo suficientemente diferente entre as comunidades

microbianas presentes na pele de indivíduos saudáveis e as presentes na pele de indivíduos
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SN. Além disso, pretendemos identificar se os grupos classificados como SN lesão e SN não

lesão são também diferentes entre si em relação a estas mesmas variáveis.

O resultado da análise de PCoA (figura 2) indica uma separação bastante clara entre os

grupos saudáveis e os grupos SN ao longo da primeira coordenada principal, no eixo x. No

entanto, os grupos lesão e não lesão não apresentam uma separação clara. Este resultado

corrobora com a hipótese proposta a partir da clusterização, qual seja, de que os grupos

saudável e SN podem ser diferenciados a partir da abundância relativa de vias metabólicas

identificadas no microbioma cutâneo, mas os grupos SN lesão e SN não lesão, não são

suficientemente diferentes em relação às variáveis medidas.

O resultado do PCoA parece sugerir ainda que as vias metabólicas de indivíduos com

SN também são mais diversas entre si, provocando um espalhamento maior dos dados ao

longo das duas primeiras coordenadas principais. Este comportamento sugere que, embora a

doença possa apresentar uma manifestação clínica local, como uma lesão, os efeitos dela são

sistêmicos, isto é, mesmo o microbioma de uma região da pele sem lesão exibe uma

composição de vias metabólicas diferente da dos indivíduos saudáveis.

Figura 2: Análise de PCoA das abundâncias relativas de vias metabólicas utilizando distância de Hellinger como

métrica.

Fonte: Imagem produzida pelo autor.

De modo a verificar se no PCoA que fizemos com todos os dados não há uma

coordenada com menos significância na qual as amostras SN se diferenciam, aplicamos o

modelo somente aos dados SN (figura 3) e, novamente, verificamos que as amostras

permanecem misturadas.
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Figura 3: Análise de PCoA das abundância relativa de vias metabólicas apenas das amostras SN, utilizando

distância de Hellinger como métrica.

Fonte: Figura produzida pelo autor.

Para verificar se esses resultados visualizados por meio do PCoA têm significância

estatística, realizamos um db-RDA utilizando a mesma matriz calculada para a PCoA e

testamos o agrupamento das amostras em duas ou três categorias. Para visualização dos

resultados, optamos por chamar o agrupamento em duas categorias (saudável e SN) de

“classe”, e o agrupamento em três categorias (saudável, SN lesão e SN não lesão) de

“subclasse”. Os resultados obtidos após aplicação de um teste de permutações sobre as

ordenações calculadas pelo modelo db-RDA, de modo a obter a significância dos eixos de

representação da relação entre as variáveis preditivas e a composição de vias metabólicas,

estão sumarizados na tabela 1.

Os resultados apontam para uma significância global (F) relevante e um suporte

estatístico (Pr(>F)) significativo para a relação entre as abundâncias das vias metabólicas e as

variáveis chamadas de “classe”, indicando que a separação das amostras em um grupo

saudável e um grupo SN apresenta significância estatística. Para a separação das amostras em

três categorias, no entanto, não houve significância nem suporte estatístico. O R² observado

foi de 0,35 e o R² ajustado de 0,25. Estes são valores baixos e indicam uma relação linear

fraca entre os dados e as variáveis preditoras.

Tabela 1: Resultados do teste de permutação sobre a análise de redundância sobre a matriz de distância de

Hellinger das abundâncias de vias metabólicas, comparando a classificação em dois ou três grupos.
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F Pr(>F)

Classe 7,2360736 0,001

Subclasse 0,3556597 0,989
Fonte: Tabela produzida pelo autor.

Por último, foi realizada a PERMANOVA para testar as hipóteses novamente. Os

resultados desta análise (tabela 2) indicam também que a divisão em dois grupos é uma

hipótese válida para explicação da organização dos dados, enquanto a divisão em três não é

suportada. Apesar disso, é importante notar que o R² calculado é baixo e, portanto, indica uma

relação linear fraca entre os dados de abundância e as variáveis preditoras.

Tabela 2: Resultados do teste de PERMANOVA sobre a matriz de distância de Hellinger das abundâncias de vias

metabólicas, comparando a classificação em dois ou três grupos.

R² F Pr(>F)

Classe 0,33513167 7,2360736 0,001

Subclasse 0,01647203 0,3556597 0,991
Fonte: Tabela produzida pelo autor.

Alguns autores destacam que testes como o PERMANOVA não são capazes de

apontar se as diferenças estatísticas encontradas são, de fato, produto da posição dos dados, ou

seja, da distância entre eles, ou se são resultado da dispersão dos dados. Ou seja, se a

diferença encontrada é resultado das diferenças de composição ou da variação normal dentro

do grupo (ANDERSON; WALSH, 2013). Para responder a essa questão, segundo os autores,

é necessário realizar um teste de dispersão para verificar se há heterogeneidade das variâncias

entre os grupos testados. Se o teste identificar uma heterogeneidade significativa, então

poderíamos entender que as diferenças entre os grupos se dá por um fator de dispersão. Nosso

teste de dispersão com os dados, no entanto, retornou um valor Pseudo-P de 0,321, indicando

que a hipótese de homogeneidade não é violada e, portanto, a dispersão não explicaria a

diferença entre os grupos.

Finalmente, os testes realizados apoiam a hipótese das vias metabólicas como

variáveis que permitem agrupar as amostras em dois grupos, saudável e SN, mas rejeitam a

diferenciação das amostras de regiões com lesão e sem lesão. Este é um resultado importante,

pois revela que as vias metabólicas podem estar diferentes de forma consistente entre os

https://www.zotero.org/google-docs/?h60Svj
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indivíduos testados, apontando para a possibilidade de que diferenças funcionais entre as

comunidades analisadas estejam relacionadas com a doença subjacente.

6.2 Identificação das vias diferencialmente abundantes

A partir da hipótese de que é possível classificar as comunidades como saudáveis ou

SN a partir dos dados de composição de vias metabólicas, verificada no item anterior,

passamos para a busca das principais vias responsáveis por promover essa diferenciação.

Pretendemos explorar a possibilidade de eleger biomarcadores microbianos com suporte

estatístico para as condições de saúde. Para além disso, investigar esta questão pode ajudar a

determinar se há significados biológicos para esses biomarcadores que possam contribuir com

a compreensão de disbioses cutâneas específicas para a síndrome em questão e também para

outros contextos de desequilíbrio microecológico.

Para identificação dos biomarcadores, testamos a existência de abundâncias relativas

diferenciais com suporte estatístico comparando novamente a categorização das amostras em

dois ou três grupos. O teste identificou cerca de 145 vias com diferenças significativas.

Destas, apenas uma apresenta diferença significativa entre os grupos saudável, SN lesão e SN

não lesão. As demais são diferentes quando comparadas apenas amostras saudáveis contra

amostras SN. Destas 145, apenas 54 apresentam significância menor que 0,05, sendo todas

elas diferentes no contexto de categorização em dois grupos, reforçando o entendimento de

que não há diferenças significativas entre SN lesão e SN não lesão (figura 4).

Para informações mais detalhadas, o ANEXO A contém os resultados com as

descrições e as classificações resumidas das vias (chamadas de superclasses pelo banco

MetaCyc).
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Figura 4: Vias metabólicas diferencialmente abundantes. a) Significância ajustada de acordo com o effect size. b)

ID do MetaCyc para Pathways e descrição das vias diferencialmente abundantes na mesma ordem apresentada

no gráfico.

Fonte: Imagem produzida pelo autor.



40

Nota-se que os grupos não apresentam quantidades muito diferentes de vias

diferencialmente abundantes, cerca de 24 pertencem ao grupo SN e 30 ao grupo saudável, e a

partir da quantificação das vias de acordo com o primeiro nível de classificação, que ainda é

um nível bastante geral (tabela 3), observamos que há um número de vias diferencialmente

abundantes aparentemente bem menor em SN do que em saudável. Além disso, pode-se

observar que a soma resulta maior do que o número de vias informado. Isso acontece porque

algumas vias apresentam mais de uma classificação possível. A via P461-PWY, por exemplo,

uma via de fermentação de hexitol para lactato, formato, etanol e acetato, apresenta 6

classificações distintas; e pode ser classificada no primeiro nível como degradação, utilização

ou assimilação ou geração de energia ou metabólitos precursores. Neste caso, ela contabilizou

uma vez para cada categoria. Deste modo, a tabela abaixo tenta apresentar o número de vezes

que cada superclasse apareceu nos resultados, evitando superestimar o valor desconsiderando

os casos em que uma mesma via apresenta mais de uma classificação, mas com mesma

categoria inicial na superclasse 1.

Na tabela no Anexo B é possível conferir uma contabilização das funções atribuídas às

vias diferencialmente abundantes. Nesta tabela foi feito uma contagem meticulosa de modo a

não contabilizar mais de uma vez uma mesma via por conta de múltiplas classificações.

Tabela 3: Contagem de vias diferencialmente abundantes por categoria denominada “Superclass 1”.

Classificação Total de vias
diferencialmente
abundantes

Vias mais
abundantes em

saudável

Vias mais
abundantes em

SN

Vias de biossíntese 30 17 13

Vias de
degradação/utilização/assi

milação

17 13 4

Vias de geração de energia
e metabólitos precursores

8 4 4

Vias de glicanos 2 2 0

Vias de modificação de
macromoléculas

1 0 1

Fonte: Tabela produzida pelo autor. Classificação originária do banco MetaCyc (CASPI et al., 2020).

Embora seja um nível bastante geral de classificação, ele nos permite ver que, por

conta da atribuição de uma mesma via com mais de uma classificação, as vias

https://www.zotero.org/google-docs/?L7mGaZ
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diferencialmente abundantes em saudável podem ser vias com funções mais amplas, enquanto

as vias diferencialmente abundantes em SN podem ser mais restritas. Em outras palavras,

pode indicar que em indivíduos SN há uma subatividade de vias metabólicas com efeitos mais

abrangentes e uma maior atividade de vias com efeitos mais pontuais. Esse pode ser um

elemento importante para compreender qual a relação das alterações funcionais do

microbioma com a doença subjacente. A perda de vias mais amplas poderia, por exemplo,

promover uma quantidade maior de efeitos secundários por impactar mais elementos da rede

de interações ecológicas, o que também reforça a noção de efeitos sistêmicos e não

localizados que a doença pode ter. Ou seja, não vai ser uma via específica com um produto

específico que vai promover os sintomas de uma doença, mas uma rede complexa de vias e

efeitos que podem ser manifestados em toda a superfície cutânea, ainda que na ausência de

manifestações clínicas.

Passamos então para a investigação das categorias mais específicas das vias

diferencialmente abundantes. Observamos que em relação às vias de biossíntese, há mais

alterações no grupo saudável do que no SN, ou seja, há mais vias que se mostraram mais

abundantes nas amostras saudáveis do que nas SN, ainda que com uma diferença não muito

grande de 5 vias. Das vias de biossíntese as classificações mais relevantes são de biossíntese

de lipídios e ácidos graxos, biossíntese de cofatores, carreadores e vitaminas; e biossíntese de

aminoácidos (tabela 4). Observa-se que nas duas primeiras a maioria das alterações estão nas

comunidades saudáveis, enquanto a maioria das alterações em vias de biossíntese de

aminoácidos estão nas amostras SN .

Tabela 4: Contagem de vias diferencialmente abundantes classificadas como biossíntese. Categoria denominada

“Superclass 2”.

Classificação Total de vias
diferencialmente
abundantes

Vias mais
abundantes em

saudável

Vias mais
abundantes em

SN

Biossíntese de lipídios e
ácidos graxos

8 7 1

Biossíntese de cofatores,
carreadores e vitaminas

7 5 2

Biossíntese de aminoácidos 7 1 6

Biossíntese de estruturas
celulares

3 2 1
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Classificação Total de vias
diferencialmente
abundantes

Vias mais
abundantes em

saudável

Vias mais
abundantes em

SN

Outras biossínteses 2 1 1

Biossíntese de metabólitos
secundários

1 0 1

Biossíntese de tetrapirrol 1 1 0

Biossíntese de poliprenil 1 0 1

Biossíntese de amida,
amidina, amina e poliamina

1 1 0

Biossíntese de carboidrato 1 1 0
Fonte: Tabela produzida pelo autor. Classificação originária do banco MetaCyc (CASPI et al., 2020).

Para as vias de degradação, utilização ou assimilação, observamos ainda na tabela 3

que a maior parte das vias alteradas são nas amostras saudáveis, neste caso com uma

vantagem de 9 vias. Das 13 vias alteradas temos como resultados mais relevantes vias de

degradação de carboidratos e de degradação de nucleotídeos e nucleosídeos, ambas categorias

com a maior parte das alterações nas comunidades saudáveis (tabela 5).

Tabela 5: Contagem de vias diferencialmente abundantes classificadas como degradação, utilização ou

assimilação. Categoria denominada “Superclass 2”.

Classificação Total de vias
diferencialment
e abundantes

Vias mais
abundantes em

saudável

Vias mais
abundantes em

SN

Degradação de carboidratos 7 6 1

Degradação de nucleotídeos e
nucleosídeos

4 4 0

Degradação de ácido carboxílico 2 2 0

Metabolismo de nutrientes
inorgânicos

2 1 1

Utilização e assimilação de
compostos C1

2 0 2

Degradação de amida, amidina,
amina e poliamina

1 1 0

https://www.zotero.org/google-docs/?REgaPt
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Classificação Total de vias
diferencialment
e abundantes

Vias mais
abundantes em

saudável

Vias mais
abundantes em

SN

Degradação de aminoácidos 1 1 0

Degradação de compostos
poliméricos

1 1 0

Degradação de álcoois 1 1 0
Fonte: Tabela produzida pelo autor. Classificação originária do banco MetaCyc (CASPI et al., 2020).

Em relação às vias de geração de energia e metabólitos precursores, as alterações estão

mais bem distribuídas, tendo 4 vias alteradas em cada grupo de comunidades. A maioria

dessas vias são de fermentação. Apenas três escapam desta classificação: uma é uma via da

pentose fosfato (PWY-8178) e duas não apresentam classificação além da superclasse 1,

sendo uma delas (GLYOXYLATE-BYPASS), definida como Ciclo do Glioxilato e a outra

(GLYCOLYSIS-E-D), definida como supervia da glicólise e da via Entner-Doudoroff. Em

relação, portanto, às vias de fermentação temos uma distribuição mais equilibrada de

alterações nas vias entre as amostras dos grupos saudável e SN (tabela 6)

Tabela 6: Contagem de vias diferencialmente abundantes classificadas como fermentação. Categoria denominada

“Superclass 3”.

Classificação Total de vias
diferencialmente
abundantes

Vias mais
abundantes em

saudável

Vias mais
abundantes em

SN

Fermentação para ácidos
graxos de cadeia curta

5 2 3

Fermentação de piruvato 4 2 2

Fermentação para álcoois 2 2 0
Fonte: Tabela produzida pelo autor. Classificação originária do banco MetaCyc (CASPI et al., 2020).

Por fim, em relação às classes de vias menos frequentes, as vias de glicanos e vias de

modificação de macromoléculas, as duas primeiras são vias de biossíntese de

lipopolissacarídeos que estão mais abundantes em saudáveis, e a segunda é uma via de

biossíntese de queuosina, um nucleosídeo modificado presente em algumas bactérias e

eucariotos, alterada em SN.

https://www.zotero.org/google-docs/?ryGlDq
https://www.zotero.org/google-docs/?1jNknm
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De modo geral, a análise destes resultados nos mostra que as vias que estão mais

abundantes nas comunidades saudáveis tendem a se agrupar em torno de poucas categorias,

sendo as principais identificadas: vias de biossíntese de lipídios e ácidos graxos, vias de

biossíntese de cofatores, carreadores e vitaminas; e vias de degradação de carboidratos. Já as

vias mais abundantes nas comunidades SN não revelam o mesmo padrão, ocupando

classificações diversas, com exceção de uma única categoria que se destacou, as vias de

biossíntese de aminoácidos.

A observação desses agrupamentos de classificações, no entanto, não traz uma

informação que possa ser associada de forma causal com os fenótipos que estão sendo

considerados. Isto é, uma alteração na abundância de uma via de degradação de L-histidina,

por exemplo, não indica que isso possa ter uma relação causal com o fenótipo saudável das

comunidades testadas. É preciso, portanto, que os resultados sejam interpretados à luz desta

limitação.

Assim, uma vez contemplados dois de nossos objetivos, quais sejam, a identificação

de agrupamentos e biomarcadores com relevância estatística para diferenciação das amostras

de indivíduos saudáveis e SN, prosseguimos investigando as vias diferencialmente

abundantes entre os grupos, de modo a compreender seus possíveis significados para nos

contextos observados e suas possíveis contribuições para a compreensão dos fenômenos de

disbioses cutâneas.

6.3 Alterações em vias metabólicas relacionadas a lipídios

Temos um interesse especial em vias associadas à produção, transformação ou

consumo de lipídios nas comunidades microbianas, uma vez que essa classe de moléculas

parece ter um papel seletivo fundamental na colonização e manutenção das comunidades

cutâneas, e, portanto, alterações na disponibilidade dessas moléculas poderiam ser um fator

importante para aparecimento de disbioses. Nesse sentido, chama atenção que uma das

principais categorias de vias diferencialmente abundantes identificadas tenha sido biossíntese

de lipídios e ácidos graxos em indivíduos saudáveis. Isso pode sugerir que uma das

características de uma comunidade disbiótica associada à SN seja uma redução na produção

de lipídios e ácidos graxos pelos membros do microbioma cutâneo.

Para aprofundar nesta questão, separamos as vias categorizadas na definição acima

para apresentar suas funções mais especificamente (tabela 7)
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Tabela 7: Detalhamento das vias metabólicas diferencialmente abundantes classificadas com biossíntese de

lipídios e ácidos graxos.

ID da via Condição Clínica* Coef Ajustado Descrição

PWY-6282 Saudável -7,031
Via de biossíntese de ácido

palmitoleico

PWY-7664 Saudável -6,816 Via de biossíntese de oleato IV

PWY0-862 Saudável -6,210
Via de biossíntese do

5Z-dodecanoato I

NAGLIPASYN
-PWY (2)

Saudável -5,401
Via de biossíntese de lipídio

IVa

PWY-8073 (2) Saudável -5,401
Via de biossíntese de lipídio

IVa

PWY-5989 Saudável -3,804
Via de biossíntese de ácido

esteárico II

PWY-6803 Saudável -3,460
Via de edição de acil

fosfatidilcolina

PWY-5981 SN 4,454
Via da biossíntese de
CDP-diacilglicerol III

Fonte: Tabela produzida pelo autor.

* Condição clínica em que a via está mais abundante

Observa-se que as vias na tabela 7 são de biossínteses de um conjunto pequeno de

moléculas específicas que podem ser investigadas em busca da sua possível relação com

manifestações clínicas cutâneas. As abundâncias relativas de cada via podem ser conferidas

no ANEXO C. Antes disso, uma análise das informações sobre estas vias disponíveis no

MetaCyc revelam que cerca de seis delas estão altamente interconectadas e são derivadas de

uma via central, a via de biossíntese de palmitato II. A figura 5 mostra os pontos de derivação

desta via central para as outras e os principais produtos e subprodutos.

De certo, a existência dessa relação entre algumas das vias diferencialmente

abundantes se dá pela presença de enzimas comuns entre elas, cujas abundâncias foram

utilizadas para o cálculo de abundância das vias. Isto pode ser verificado com o exame das
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enzimas presentes em cada reação e seus respectivos genes, uma informação presente no

banco MetaCyc na página de cada via. Notamos, com isso, que as vias de biossíntese do

(5Z)-dodecanoato I e a via de biossíntese do ácido palmitoleico compartilham 4 enzimas que

também estão presentes na via de biossíntese do palmitato II; e a via de biossíntese do ácido

esteárico II, por sua vez, compartilha 6 enzimas com a via de biossíntese do palmitato II

(tabela 8).

Segundo informações do banco, nenhuma outra enzima presente nas reações das vias

da figura 5 aparece em mais de uma via metabólica destas apresentadas. De tal modo, um

aumento na abundância relativa de um conjunto pequeno de genes não é suficiente para

explicar esta variação na abundância das vias metabólicas. A via de biossíntese do oleato II,

por exemplo, não apresenta enzima comum com nenhuma outra via diferencialmente

abundante da mesma classe, o que acrescenta mais alguns genes ao conjunto com expressão

aumentada.

De modo geral, portanto, este resultado enfatiza a importância que genes cuja enzimas

atuam no metabolismo de lipídios podem ter para a pesquisa de disbioses cutâneas.

Novamente, porque um aumento significativo de um conjunto de reações interconectadas é

indicativo de um efeito sistêmico que pode estar sendo perdido na comunidade que reside na

pele de um indivíduo com SN.
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Figura 5: Visão geral da via de biossíntese de palmitato II (PWY-5971), mostrando sua conexão com cinco das

vias diferencialmente abundantes (indicadas em cores). A via de biossíntese do ácido palmitoleico, por sua vez, é

derivada da via de biossíntese do (5Z)-dodecanoato I. Os nomes de metabólitos e vias são derivados do MetaCyc

e foram traduzidos livremente.

Fonte: Imagem produzida pelo autor.
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Tabela 8: Genes comuns a mais de uma via diferencialmente abundante.

Gene

Código
de acesso

do
UniProt

Enzima Número
EC

Vias em que o gene está
presente

fabG P0AEK2
3-oxoacil-[ACP]

redutase
1.1.1.100

Biossíntese de Palmitato II
Biossíntese de (5Z)-Dodecanoato

I
Biossíntese de Ácido

Palmitoleico

fabZ P0A6Q6
3-hidroxiacil-[ACP]

desidratase
4.2.1.59

Biossíntese de Palmitato II
Biossíntese de (5Z)-Dodecanoato

I
Biossíntese de Ácido

Palmitoleico

fabI P0AEK4
Enoil-[ACP]

redutase
1.3.1.9

Biossíntese de Palmitato II
Biossíntese de (5Z)-Dodecanoato

I
Biossíntese de Ácido

Palmitoleico

fabB P0A953
3-oxoacil-[ACP]

sintase 1
2.3.1.41

Biossíntese de Palmitato II
Biossíntese de (5Z)-Dodecanoato

I
Biossíntese de Ácido

Palmitoleico

AT1G24360 P33207
3-oxoacil-[ACP]

redutase
1.1.1.100

Biossíntese de Palmitato II
Biossíntese de Ácido Esteárico II

enrA1 Q93X66
Enoil-[ACP]

redutase
1.3.1.9

Biossíntese de Palmitato II
Biossíntese de Ácido Esteárico II

FATB Q9SJE2
Palmitoil-[ACP]

tioesterase
3.1.2.21

Biossíntese de Palmitato II
Biossíntese de Ácido Esteárico II

KAS1 P52410
3-oxoacil-[ACP]

sintase I
2.3.1.41

Biossíntese de Palmitato II
Biossíntese de Ácido Esteárico II

LACS9 Q9CAP8
Cadeia longa

acil-CoA sintetase 9
6.2.1.3

Biossíntese de Palmitato II
Biossíntese de Ácido Esteárico II

FATA Q42561
Oleoil-[ACP]
tioesterase 1

3.1.2.14
Biossíntese de Palmitato II

Biossíntese de Ácido Esteárico II
Fonte: Tabela produzida pelo autor.



49

6.4 Sobre as vias com mais de uma classificação

Na seção 5.2 afirmamos que, como algumas vias apresentam mais de uma

classificação possível, e como por conta disso na contagem geral na tabela 3 parece que há

mais vias mais abundantes em saudável do que a figura 4 mostra, poderia ser formulada

hipótese de que as vias diferencialmente abundantes em saudável podem ser vias com funções

mais amplas, enquanto as vias diferencialmente abundantes em SN podem ser mais restritas.

Nesta seção vamos investigar estas vias e avaliar a validade desta hipótese.

Foram encontradas 15 vias diferencialmente abundantes com múltiplas classificações

no banco, cujas categorias variam bastante, incluindo vias de biossíntese de lipídios,

cofatores, carreadores e vitaminas, fermentação e degradação de carboidratos. De modo geral,

a investigação dessas vias, seus produtos e substratos não parece apoiar a ideia de que elas são

vias com funções amplas. Isto é, a existência de classificações diferentes não se dá por conta

da presença de mais de uma função dentro de uma mesma via, como pensávamos que isso

sugeria. As únicas vias que poderiam ser enquadradas nesta hipótese são P461-PWY (via de

fermentação de hexitol para lactato, formato, etanol e acetato), diferencialmente abundante

em saudáveis, P41-PWY (via de fermentação de piruvato para acetato e (S)-lactato I) e

PWY-5100 (via de fermentação de piruvato para acetato e (S)-lactato II), diferencialmente

abundantes em SN. Estas vias produzem diferentes produtos a partir da fermentação de

piruvato, dependendo de condições regulatórias, e, por isso, acabam sendo classificadas em

mais de uma categoria.

As demais vias apenas parecem apresentar uma multiplicidade de classificações por

conta de redundâncias nas categorias que o banco apresenta, ou por conta de incongruências

de definições para determinadas moléculas. As vias PYRIDOXSYN-PWY e PWY0-845 são

duas vias de biossíntese de 5’-fosfato de piridoxal, a forma ativa da vitamina B6. A primeira é

uma variação da via de biossíntese propriamente dita, e a segunda é uma supervia que

compreende tanto a biossíntese como uma via de reciclagem que produz a molécula a partir

de substratos obtidos no ambiente. Neste caso, ambas as vias são classificadas como

biossíntese de vitamina B6 no último nível, mas em um nível anterior a classificação pode ser

como biossíntese de cofatores enzimáticos, ou biossíntese de vitaminas, resultando em duas

classificações com essa única distinção.

Em outros casos temos uma mesma via podendo ser classificada como degradação de

carboidratos, degradação de ácidos carboxílicos ou degradação de compostos poliméricos.

Nas vias de fermentação de piruvato podemos encontrar também estes problemas. A
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fermentação de piruvato a acetato pode ser classificada como fermentação de piruvato ou

como fermentação para AGCC. Portanto, essas classificações múltiplas revelam muito mais

um problema organizacional do banco do que um achado científico da pesquisa. De todo

modo, esta percepção tem também um valor em si, pois uma boa curadoria das bases de dados

é essencial para pesquisas como esta, que se baseiam na análise de quantidades de dados

suficientes para dificultar etapas manuais como classificação, obtenção das listas de genes das

via, mapeamento de interconexões entre diferentes vias, entre outros.

De modo geral, as vias com alterações significativas compreendem funções básicas e

comuns em todo organismo vivo, como biossíntese e processamento de macromoléculas e

micronutrientes. Isto, novamente, reforça o caráter complexo e sistêmico das alterações

detectadas por meio destes dados.

O exame mais aprofundado que fizemos no banco das 15 vias com múltiplas

classificações citadas na seção anterior, por exemplo, não aponta nenhuma função em especial

que pareça estar consistentemente alterada. As vias que investigamos compreendem funções

básicas principalmente do metabolismo energético, como produção e reciclagem de NAD

(PWY-7761 e PYRIDNUCSYN-PWY), processamento de carboidratos

(GLUCUROCAT-PWY, PWY-7242 e PWY-7118) e biossíntese de outros cofatores

enzimáticos como vitamina B6, heme b e vitamina B1 (PYRIDOXSYN-PWY, PWY0-845,

HEME-BIOSYNTHESIS-II-1 e THISYNARA-PWY respectivamente, apenas a última com a

abundância diferencial em SN).

7 DISCUSSÃO

Neste trabalho, fizemos uma análise funcional do microbioma de indivíduos

portadores de SN a partir de dados de metagenômica completa. Que seja do nosso

conhecimento, este é o primeiro trabalho com essa abordagem aplicada à SN. Foram

utilizadas ferramentas que geralmente são empregadas para análises ecológicas de estruturas

de comunidades. Com isso, conseguimos mostrar que a partir da abundância de vias

metabólicas não estratificadas podemos diferenciar significativamente as amostras de

indivíduos saudáveis das amostras de indivíduos com SN. Mostramos ainda que não foi

possível diferenciar internamente o grupo das amostras de SN entre aquelas de regiões com

lesão para as regiões sem lesão.

Indivíduos recém nascidos portadores da SN apresentam um fenótipo generalizado da

doença. Adultos, diferentemente, apresentam ruptura da barreira epidérmica em locais
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específicos da pele. Em função disso, os autores do trabalho que deu origem aos dados

analisados aqui discutem que o microbioma cutâneo local poderia contribuir para esta

característica das lesões da SN em adultos (WILLIAMS et al., 2020). No entanto, os autores

mostraram que apenas nos ensaios de cultivo é possível eleger diferenças significativas entre

SN com lesão e sem lesão. A saber, a contagem total de colônias revelou uma abundância

absoluta de espécies de Staphylococcus, em especial S. aureus, mais elevada nas regiões da

pele com lesão do que nas regiões sem lesão ou em indivíduos saudáveis. Ademais, a

composição taxonômica das comunidades dos indivíduos SN não apresenta diferenças em

relação às regiões lesionadas ou não.

O mapeamento de vias metabólicas em estudos de microbioma a partir de dados de

metagenômica é uma estratégia que vem sendo utilizada há alguns anos. A partir desta mesma

metodologia já foi demonstrado que as abundâncias relativas de vias metabólicas em

comunidades microbianas humanas são muito mais estáveis e uniformemente diversas do que

as abundâncias relativas dos táxons. Tal observação contribui para o entendimento das vias

metabólicas como uma propriedade ecológica de todo o microbioma humano (HUMAN

MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012; TURNBAUGH et al., 2009). Em

contraste com o que geralmente se observa para a estrutura taxonômica das comunidades,

diversas vias metabólicas estão igualmente presentes em diferentes indivíduos e regiões do

corpo, enquanto poucas vias têm grande variação entre indivíduos para uma mesma região.

Vias com alta variabilidade também tendem a ser as de baixa abundância, o que pode indicar

tratar-se de funções específicas de nicho, mas também é um indício da presença de funções

metabólicas não caracterizadas e, portanto, não detectáveis pelo método (HUMAN

MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012).

Embora trabalhos na área de microbiomas humanos vêm incluindo análises funcionais

em suas metodologias, são menos comuns os casos em que elas são o principal elemento do

trabalho (SCHOMMER; GALLO, 2013). Além disso, as metodologias geralmente se

destinam unicamente a identificar as vias diferencialmente abundantes. Estudos com

microbioma intestinal a partir de amostras de fezes mostram que em indivíduos com psoríase

pode-se encontrar vias metabólicas significativamente aumentadas ou diminuídas. A saber,

vias de secreção de bactérias, biossíntese de lipopolissacarídeos, metabolismo de açúcares e

aminoácidos ocorrem em maior abundância, enquanto vias de transportadores ABC, meiose

de leveduras e apoptose aparecem com abundância diminuída (SHAPIRO et al., 2019; WANG

et al., 2022; XIAO et al., 2021). Também em pacientes de psoríase, genes que codificam

enzimas envolvidas no metabolismo e transporte de carboidratos foram encontradas

https://www.zotero.org/google-docs/?ZBwVFV
https://www.zotero.org/google-docs/?KQcwfI
https://www.zotero.org/google-docs/?KQcwfI
https://www.zotero.org/google-docs/?WK834b
https://www.zotero.org/google-docs/?WK834b
https://www.zotero.org/google-docs/?YMdgdA
https://www.zotero.org/google-docs/?i7OZNq
https://www.zotero.org/google-docs/?i7OZNq
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aumentadas em amostras de fezes, enquanto enzimas associadas ao metabolismo energético

foram encontradas diminuídas em relação aos controles saudáveis. (CHEN et al., 2018).

No contexto cutâneo, vias associadas ao metabolismo de aminoácidos e lipídios,

metabolismo energético, e vias de replicação e reparo de DNA foram identificadas como

aumentadas em amostras de pele de pacientes de DA; enquanto vias de biossíntese de lipídios,

hormônios esteróides, regulação de citoesqueleto e metabolismo xenobiótico se mostraram

diminuídas em relação aos controles saudáveis (RAMADAN et al., 2019). Alterações

funcionais no microbioma também são detectadas em contextos onde não há doença, mas

flutuações cíclicas normais na produção hormonal, como no caso do ciclo menstrual em

mulheres cisgênero. Em um estudo com 18 participantes cuja pele do rosto é propensa à acne,

foi observado um aumento na comunidade microbiana da expressão de vias de biossíntese

heme a partir da glicina durante a fase folicular do ciclo, na qual há uma predominância do

hormônio estrogênio, o que poderia aumentar a presença de metabólitos pró-oxidativos na

pele (HRAPOVIC et al., 2022). Além disso, o estudo comparou as características funcionais

do microbioma das participantes de origem caucasiana com as de origem chinesa e mostrou

que diversas vias metabólicas estavam com expressão reduzida na pele das últimas, incluindo

vias da pentose fosfato, ciclo do ácido cítrico, degradação de alantoína, biossíntese de

glicogênio; em sua maioria, vias associadas com balanceamento redox. Para os autores, tal

resultado é uma evidência de que na fase folicular do ciclo há um estresse oxidativo

potencialmente maior na pele de mulheres cisgênero chinesas do que nas de origem

caucasiana (HRAPOVIC et al., 2022).

De fato, a literatura tem indicado que a estrutura taxonômica das comunidades

microbianas não é suficiente para compreender suas funções. É necessário também descrever

e investigar as funções metabólicas das comunidades, produtos e subprodutos do metabolismo

microbiano e do hospedeiro, sinais exógenos decorrentes da dieta, drogas e outros estilos de

vida do hospedeiro e estímulos ambientais. Nossos resultados, por sua vez, reforçam o

entendimento das vias metabólicas como uma propriedade verdadeiramente ecológica dos

microbiomas.

No trabalho original que produziu os dados analisados nesta monografia, os autores

sugerem a hipótese de uma participação crucial de proteases nos sintomas cutâneos da

doença, incluindo proteases especificamente bacterianas como scpA e scpB, ou a indução de

produção de proteases humanas por fatores bacterianos como o PSMα (WILLIAMS et al.,

2020). Para Williams e colaboradores, portanto, o aparecimento de lesões poderia ser

facilitado por alterações locais no microbioma cutâneo que resultariam em maior produção de

https://www.zotero.org/google-docs/?Nv4Hdb
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https://www.zotero.org/google-docs/?fEnEBE
https://www.zotero.org/google-docs/?VxcQRa
https://www.zotero.org/google-docs/?VxcQRa
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moléculas associadas ao agravamento dos sintomas da SN. Neste sentido, uma vez que nossas

análises mostraram que não é possível separar as amostras de lesão das de não lesão nos

indivíduos com SN a partir das vias metabólicas, entendemos que isso revela como diferenças

significativas na estrutura e função das comunidade microbianas nestes indivíduos não são

alterações locais, mas sistêmicas. Tais mudanças devem ser efeito de diferentes pressões

seletivas que são impostas ao ambiente cutâneo por variações biológicas do hospedeiro e

também do ambiente que este ocupa. No caso da SN, por exemplo, podemos afirmar que se

trata de uma pele com intensa descamação do estrato córneo, desestruturação da barreira

epidérmica e aumento de proteases na epiderme.

No entanto, devemos também dar um destaque apropriado ao método utilizado. Talvez

diferenças importantes no microbioma da pele com lesão para a sem lesão não sejam

detectáveis no nível que investigamos. Uma vez que as disbioses vem sendo entendidas como

condições sistêmicas, de fato, é de se esperar que alterações ocorram em diferentes níveis. Os

autores do estudo original, por exemplo, mostraram que era possível encontrar mRNA

aumentado de determinadas proteases nas amostras de lesão que não estavam presentes nas

amostras sem lesão (WILLIAMS et al., 2020). Tais diferenças não poderiam ser detectadas a

partir da nossa metodologia, que focou em analisar a presença de DNA de determinados genes

e contabilizar as vias metabólicas completas formadas pelas enzimas encontradas. Além disso,

é importante ressaltar que nossa análise foi realizada em cima dos resultados obtidos para as

comunidades como um todo, o que não garante que as vias metabólicas identificadas estejam

de fato presentes nos organismos.

Nesse sentido, entendemos que a combinação e integração de estudos em diferentes

níveis é uma necessidade para elucidação de fenômenos microecológicos como as interações

entre microbioma e hospedeiro. Por meio da combinação de resultados de metagenômica com

resultados de metabolômica, por exemplo, é possível identificar se as vias metabólicas

alteradas são confirmadas pelo aumento de seus metabólitos, como feito em estudo de Chen e

colaboradores que mostrou separação significativa dos perfis de metabólitos de pacientes de

psoríase em comparação com o controle saudável, além do aumento de metabólitos

específicos do microbioma e correlação da alteração na estruturas das comunidades com

alteração nos metabólitos séricos (CHEN et al., 2021).

A exploração de diferentes níveis, como de transcritos, proteínas e metabólitos, é

fundamental para interpretação do sentido biológico de mudanças detectadas em estudos

como este que realizamos, uma vez que, dentro da nossa metodologia, não é possível fazer

afirmações acerca das causas e efeitos das alterações detectadas. Ainda assim, além de

https://www.zotero.org/google-docs/?T5eXC8
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evidenciar que vias metabólicas presentes na comunidade cutânea de indivíduos saudáveis são

significativamente diferentes das presentes em indivíduos com SN, demonstramos que dentre

as principais vias responsáveis por gerar essa diferenciação, há um conjunto de vias de

metabolismo de lipídios, sabidamente moléculas de relevância para a saúde da pele.

Dentre as vias de biossíntese de lipídios e ácidos graxos diferencialmente abundantes

em saudáveis, destacamos o ácido palmitoléico, um ácido graxo ômega-7 insaturado

comumente encontrado na pele humana principalmente em indivíduos mais jovens. Seus

efeitos têm sido investigados quanto à possível importância na manutenção da epiderme e

proteção contra patógenos. Cosméticos contendo tal molécula já são desenvolvidos e

comercializados em formulações como cremes para pele a partir do óleo de macadâmia e

outros óleos vegetais ou de leveduras (KOLOUCHOVÁ et al., 2015). Em nível de pesquisa, a

aplicação tópica de ácido palmitoléico em feridas induzidas em camundongos produziu

aumento significativo na velocidade de cura dessas feridas em relação ao grupo controle. O

mecanismo proposto pelos autores foi uma atividade anti-inflamatória do lipídio por meio da

inibição da migração de neutrófilos estimulada por lipopolissacarídeos da parede celular de

bactérias gram-negativas (WEIMANN et al., 2018).

O efeito do ácido palmitoleico sobre a proliferação de bactérias gram-positivas

também tem sido investigado há algumas décadas. No início dos anos 90 foi observado que o

metronidazol, fármaco utilizado para o tratamento de diversos tipos de infecções parasitárias e

bacterianas, incluindo enfermidades cutâneas como acne e rosácea; em sinergia com o ácido

palmitoleico inibe o crescimento in vitro de C. acnes e reduz a produção de espécies reativas

de oxigênio por neutrófilos (AKAMATSU et al., 1990). Mais tarde, o mesmo efeito foi visto

para inibição do crescimento de outras espécies como S. aureus, S. salivarius e

Fusobacterium nucleatum (WILLE; KYDONIEUS, 2003).

Para além disso, em um estudo clínico a suplementação oral de ácido palmitoléico em

indivíduos de 30 a 60 anos com marcas avançadas de envelhecimento cutâneo provocou

diminuição significativa na perda transepidérmica de água e aumento nos níveis de hidratação

da pele, além de possivelmente aumentar sua elasticidade, um efeito observado, mas que não

demonstrou significância estatística no teste (KOH et al., 2023). Os autores defendem que a

suplementação é segura e potencialmente pode aumentar a qualidade de vida dos indivíduos.

A presença de uma produção mais acentuada de ácido palmitoleico pode ser, portanto,

um possível biomarcador de saúde da pele em função de um mecanismo de controle

populacional de determinadas espécies, como S. aureus. Linhagens desta espécie provenientes
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de lesões dos pacientes de SN, ao serem aplicadas nas costas de roedores, resultaram no

aparecimento de lesões similares àquelas características da doença (WILLIAMS et al., 2020).

Outros ácidos graxos insaturados com vias de biossíntese aumentada nas amostras

saudáveis foram o ácido esteárico e o ácido oléico. Ambos são componentes comuns em

produtos de cuidado para a pele (skin care) como ingredientes emulsificantes, e são também

explorados para sistemas de administração de fármacos de uso tópico por conta do seu poder

de penetração nas camadas da epiderme (MUKHERJEE et al., 2010; NOOR et al., 2022;

YAMAMOTO et al., 2015). Seus efeitos diretos para a pele, porém, ainda são dúbios. Sais de

cálcio dos ácidos esteárico, oleico e linoleico já demonstraram um efeito inibitório sobre

bactérias gram-positivas que aumenta quanto maior a insaturação dos ácidos, tal que o ácido

linoleico, o mais insaturado dos três, produziu inibição de C. acnes, S. aureus e S.

epidermidis; enquanto apenas a primeira espécie foi inibida pelo ácido oleico (YAMAMOTO

et al., 2015). Ademais, ácido oleico e linoleico liberados por Corynebacterium accolens a

partir da trioleína inibiram o crescimento de S. pneumoniae em estudos de cultivo (BOMAR

et al., 2016).

No entanto, o ácido oleico também foi correlacionado com a presença de eritemas

(manchas vermelhas na pele) no rosto de indivíduos saudáveis de origem japonesa,

possivelmente por meio da indução de um aumento na razão dos indicadores inflamatórios

IL-36γ/IL-37. Esses indicadores também são encontrados aumentados no estrato córneo em

uma variedade de condições inflamatórias cutâneas como DA, psoríase e em queimaduras por

sol (KAWAMOTO et al., 2023). Também foi identificado um enriquecimento em vias de

biossíntese de ácido esteárico e oleico em amostras de fezes de camundongos modelos de

psoríase, além da verificação de agravamento dos sintomas nos camundongos após

suplementação com estes ácidos (ZHAO et al., 2023). Um possível mecanismo atribuído ao

ácido oleico como pró-inflamatório é a ativação e polarização específicas de macrófagos,

aumentando o potencial de resposta dessas células à presença de C. acnes, promovendo maior

produção de citocinas inflamatórias como IL-1β, mas reduzindo a secreção de TNF-α e IL-6;

enquanto o ácido esteárico mostrou indução de aumento de IL-1β e, por sua vez, também

aumento de TNF-α (LOVÁSZI et al., 2017).

Para além disso, AGCC como acetato, butirato, formato, propionato, têm sido

investigados como importantes integrantes do microbioma intestinal e cutâneo (BASSON;

WIJEYESEKERA, 2017). Revisões recentes mostram que os AGCC são comumente

produzidos por integrantes dos microbiomas humanos e podem estar associados com

manutenção da barreira epidérmica e diminuição de processos inflamatórios (XIAO et al.,
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2022; XIONG et al., 2022). A presença de propionato, por exemplo, pode estar

significativamente associada de forma positiva com maior umidade da pele (PARK et al.,

2021), além de possuir propriedades antimicrobianas junto do butirato (AUGENLICHT et al.,

2003; YUN; LEE, 2016). Em nossas análises, encontramos diferentes vias de fermentação

para AGCC com aumento relativo tanto em amostras saudáveis quanto em amostras de SN,

sendo que em saudáveis vimos abundância diferencial da fermentação de hexitol, e em SN na

de piruvato.

Em conclusão, a literatura científica aponta que as alterações detectadas em nosso

estudo podem ter sentido biológico relevante para o entendimento dos efeitos da SN sobre o

microbioma e vice-versa. No entanto, não são esperadas associações diretas e simples. A

presença de determinadas moléculas resultantes do metabolismo microbiano parecem poder

tanto contribuir para saúde quanto para aumento de sintomas inflamatórios. Seus efeitos,

portanto, podem estar sob uma fina regulação ecológica que mantém um determinado

equilíbrio na comunidade. A elucidação dos mecanismos e componentes que sustentam este

equilíbrio requer uma compreensão sistêmica dos processos, e não de apenas um pequeno

conjunto de itens que o compõem.

8 CONCLUSÕES

Neste trabalho, tivemos como objetivo comparar as vias metabólicas presentes em

comunidades microbianas cutâneas em pacientes da SN em comparação com pessoas

saudáveis. Nossos propósitos foram explorar se diferenças poderiam ser identificadas e

utilizadas para classificar as amostras com suporte estatístico, mapear vias com abundância

diferencial e investigar os possíveis significados e importância dessas alterações.

Conseguimos determinar o perfil funcional das comunidades analisadas e mostrar que

o conjunto de abundância relativa das vias metabólicas não estratificadas permite uma

separação das amostras em dois grupos, saudável e SN, com significância estatística. Com

isso, concluímos que o estado de saúde afeta o perfil funcional do microbioma cutâneo.

Mostramos ainda que não há diferença significativa entre as amostras de áreas com lesão e

sem lesão nos indivíduos portadores da SN. Tal resultado aponta para uma variação de caráter

sistêmico no microbioma de portadores da SN, não sendo possível atribuir o aparecimento de

lesões a alterações na presença ou ausência de determinadas vias metabólicas. Possíveis

diferenças entre áreas com e sem lesões deveriam ser investigadas em outros níveis e

integradas aos nossos resultados, de modo a avançar com a compreensão do fenômeno.

https://www.zotero.org/google-docs/?H2ZIm0
https://www.zotero.org/google-docs/?r2MvCd
https://www.zotero.org/google-docs/?r2MvCd
https://www.zotero.org/google-docs/?bZvzcX
https://www.zotero.org/google-docs/?bZvzcX
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Identificamos um conjunto amplo de vias metabólicas diferencialmente abundantes

entre saudáveis e SN, mostrando a possibilidade de se eleger biomarcadores para pele

saudável e afetada pela SN. Mostramos, por exemplo, que indivíduos saudáveis apresentam

vias de biossíntese e lipídios mais abundantes, enquanto indivíduos com SN se destacam pelas

vias de biossíntese de aminoácidos. Também a degradação de carboidratos foi uma categoria

com vias diferencialmente abundantes em saudável, mas não em SN, o que vale ser discutido

e melhor explorado, uma vez que a produção de energia por meio da degradação de

carboidratos é uma função central em qualquer organismo. Esses resultados, no entanto, não

permitem fazer correlações causais com a manifestação ou aumento dos sintomas clínicos. Tal

limitação é inerente ao método, cuja pretensão foi de promover uma análise exploratória e

formular hipóteses que possam ser investigadas mais a fundo em outros trabalhos.

A partir de um olhar mais direcionado, exploramos na discussão os possíveis

significados biológicos do aumento de vias de biossíntese de lipídios. Mostramos que, ainda

que determinados lipídios possam ser correlacionados com maior saúde da pele, há também

evidências que apontam para uma certa dubiedade nesta questão. Assim, hipotetizamos que

deve haver um equilíbrio fino nos níveis de diferentes lipídios produzidos pelo microbioma

que atuam na regulação da abundância de determinados táxons, e na produção de moléculas

pró e anti-inflamatórias. Tal equilíbrio deve ser resultado de uma complexa rede de interações

ecológicas.

Como passos seguintes, estudos em nível de transcritos e metabólitos poderiam

acessar melhor as possíveis diferenças entre a pele lesionada e a não lesionada nos indivíduos

com SN. Também seriam de interesse para acessar diretamente a presença dos metabólitos

derivados das vias metabólicas alteradas.

Além disso, reiteramos que estes resultados carecem de uma investigação mais

aprofundada do conjunto de reações e genes identificados. É preciso confirmar a presença

destes genes nas amostras, sua presença e expressão em organismos que residem na pele

humana. Para além disso, conhecer a história evolutiva desses genes também seria de grande

valia para compreender quais razões poderiam levar a sua ausência em determinadas espécies

e linhagens, a que pressões seletivas eles podem estar sujeitos e como a pele saudável versus

doente atuam como ambiente para eles.
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ANEXO A - Vias metabólicas diferencialmente abundantes para fenótipos SN e saudável. Foram incluídas descrições resumidas das vias

metabólicas.

Via ID
Condição

clínica*
Descrição Superclasse 1 Superclasse 2

PWY-5028 Saudável
Via de degradação da

L-histidina II
Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Aminoácidos

PWY-6282 Saudável
Via de biossíntese de ácido

palmitoleico
Biossíntese

Biossíntese de Lipídios e Ácidos

Graxos

SALVADEHYPOX-P

WY
Saudável

Via de degradação de

nucleotídeos adenosina II
Degradação/Utilização/Assimilação

Degradação de Nucleotídeos e

Nucleosídeos

PWY-7664 Saudável Via de biossíntese de oleato IV Biossíntese
Biossíntese de Lipídios e Ácidos

Graxos

PWY-6353 Saudável
Via de degradação de

nucleotídeos purina II
Degradação/Utilização/Assimilação

Degradação de Nucleotídeos e

Nucleosídeos

PWY-4041 Saudável Ciclo γ-glutamil Biossíntese Outras Biossínteses

PWY0-862 Saudável
Via de biossíntese do

5Z-dodecanoato I
Biossíntese

Biossíntese de Lipídios e Ácidos

Graxos
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PWY-7761 (1) ** Saudável Via de recuperação de NAD II Biossíntese
Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

PWY-7761 (2) Saudável Via de recuperação de NAD II Biossíntese
Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

PWY-7761 (3) Saudável Via de recuperação de NAD II Biossíntese
Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

NAGLIPASYN-PWY

(1)
Saudável

Via de biossíntese de lipídio

IVa
Biossíntese Biossíntese de Estruturas Celulares

NAGLIPASYN-PWY

(2)
Saudável

Via de biossíntese de lipídio

IVa
Biossíntese

Biossíntese de Lipídios e Ácidos

Graxos

NAGLIPASYN-PWY

(3)
Saudável

Via de biossíntese de lipídio

IVa
Vias de Glicanos Biossíntese de Lipopolissacarídeos

PWY-8073 (1) Saudável
Via de biossíntese de lipídio

IVa
Biossíntese Biossíntese de Estruturas Celulares

PWY-8073 (2) Saudável
Via de biossíntese de lipídio

IVa
Biossíntese

Biossíntese de Lipídios e Ácidos

Graxos

PWY-8073 (3) Saudável
Via de biossíntese de lipídio

IVa
Vias de Glicanos Biossíntese de Lipopolissacarídeos
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PWY-6608 Saudável
Via de degradação de

nucleotídeos guanosina III
Degradação/Utilização/Assimilação

Degradação de Nucleotídeos e

Nucleosídeos

P461-PWY (1) Saudável

Via de fermentação de hexitol

para lactato, formato, etanol e

acetato

Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Álcool

P461-PWY (2) Saudável

Via de fermentação de hexitol

para lactato, formato, etanol e

acetato

Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Carboidrato

P461-PWY (3) Saudável

Via de fermentação de hexitol

para lactato, formato, etanol e

acetato

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

P461-PWY (4) Saudável

Via de fermentação de hexitol

para lactato, formato, etanol e

acetato

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

P461-PWY (5) Saudável

Via de fermentação de hexitol

para lactato, formato, etanol e

acetato

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação
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P461-PWY (6) Saudável

Via de fermentação de hexitol

para lactato, formato, etanol e

acetato

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

HEME-BIOSYNTHES

IS-II-1 (1)
Saudável Via de biossíntese de heme b V Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

HEME-BIOSYNTHES

IS-II-1 (2)
Saudável Via de biossíntese de heme b V Biossíntese Biossíntese de Tetrapirrol

PWY-5675 Saudável Via de redução de nitrato V Degradação/Utilização/Assimilação
Metabolismo de Nutrientes

Inorgânicos

GLYCOLYSIS-E-D Saudável
Supervia da glicólise e da via

Entner-Doudoroff

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores

PYRIDNUCSYN-PWY

(1)
Saudável

Via de biossíntese de novo de

NAD I
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

PYRIDNUCSYN-PWY

(2)
Saudável

Via de biossíntese de novo de

NAD I
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

PYRIDNUCSYN-PWY

(3)
Saudável

Via de biossíntese de novo de

NAD I
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas
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GLUTORN-PWY Saudável
Via de biossíntese da

L-ornitina
Biossíntese Biossíntese de Aminoácidos

GLUCUROCAT-PWY

(1)
Saudável

Via de degradação de

β-D-glucoronisidas
Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Carboidrato

GLUCUROCAT-PWY

(2)
Saudável

Via de degradação de

β-D-glucoronisidas
Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Ácido Carboxílico

PWY-7118 (1) Saudável Via de deacetilação de quitina Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Carboidrato

PWY-7118 (2) Saudável Via de deacetilação de quitina Degradação/Utilização/Assimilação
Degradação de Compostos

Poliméricos

PWY-7242 (1) Saudável
Via de degradação de

D-fruturonato
Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Carboidrato

PWY-7242 (2) Saudável
Via de degradação de

D-fruturonato
Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Ácido Carboxílico

PWY0-1477 Saudável
Via de utilização de

etanolamina
Degradação/Utilização/Assimilação

Degradação de Amida, Amidina,

Amina e Poliamina

PWY-6606 Saudável
Via de degradação de

nucleotídeos guanosina II
Degradação/Utilização/Assimilação

Degradação de Nucleotídeos e

Nucleosídeos
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GLYOXYLATE-BYPA

SS
Saudável Ciclo do Glioxilato

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores

PWY-5989 Saudável
Via de biossíntese de ácido

esteárico II
Biossíntese

Biossíntese de Lipídios e Ácidos

Graxos

PYRIDOXSYN-PWY Saudável
Via de biossíntese de piridoxal

5'-fosfato
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

PYRIDOXSYN-PWY Saudável
Via de biossíntese de piridoxal

5'-fosfato
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

P161-PWY (1) Saudável Via de degradação de acetileno
Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

P161-PWY (2) Saudável Via de degradação de acetileno
Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

P161-PWY (3) Saudável Via de degradação de acetileno
Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

FUCCAT-PWY Saudável
Via de biossíntese de L-fucose

I
Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Carboidratos
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PWY-1269 Saudável

Via de biossíntese de

CMP-3-desoxi-alfa-D-manno-

octulosonato

Biossíntese Biossíntese de Carboidratos

PWY-6507 Saudável

Via de degradação de

4-desoxi-L-treo-hex-4-enopira

nuronato

Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Carboidratos

PWY-6803 Saudável
Via de edição de acil

fosfatidilcolina
Biossíntese

Biossíntese de Lipídios e Ácidos

Graxos

PWY-6305 Saudável
Supervia da biossíntese de

putrescina
Biossíntese

Biossíntese de Amida, Amidina,

Amina e Poliamina

PWY0-845 (1) Saudável
Via de biossíntese e resgate de

piridoxal 5'-fosfato
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

PWY0-845 (2) Saudável
Via de biossíntese e resgate de

piridoxal 5'-fosfato
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

PWY-I9 SN
Via de biossíntese da

L-cisteína
Biossíntese Biossíntese de Aminoácidos
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PWY-5345 SN
Supervia da biossíntese de

L-metionina
Biossíntese Biossíntese de Aminoácidos

PWY-6922 SN
Via de biosíntese de

L-Nδ-acetilornitina
Biossíntese Biossíntese de Aminoácidos

PWY-1861 SN
Via de assimilação de

formaldeído II
Degradação/Utilização/Assimilação

Utilização e Assimilação de

Compostos C1

PWY-6700 SN
Via da biossíntese de

queuosina I
Modificação de Macromoléculas Processamento de Ácidos Nucleicos

PWY-6936 SN
Via de biossíntese de

seleno-aminoácidos
Biossíntese Biossíntese de Aminoácidos

ANAEROFRUCAT-P

WY
SN

Via de fermentação

homoláctica

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

HSERMETANA-PWY SN
Via de biossíntese de

L-metionina
Biossíntese Biossíntese de Aminoácidos

POLYISOPRENSYN-P

WY
SN

Via de biossíntese de

poliisoprenoide
Biossíntese Biossíntese de Poliprenil

THISYNARA-PWY

(1)
SN

Via de biossíntese de difosfato

de tiamina III
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas
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THISYNARA-PWY

(2)
SN

Via de biossíntese de difosfato

de tiamina III
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

PWY-6859 SN
Via de biossíntese de

all-trans-farsenol
Biossíntese

Biossíntese de Metabólitos

Secundários

PWY-8178 SN Via da pentose fosfato II
Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Vias da Pentose Fosfato

PWY-5981 SN
Via da biossíntese de

CDP-diacilglicerol III
Biossíntese

Biossíntese de Lipídios e Ácidos

Graxos

PANTO-PWY SN
Via da biossíntese de

fosfopantotenato
Biossíntese

Biossíntese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

P42-PWY SN
Ciclo do ácido cítrico redutor

incompleto
Degradação/Utilização/Assimilação

Utilização e Assimilação de

Compostos C1

PWY-5265 SN
Via da biossíntese de

peptidoglicano
Biossíntese Biossíntese de Estruturas Celulares

LACTOSECAT-PWY SN Via de degradação da lactose I Degradação/Utilização/Assimilação Degradação de Carboidratos
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P125-PWY SN
Via de biossíntese de

(R,R)-butanediol
Biossíntese Outras Biossínteses

PWY-4984 SN Ciclo da ureia Degradação/Utilização/Assimilação
Metabolismo de Nutrientes

Inorgânicos

P41-PWY (1) SN
Via de fermentação de piruvato

para acetato e (S)-lactato I

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

P41-PWY (2) SN
Via de fermentação de piruvato

para acetato e (S)-lactato I

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

P41-PWY (3) SN
Via de fermentação de piruvato

para acetato e (S)-lactato I

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

P41-PWY (4) SN
Via de fermentação de piruvato

para acetato e (S)-lactato I

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

PWY-5100 (1) SN
Via de fermentação de piruvato

para acetato e (S)-lactato II

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação
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PWY-5100 (2) SN
Via de fermentação de piruvato

para acetato e (S)-lactato II

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

PWY-5100 (3) SN
Via de fermentação de piruvato

para acetato e (S)-lactato II

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

PWY-5100 (4) SN
Via de fermentação de piruvato

para acetato e (S)-lactato II

Geração de Energia e Metabólitos

Precursores
Fermentação

PWY-702 SN
Via da biossíntese de

L-metionina II
Biossíntese Biossíntese de Aminoácidos

Fonte: Tabela produzida pelo autor. Tradução livre das superclasses e descrições obtidas no banco MetaCyc (CASPI et al., 2020).

* Condição clínica em que a via está mais abundante

** Vias que apresentam mais de uma classificação estão repetidas com o número entre parênteses indicando cada repetição.

https://www.zotero.org/google-docs/?28je0s
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ANEXO B - Visão geral das principais funções das vias diferencialmente abundantes, incluindo a quantidade total e por condição clínica.

Função
Número total de vias
diferencialmente
abundantes

Número de vias mais
abundantes em saudável

Número de vias mais
abundantes em SN

Biossíntese de NAD 2 2 0

Biossíntese de lipídio IVA 2 2 0

Biossíntese de vitamina B6 2 2 0

Degradação de ácido urônico 2 2 0

Degradação de nucleotídeos guanosina 2 2 0

Fermentação para acetato 2 2 0

Fermentação de piruvato para etanol 2 2 0

Biossíntese de L-ornitina 2 1 1

Biossíntese de
CMP-3-desoxi-α-D-manno-octulosonato

1 1 0

Biossíntese de 5Z-dodecanoato 1 1 0

Biossíntese de ácido palmitoleico 1 1 0

Biossíntese de heme b 1 1 0

Biossíntese de oleato 1 1 0

Degradação de D-glucoronato 1 1 0

Biossíntese de ácido esteárico 1 1 0
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Degradação de
4-desoxi-L-treo-hex-4-enopiranuronato

1 1 0

Degradação de L-fucose 1 1 0

Degradação de L-histidina 1 1 0

Degradação de nucleotídeos adenosina 1 1 0

Degradação de quitina 1 1 0

Redução de nitrato 1 1 0

Biossíntese de putrescina 1 1 0

Ciclo γ-glutamil 1 1 0

Degradação de nucleotídeos purina 1 1 0

Edição de acil fosfatidilcolina 1 1 0

Utilização de etanolamina 1 1 0

Ciclo do glioxilato 1 1 0

Supervia da glicólise e da via
Entner-Doudoroff

1 1 0

Fermentação para lactato 1 1 0

Degradação de alditol 1 1 0

Biossíntese de novo de L-metionina 3 0 3

Fermentação de piruvato para lactato 2 0 2

Fermentação de piruvato para acetato 2 0 2
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Biossíntese de fosfopantotenato 1 0 1

Ciclo do ácido cítrico redutor incompleto 1 0 1

Biossíntese de CDP-diacilglicerol 1 0 1

Biossíntese de L-cisteína 1 0 1

Biossíntese de peptideoglicano 1 0 1

Biossíntese de sesquiterpenoide 1 0 1

Biossíntese de tiamina 1 0 1

Degradação de lactose 1 0 1

Assimilação de formaldeído 1 0 1

Biossíntese de butanediol 1 0 1

Via de biossíntese de seleno-aminoácidos 1 0 1

Via da biossíntese de queuosina I 1 0 1

Ciclo da ureia 1 0 1

Biossíntese de poliprenil 1 0 1

Via da pentose fosfato II 1 0 1
Fonte: Tabela produzida pelo autor. Tradução livre das superclasses e descrições obtidas no banco MetaCyc (CASPI et al., 2020).

https://www.zotero.org/google-docs/?pSB7Kg
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ANEXO C - Abundância relativa das vias de biossíntese de lipídios diferencialmente

abundantes entre as condições “saudável” e “SN”.

Fonte: Imagem produzida pelo autor.


