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RESUMO

A sindrome de Netherton (SN) ¢ uma condicdo genética de heranga autossémica
recessiva causada pela perda de fungdo da proteina inibidora de serino protease LEKTI. Esta
sindrome ¢ caracterizada por alteragdes na pele e alta taxa de mortalidade pos-natal.
Evidéncias recentes apontam variagdes no microbioma cutaneo, que podem estar relacionadas
a produgdo de metabolitos especificos. Neste estudo, partimos de dados de metagenomica
completa de amostras de pele, disponiveis em bancos de dados, € analisamos in silico as vias
metabolicas dos microbiomas de pacientes com SN em 4reas com e sem lesdes, comparando
com individuos saudéaveis. Os resultados revelaram diferencas significativas no perfil das vias
metabdlicas das comunidades microbianas de individuos saudaveis e doentes, sem distin¢ao
significativa entre areas com lesdo e sem lesdo. Identificamos entdo as vias metabolicas
especificas diferencialmente abundantes entre os grupos saudaveis e doentes, o que revelou
uma maior propor¢ao de vias de biossintese de lipidios em individuos saudaveis. Concluimos
que o estado de satde esta associado ao perfil funcional do microbioma cutaneo e que as
alteragdes no microbioma devem ocorrer de forma sistémica na pele dos portadores da
doenca. Deste modo, ndo ¢ possivel atribuir o surgimento de lesdes a presenga ou auséncia
especifica de uma ou mais vias. Possivelmente, no processo patogénico ha um desequilibrio
nos niveis de diferentes lipidios produzidos pelo microbioma, interferindo na regulacido de
taxons, sua rede de interacdes ecologicas, € moléculas pré e anti-inflamatdrias do hospedeiro.
Futuramente, estudos em nivel de transcritos e metabolitos poderiam avaliar se ha diferencas
entre a pele lesionada e a ndo lesionada nos individuos com SN e o que causa o aparecimento
das lesdes, além de averiguar diretamente os metabolitos derivados das vias metabolicas

alteradas e investigar seus possiveis efeitos no processo patogénico.



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 INTRODUCAO

A existéncia de comunidades microbianas que colonizam o6rgaos do organismo
humano ¢ uma informacdo conhecida ha bastante tempo e cujos estudos comegaram
principalmente pelo trato digestério e depois foram expandidos para outras regides do corpo.
As relagdes estabelecidas ao longo dos anos entre variagdes nessas comunidades e condigdes
como a obesidade e a intolerancia a determinados alimentos certamente colaboraram para o
engajamento da comunidade cientifica neste tema (CRESCI; BAWDEN, 2015; DINAN;
CRYAN, 2017; SCHMIDT; RAES; BORK, 2018). Todavia, sabe-se que a presenca de
microrganismos habitando o corpo humano e nele interagindo tanto de formas positivas
quanto negativas com o sistema e outros microrganismos, nao esta restrita ao trato digestorio.

A saber, comunidades microbianas sao encontradas nestas condi¢oes também no trato
respiratdrio, nas mucosas oral e vaginal e, dentre outros, na pele, que serd o foco deste
trabalho; e, assim como no trato digestério, certas doengas cutaneas também vém sendo
associadas n3o a um agente infeccioso especifico, mas a uma perturbagdo na estrutura das
comunidades microbianas ¢ em seus nichos. Neste sentido, ¢ de grande interesse para as
ciéncias biologicas e da saude conhecer as caracteristicas dessas comunidades, as interagdes
entre microrganismos e deles com a pele, as variacdes temporais e espaciais, ¢ o efeito de
mudancas ambientais e individuais sobre a estrutura do microbioma (CHEN; FISCHBACH;
BELKAID, 2018).

Nos tltimos anos tem sido debatida a necessidade de uma visdo mais ecologica sobre
os microbiomas humanos, o que poderia trazer uma aten¢cdo maior ao papel que as
comunidades tém nos processos infecciosos, desafiando a visdo “um patéogeno - uma doenga”
proposta por Robert Koch no final do século XIX (BYRD; SEGRE, 2016; GILBERT;
LYNCH, 2019). Por tras desta visdo, estd a no¢do de que muitos dos conceitos gerais
desenvolvidos pela macroecologia podem ser aplicados para o entendimento também das
comunidades microbianas, como através da classificagdo das interacdes (por exemplo,
competi¢dao, cooperacao, entre outras) e do estabelecimento de redes de co-ocorréncia que
relacionam as dinamicas populacionais dos microrganismos e sugerem interagdes.

Nesse sentido, ainda que microbiota e microbioma por vezes sejam utilizados de forma
intercambidvel, enquanto em outras vezes diferentes definicdes sdo 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 caracteristicas fisico-quimicas ou abioticas (BERG et al., 2020;
WHIPPS; LEWIS; COOKE, 1998). Entendemos que essa definicdo transmite melhor o
entendimento do microbioma nao s6 como o conjunto de microrganismos que habita um
local, mas também suas interacdes entre si € com o hospedeiro, seus metabolitos, material
genético e os elementos fisico-quimicos do ambiente.

Neste trabalho, investigamos o perfil funcional de comunidades cutdneas em pacientes
de sindrome de Netherton (SN), uma doenga autossOmica recessiva caracterizada por
profundas alteragcdes estruturais no desenvolvimento da pele que resultam em sintomas
clinicos durante toda a vida dos individuos portadores, com alta taxa de mortalidade pos-natal.
Trabalhamos com os dados de metagenomica produzidos e publicados em artigo de Willliams
e colaboradores, cujo foco foi fazer uma anélise da composicao taxondmica das comunidades
e investigar moléculas com potencial de induzir ou atuar como protease epidérmica. Neste
artigo, os autores apontam que o microbioma ndo apenas contém variacdo em relagdo ao
controle saudavel, como pode aumentar os sintomas da doenca (WILLIAMS et al., 2020). A
partir de uma revisdo bibliografica, tentaremos mostrar um recorte do estado da arte das
pesquisas sobre microbioma cutaneo e sua relagdo com doencas de pele.

A presente pesquisa aspira contribuir com o corpo de evidéncias acerca da influéncia
da SN sobre o microbioma e vice-versa, de modo a ndo s6 colaborar com o entendimento
desta doenga, mas também de outras com alteragdes no microbioma. Doengas de pele sdo uma
das principais causas de atendimento em satde primaria, e produzem muitos impactos na
qualidade de vida das pessoas (SANCLEMENTE et al., 2017). Utilizamos uma estratégia de
bioinformatica para realizar inferéncia funcional a partir de dados de metagendomica obtidos
em bases de dados publicos, uma abordagem que vem sendo utilizada, mas que nunca foi
aplicada para esta sindrome, que seja de nosso conhecimento. O perfil funcional tem sido
cada vez mais explorado em trabalhos sobre microbioma e ja ¢ entendido como uma
propriedade ecolégica do microbioma humano (HUMAN MICROBIOME PROJECT
CONSORTIUM, 2012). Com os resultados obtidos, buscamos mostrar como vias metabolicas
parecem ser aplicaveis para caracterizacdo de microbiomas saudaveis e doentes e como vias
diferencialmente abundantes nas comunidades indicam um caminho para pesquisas futuras
que busquem compreender as caracteristicas necessdrias para a manutencdo de uma pele

saudavel.


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 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrutura geral da pele humana e de suas comunidades microbiologicas

A pele ¢ um o6rgao formado por duas camadas: uma mais externa chamada de
epiderme, constituida por camadas de queratinocitos em diferentes estagios de diferenciagao;
e uma mais interna, chamada de derme. De modo geral, a superficie da pele ¢ pouco
hidratada, acida, salina, rica em lipideos, e aerébica em quase toda extensao, com excecao das
invaginagdes que formam as glandulas sudoriparas, as glandulas sebdceas e os foliculos
capilares. Diferentes densidades de glandulas e foliculos, associadas a variagdes na topografia
da pele, no entanto, definem microambientes que diferem, principalmente, no nivel de
umidade e no conteudo lipidico. Por isso, a0 menos trés tipos gerais de pele sdo comumente
definidos na literatura: pele oleosa ou sebacea (couro cabeludo, rosto, torax e costas); pele
seca (palmas e face volar do antebraco); e pele imida (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 caracteristicas do solo tendem a definir as
comunidades animais e vegetais que ali habitam, essas variagdes fisioldgicas ao longo da pele
também selecionam diferentes comunidades de microrganismos, combinando arranjos
especificos de organismos adaptados as condi¢des de cada regido (NISC COMPARATIVE
SEQUENCING PROGRAM et al., 2014).

Apesar de encontrarmos espécies com presenca ubiqua por toda extensdo cutanea e
comum em diferentes individuos, a abundancia relativa desses organismos varia segundo
caracteristicas individuais também (OH et al., 2016). De maneira geral, locais de pele sebacea
sao dominados por bactérias do género Cutibacterium, em especial Cutibacterium acnes. Por
outro lado, as regides caracterizadas como umidas abrigam majoritariamente bactérias dos
géneros Staphylococcus e Corynebacterium. Regides secas, entretanto, tendem a ser mais
diversas. Em relacdo aos fungos, ha menos varia¢do de acordo com o tipo de pele, e o género
Malassezia predomina na maioria dos locais. Além disso, virus, em especial fagos associados
com Staphylococcus sp. e Cutibacterium sp., sao encontrados em todas as regides. Demais
géneros comumente encontrados, ainda que menos dominantes, sdo, a saber, Streptococcus,
Micrococcus, Aspergillus, Parachlorella entre outros (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).

Essas observacdes nos revelam que, de fato, a pele atua como habitat e suas
caracteristicas fisiologicas sdo responsaveis pelas pressoes seletivas que moldam as
comunidades. Tal entendimento sugere que, em situagdes onde as propriedades

fisico-quimicas cutianeas sdo 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 mudanga nas pressdes seletivas e, no limite, uma alteracdo na
estrutura das comunidades. Assim, compreender como varia uma comunidade no tempo e no
espago pode ajudar a revelar o papel dessas forcas evolutivas.

O mesmo trabalho realizado por Oh e colaboradores revelou que microbiomas
cutaneos saudaveis sdo largamente estdveis num periodo de pelo menos 2 anos; e também sdo
estaveis interpessoalmente, ainda que menos do que na esfera intrapessoal. Regides menos
diversas, como as de pele sebacea, tendem a ser mais estaveis do que as mais diversas, como
os pés; apesar disso, de modo geral, as caracteristicas das diferentes regides tendem a ser
mantidas ao longo do tempo. Por fim, segundo os autores, a estabilidade detectada parece ser
mantida por meio da manutencdo das linhagens ja presentes e ndo pela obtencdo de espécies

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

2.2 Interacdes entre microbioma e hospedeiro humano

A descricao da estrutura e composicdo dos microbiomas humanos encontra lugar nos
estudos de saude humana e animal, uma vez que tem sido defendido nas ultimas duas décadas
que as comunidades microbianas que habitam o corpo humano exercem, enquanto parte de
um ecossistema, fungdes relacionadas a saude e também a doengas. Isso significa dizer que os
organismos que integram esses espagos, a partir de suas interagdes com a comunidade e com
o ambiente, podem tanto ajudar na manutengdo da homeostase, quanto, por alguma razao,
sofrer alteracdes em sua estrutura, potencialmente resultando em uma disbiose; e com isso, no
limite, estarem associados a processos patologicos (CHO; BLASER, 2012).

A titulo de exemplo, foi proposto no inicio dos anos 2010 uma relagdo entre a
dermatite seborreica (DS) e os fungos do género Malassezia. Essa associagdo partiu da
observacdo de que o uso de antifungicos ajudavam no melhoramento dos sintomas dessa
inflamacao, vista junto a uma diminui¢ao na contagem de células de organismos do género na
pele dos pacientes. No entanto, ¢ dificil estabelecer uma relacio direta entre os organismos € a
doenca, uma vez que fungos Malassezia sp. também estao presentes em individuos saudaveis.
Consequentemente, foi oferecida em oposi¢do a hipotese de que os sintomas da DS nao estdo
relacionados a presencga ou auséncia de um patoégeno especifico, mas a um processo sistémico
envolvendo alteracdes no microambiente da pele que mudam as pressoes seletivas existentes e
produzem uma disbiose. Esta, por sua vez, também causa alteragdes fisico-quimicas no

ambiente de forma ciclica, aumentando os efeitos da doenga (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 nog¢do de que doengas de pele, tais como dermatite seborreica, psoriase, dermatite
atopica (DA), entre outras, sdo reforcadas ou mantidas por disbioses nas comunidades
cutaneas tém sido defendida nos ultimos anos conforme avanga o entendimento das intera¢des
microrganismos-hospedeiro. Hoje, j& se sabe que algumas dessas interagdes, como a ativagao
e maturacdo do sistema imunologico, sdo essenciais para a manuten¢do do fitness do
hospedeiro. Mais do que isso, o desenvolvimento de determinados ramos da resposta
imunologica parece coincidir com a aquisi¢do de uma comunidade complexa, indicando que
certos mecanismos imunes podem ter evoluido e prevalecido em fungdo de uma relagao
simbidtica com essas comunidades microbianas (BELKAID; HAND, 2014).

De fato, a interagcdo do microbioma com o sistema imune do hospedeiro parece ser um
elemento chave na evolucdo humana, uma vez que a maioria dos encontros entre um
microrganismo € o sistema imunologico se d4, ndo por patdogenos, mas pelo microbioma
simbionte, segundo revisdo ja citada de Belkaid e Hand. Um exemplo que ilustra a
especificidade destas interacdes foi observado na ativacdo, por meio da bactéria comensal da
pele Staphylococcus epidermidis, de células T CD8" com fungdo singular. Notou-se que as
células ativadas pelo microrganismo em questdo sdo essenciais para a restauragao cutanea por
exibirem um programa transcricional associado com reparo tecidual, diferente das células T
CD8" canonicas ou daquelas ativadas por encontros com patogenos (LINEHAN et al., 2018).

As interagdes, no entanto, ndo sdo unidirecionais entre 0S microrganismos € o
hospedeiro. Uma vez que o microbioma utiliza a pele como habitat, ¢ de se esperar que as
caracteristicas fisico-quimicas do ambiente moldem as caracteristicas estruturais e genéticas
das comunidades. O genoma de espécies do género Malassezia, por exemplo, conhecidamente
sofreu uma larga expansao em relacao a lipases secretorias e fosfolipases em comparagdo com
outros géneros de fungos (WU et al., 2015). Esse enriquecimento ¢ 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 lipidios produzidos e secretados pelas
glandulas sebaceas) e do estrato cérneo (camada mais externa da pele, formada por células
sem nucleo e organelas, os corneocitos); uma vez que esses fungos nao produzem os proprios
lipidios (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018). Observagdes como esta levaram os cientistas a
argumentar que hd um forte processo de coevolu¢do entre o genoma humano e dos

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

2.3 Interagdes ecoldgicas no microbioma
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A descrigdo das interagcdes do microbioma com o hospedeiro pode ser enriquecida por
uma compreensdo mais ampla do espago de atividades dos microrganismos. Para isso,
precisamos compreender também os tipos e formas de interagdes entre diferentes membros da
mesma espécie, bem como de espécies e dominios diferentes. De fato, interagcdes como
mutualismo, cooperagdo, predacdo, competicdo etc, também estdo presentes em microbiomas
e sdo definidoras das dinamicas populacionais e das capacidades funcionais das comunidades
(BERG et al., 2020).

Como mencionado anteriormente, a aplicagdo dos conceitos da macroecologia para o
estudo das interagdes entre microrganismos, bem como entre microrganismos e hospedeiros, ¢
uma abordagem j4 antiga, mas cuja validade ainda nao esta clara, dada as diferengas entre os
macro-eucariotos, para os quais a teoria ecoldgica foi originalmente desenvolvida, e os
procariotos € micro-eucariotos, no que se refere aos mecanismos de interacdes e ao estilo de
vida (PROSSER et al., 2007).

Nesse sentido, um dos componentes essenciais para as interagdes ecologicas em
microbiomas sdo os metabodlitos secundarios. O espago de interagdes de um microrganismo €
preenchido por moléculas sinalizadoras, toxinas, moléculas orgénicas e inorganicas que sao
liberadas pelos organismos seja como produto ou subproduto de seus metabolismos e podem
tanto servir positivamente como negativamente para outros organismos. Um exemplo de
interacdo positiva mediada por metabolitos secundarios € o “cross-feeding”. Nesse
mecanismo, apenas um dos lados ¢ beneficiado (+/0) ao utilizar um metabolito que foi
descartado por um organismo de outra espécie, como produtos de fermentacdo, aminoécidos,
acucares digeridos, entre outros (GOYAL et al., 2021). Além disso, a cooperacdo também ¢
possivel, na qual uma espécie apresenta um mecanismo cujo efeito ¢ aumentar o fitness de
outra espécie, podendo ser uma interagdo reciproca (+/+) ou nao (+/0) (COYTE;
RAKOFF-NAHOUM, 2019).

Além de interagdes positivas, ha também interacdes negativas que envolvem
metabolitos secundarios. Um exemplo seria a competi¢do (-/-), quando organismos diferentes
competem por recursos, como nutrientes, cuja disponibilidade no ambiente ¢ limitada. Além
disso, para se beneficiar num cenario em que ha competi¢do, um organismo pode produzir e
secretar substancias tdxicas para outros organismos, um tipo de amensalismo (-/0) (COYTE;
RAKOFF-NAHOUM, 2019).

E sabido, por exemplo, que alguns organismos comuns na pele humana, como a
bactéria S. epidermidis, possuem em seu repertorio molecular peptideos com propriedades

similares aos peptideos antimicrobianos (AMPs) do hospedeiro, uma classe de moléculas que
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fazem parte da linha de frente do sistema imune, e que sdo conhecidas por provocar a morte
de determinadas bactérias. Por meio dessas moléculas, a bactéria S. epidermidis inibe o
crescimento de Staphylococcus aureus, um patdgeno comum presente na pele e nas narinas,
associado a inflamagdes cutaneas como a dermatite atopica; o que, num contexto de
patogenicidade, beneficia o hospedeiro, mas também a propria bactéria inibidora, que limita a
populacao competidora (COGEN et al., 2010).

Em outro exemplo, a bactéria Corynebacterium accolens inibe o crescimento de
Streptococcus pneumoniae, uma bactéria causadora de infec¢des em criangas e adultos. Em
cultura mista, foi observado que C. accolens consome triacilglicerdis presentes na superficie
da pele humana para suprir suas demandas nutricionais e, como co-produto metabolico, libera
acidos graxos livres que inibem o crescimento de S. pneumoniae. Esse achado corrobora com
um outro, no qual criangas que nao apresentam a espécie S. pneumoniae no trato respiratorio
ou na pele exibem uma superpopulacdo de Corynebacterium sp. (BOMAR et al., 2016).

Um outro mecanismo de interacdo com importancia na defini¢do das dindmicas de um
microbioma ¢ o chamado quorum sensing (QS). O QS ¢ um mecanismo de sinalizagdo celular
dependente da densidade populacional, capaz de promover mudancgas no padrao de interagdes
em uma comunidade. Ele ¢ induzido por pequenas moléculas produzidas por uma populacdo
microbiana e cujo efeito so6 ¢ efetuado quando a populagdo atinge um determinado limiar de
densidade populacional. Uma vez atingido esse limiar, o sinal interage com as proteinas
receptoras e promove uma alteracao da expressao génica de uma populagdao (ABISADO et al.,
2018).

Um exemplo de hipdtese de QS foi proposto para a interacao de duas espécies comuns
na pele humana. A bactéria S. aureus, que como ja citamos, frequentemente ¢ identificada
como patdgeno, pode exibir um comportamento comensal dependendo do contexto ecoldgico.
Em um trabalho publicado em 2016, Ramsey e colaboradores testaram a hipotese de o desvio
da comensalidade para a patogenicidade da S. aureus estar associado com sua exposi¢do a
uma populagdo bacteriana de Corynebacterium striatum. A partir da analise do transcriptoma
de culturas de S. aureus com e sem C. striatum, foi observado que na presenca da segunda
espécie, o programa transcricional da primeira teve uma diminuigdo na expressao de genes
associados com a viruléncia e um aumento na expressdo de genes associados ao

comensalismo (RAMSEY et al., 2016).

2.4 Lipidios da pele
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Das classes de moléculas que compdem o microbioma cutidneo, daremos especial
aten¢do aos lipidios. Tratam-se de moléculas sintetizadas e presentes nas células de todo
organismo vivo e que apresentam funcoes internas essencialmente estruturais e energéticas,
mas também sinalizadoras, transportadoras, entre outras. Suas por¢des hidrofobicas permitem
a formacdo das membranas celulares que compartimentalizam o contetido das células e
também o organizam em estruturas menores, chamadas de organelas. As longas cadeias de
hidrocarbonetos, por outro lado, sdo fontes ricas de energia e calor que podem ser produzidas
por meio da oxidacdo das ligacdes quimicas. Lipidios também podem ser produzidos e
excretados para a superficie da pele, na qual tém fungdes de grande importancia
(NICOLAIDES, 1974).

Uma das principais funcdes atribuidas aos lipidios presentes na pele humana, em
especial os do estrato corneo, ¢ a formacdo de uma barreira que protege a epiderme contra a
perda excessiva de 4dgua e contra a penetragdo de componentes do ambiente com acdo
inflamatoria, como alergénicos e patdogenos; de tal modo, supde-se que alteragdes na
composi¢ao saudavel dos lipidios do estrato corneo podem resultar em um mal funcionamento
da barreira, propiciando a ocorréncia de doencas inflamatérias na pele. Esta hipodtese ¢
recorrente na literatura, como mostram revisdes sobre o tema (JIA et al.,, 2018; VAN
SMEDEN; BOUWSTRA, 2016).

A producdo dessas moléculas tem ao menos trés principais fontes: as glandulas
sebaceas presentes na derme, que sintetizam e secretam triglicerideos, acidos graxos,
colesterois e ceras ésteres para a superficie da pele; as células queratindcitos, presentes
sobretudo na epiderme, que promovem a sintese e secrecdo de ceramidas, acidos graxos e
colesterois no espago extracelular do estrato corneo; e o microbioma residente, cujos
membros podem produzir lipidios em seus metabolismos e libera-los no ambiente, como os
chamados 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC), mas também podem utilizar os lipidios
produzidos pelo proprio hospedeiro ou por outros microrganismos, sendo, com isso, um
importante mediador da composig¢ao lipidica da pele (JIA et al., 2018).

Como descrito em se¢Oes anteriores, a literatura ¢ bastante robusta na afirmacgao de
que a composicdo do microbioma cutdneo apresenta diferengas espaciais em funcdo de
variagdes nas caracteristicas fisico-quimicas da pele (COSTELLO et al., 2009; NISC
COMPARATIVE SEQUENCING PROGRAM, 2014). De tal modo, a composicao lipidica da
pele entra como fator de peso para a defini¢ao das comunidades. Assim, variagdes neste perfil

bioquimico podem ser for¢as evolutivas importantes por tras de alteragdes na composi¢ao de
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comunidades saudaveis, e ou sintomas dessas altera¢des, como discutido em revisao da
bibliografia pertinente (JIA et al., 2018).

Um importante caso de estudo para visualiza¢ao da influéncia da composicao lipidica
sobre o microbioma ¢ a DA, uma inflamacdo cutdnea com alta incidéncia na populagao.
Embora o papel dos microrganismos e suas interagdes com a fisiologia da pele ainda sejam
pouco compreendidos, ha evidéncias de uma diminui¢ao da diversidade bacteriana em lesdes
agudas e cronicas da DA, com um aumento significativo na abundancia de S. aureus
(comumente ausente em pessoas sauddveis) e uma diminuicao de S. epidermidis (bastante
comum em pessoas saudaveis) (BAURECHT et al., 2018). Junto disso, o artigo de Baurecht e
colaboradores mostra que a composi¢do lipidica esta fortemente relacionada com a
composi¢do e diversidade bacteriana nos chamados locais prevalentes de DA. Altos niveis de
acidos graxos insaturados de cadeia longa mostraram associagdo significativa com maiores
abundancias de bactérias lipofilicas como as dos géneros Propionibacterium e
Corynebacterium. Da mesma forma, a abundancia elevada de S. aureus mostrou correlagao
com niveis elevados de determinadas subclasses de ceramidas, em especial nas lesdes.

De fato, diversos achados sugerem que o conteudo lipidico ¢ um importante fator de
selecdo dos organismos mais abundantes e comuns no microbioma da pele, e também ¢ um
elemento mediador da estabilidade dessas comunidades. Em um estudo para andlise da
diversidade bacteriana do microbioma da pele do rosto de voluntarios saudaveis da regido de
Bangalore, India, foi investigado se os niveis de hidratagio e de sebum dos locais analisados
poderiam ser bons preditores de sua diversidade. Observou-se que na regido das bochechas o
nivel de sebum esta significativamente correlacionado com a composicdo e diversidade
bacteriana, com destaque para o género Propionibacterium, em especial C. acnes
(anteriormente Propionibacterium acnes (SCHOLZ; KILIAN, 2016)), cuja frequéncia cresce
com o aumento do volume de sebum (MUKHERIJEE et al., 2016).

O que poderia estar por trds dessa correlagdo na composicao lipidica e na frequéncia
de bactérias do género Cutibacterium? Uma analise do genoma de C. acnes, principal bactéria
da pele sebacea, revelou a presenca de diversos genes hipotéticos para codificacdo de lipases,
além do j4 conhecido triacilglicerol lipase, contribuindo para um genoma bastante enriquecido
em enzimas de degradagio de lipidios (BRUGGEMANN et al., 2004) e, portanto, compativel
com o ambiente em que habita.

No inicio da década de 1970, Marples e colaboradores mostraram que com a redugao
na densidade de C. acmes no couro cabeludo e na testa, por meio de tratamento com

antibiotico, havia também uma reduc¢do na quantidade de 4cidos graxos livres na superficie da
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pele dessas regides (MARPLES; DOWNING; KLIGMAN, 1971), sugerindo um papel de
controle por parte da espécie sobre o conteudo lipidico. Junto a isso, na década de 1980
também foi elaborada a hipdtese de que a colonizagdo da pele humana pela C. acnes era
possibilitada pela alta quantidade de triglicerideos no sebum, uma vez que em animais, como
camundongos, cujas glandulas sebaceas produzem muito pouco ou nenhum triglicerideo, a
espécie C. acnes ndo ¢ detectada (WEBSTER; RUGGIERI; MCGINLEY, 1981).

Uma possivel conexao entre estas informagdes foi elaborada nas décadas seguintes. As
bactérias da espécie C. acnes parecem habitar em especial a regido do foliculo pilossebaceo,
ou seja, o conjunto da glandula sebacea e foliculo piloso. Experimentos in vitro mostraram
que os lipidios comuns no sebum humano ndo servem como fonte nutricional diretamente, no
entanto podem estar associados com aumento da adesdo e agregagdo celular da bactéria
(GRIBBON; CUNLIFFE; HOLLAND, 1993). De tal modo, a atividade das lipases
extracelulares pode ser um importante fator para a capacidade de colonizacdo deste
organismo, bem como um exemplo de como o microbioma pode alterar o ambiente cutaneo.

Embora os achados descritos acima guardem relacdo com uma tUnica espécie presente
no microbioma cutdneo humano, tal espécie ndo somente ¢ a bactéria mais prevalente e
abundante no ambiente em questdo, como a perda na sua abundéncia relativa vem sendo
correlacionada com diversas doencas de pele como psoriase, acne, DA e rosacea (ROZAS et
al., 2021). Nao esta claro, no entanto, se a C. acnes desempenha um papel direto ou indireto
nestas doengas, ou se as alteragdes vistas na estrutura de suas populacdes nestes contextos sao
sintomaticas das disbioses associadas aos distirbios. Tal brecha na literatura ocorre pois,
embora tenhamos uma quantidade modesta de informagdes sobre as interagdes
microrganismo-microrganismo € microrganismo-hospedeiro, ainda ha muito pouca
compreensao do efeito dessas interagdes no nivel ecologico.

H4 um cenario similar no que se refere ao principal género de fungos presente na pele
humana, a saber, o género Malassezia. Dada a auséncia de enzimas essenciais do complexo
responsavel pela sintese de acidos graxos, quais sejam, a acido graxo sintase (FASN) e a
acetil-CoA carboxilase (ACC), quase todas as espécies do género sdo dependentes de fontes
lipidicas contidas no ambiente em que habitam. Essa necessidade ¢ coerente com os multiplos
genes para lipases e fosfolipases de secre¢do encontrados (XU et al., 2007; WU et al., 2015).

Tais informagdes enfatizam a importancia do metabolismo de lipidios para os
principais membros do microbioma de pele humana, colocando a disponibilidade destas
moléculas como uma importante pressdo seletiva do ambiente cutaneo, e também, a

importancia da relagdo na dire¢do contraria, ou seja, o papel do microbioma na defini¢ao das
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caracteristicas abidticas do ambiente. De tal maneira, podemos elaborar algumas perguntas
que foram pouco exploradas até o momento na literatura, por exemplo, quais lipidios sdo
consumidos e ou produzidos pelos membros do microbioma? Quais as espécies que mais
contribuem para a composicao lipidica da pele? Como as alteracdes nas vias metabolicas
poderiam estar relacionadas com variagdes ecoldgicas e funcionais das comunidades e, no
limite, com alteragdes na saude da pele? Como fatores genéticos e moleculares associados aos
genes das vias, como ortologias, transferéncias génicas horizontais, contextos genomicos,
expressao génica entre outros, se relacionam com as variagdes ecologicas e funcionais?

Em um trabalho recente, Chen e colaboradores conduziram uma andlise de predicao
funcional do microbioma da pele de pacientes acometidos por psoriase € mostraram que
diversas vias estdo alteradas em comparacdo com pessoas saudaveis. Os microrganismos
apresentaram enriquecimento de diversas vias, incluindo via de metabolismo do acido
linoléico, um &acido graxo relacionado com processos inflamatorios, via de metabolismo de
gliceridios e via de biossintese de acidos graxos insaturados (CHEN et al., 2021); deste modo,
relacionando o microbioma da pele com a regulagdo do metabolismo de lipidios.

Em funcdo de um processo adaptativo, a capacidade de interagir com o ambiente e
explorar recursos como proteinas, agticares e lipidios especificos, como triacilglicerois, ¢ uma
caracteristica em destaque do microbioma cutdneo humana em comparagdo com a de outros
ambientes, como de microbiomas aquaticos, de solo, de fezes humanas ou mesmo de pele de
camundongos (MATHIEU et al., 2013). E dada a importancia dos lipidios para a constitui¢cao
da barreira da pele, em especial ceramidas, colesterois, triacilglicerois e acidos graxos
ndo-esterificados, € esperado que defeitos nas vias de sintese e degradagdo dessas moléculas
estejam associados com doencas relacionadas a pele, tal como exposto em revisdo a cerca de

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

2.5 Sindrome de Netherton e o papel das proteases microbianas

Como tentamos demonstrar, doencas de pele como DA, DS, psoriase, acne, entre
outras, sdo condi¢cdes profundamente multifatoriais que, embora conectadas com disbioses,
dificilmente podem ter sua causalidade atribuida diretamente a um ou alguns microrganismos.
Por essa razdo, doengas cujas causas sdo previamente determinadas e sustentadas pela
comunidade cientifica configuram casos que oferecem vantagem para a investigagao das
influéncias do microbioma cutaneo na doenca, e desta na comunidade microbiologica. Isso se

da, pois uma vez que a causa estd determinada ¢ possivel saber objetivamente quais
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individuos sdo portadores ou ndo da condicdo e quais fatores sdo mais propensos a aumentar
os sintomas da doenca, por exemplo.

Uma doenga cuja causa ¢ determinada e ¢ independente do microbioma ¢ a sindrome
de Netherton. A SN ¢ uma doenca autossomica recessiva cujos portadores apresentam desde o
nascimento a pele com aspecto seco e escamoso (condi¢do chamada de ictiose) por conta de
uma formacdo defeituosa do estrato corneo; um defeito na formagdo dos cabelos chamado
trichorrhexis invaginata que faz com que os cabelos crescam com nds entre os fios, causando
um aspecto de cabo de bambu ao microscopio; além de manifestagdes severas de inflamagdes
e alergias na superficie da pele, com superexpressdo de eosinofilos e de anticorpos IgE séricos
(TRAUPE, 2012).

Tal doenca, sabe-se, ¢ causada por algumas mutagdes no locus 5ql6, regido que
codifica o gene SPINKS (serine protease inhibitor, Kazal-type 5), que levam a perda de
funcdo da proteina inibidora de serino protease LEKTI (lymphoepithelial Kazal-type related
inhibitor) (CHAVANAS et al., 2000). A perda de funcdo da LEKTI provoca um aumento na
atividade de serino proteases epidérmicas cuja principal atividade, para a doenca, ¢ a
degradacao de complexos protéicos chamados corneodesmossomos que propiciam adesao
entre os corneocitos, células mortas preenchidas de queratina e imersas em uma matriz
lipidica que constituem o estrato corneo. Com a degradacao desses complexos proteicos, a
camada mais superficial do estrato corneo descama, interferindo na regulacao da manutencao
da espessura da epiderme, podendo resultar em uma ictiose (BRIOT et al., 2009).

De fato, a LEKTI ¢ uma proteina comumente expressa nas camadas mais diferenciadas
do tecido epitelial estratificado, em especial na camada granulosa da epiderme, local onde
ocorrem modificagdes finais da cornificagdo (formacao estrato corneo). A auséncia de LEKTI
na epiderme, portanto, ¢ um fator comum na SN (BITOUN, 2003). Além disso, em estudo
com camundongos knockout para SPINKS observou-se o surgimento de efeitos similares aos
descritos para a SN, como perda de aderéncia e coesdao do estrato corneo, presenca de defeitos
na barreira epidérmica que levam a perda de peso e perda transepidérmica de dgua, defeitos
na diferenciacdo 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 funcdo da LEKTI promove um desequilibrio na atividade proteolitica na epiderme,
causando uma descamagado excessiva do estrato corneo, uma diferenciagdo defeituosa nas
camadas da epiderme, resultando também em uma série de inflamacgdes na pele. No entanto,
SN se manifesta de formas muito distintas na infancia e na idade adulta. Em recém nascidos o

fenotipo da doenca se expressa de forma generalizada, ou seja, toda a pele apresenta os
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defeitos de desenvolvimento e ruptura da barreira epidérmica. Ao longo do envelhecimento
do individuo portador, os sintomas da doengas passam a ser localizados e transitorios na
forma de lesdes. Por isso, no trabalho original em que esses dados foram coletados, os autores
tinham uma hipotese inicial de que alteragdes locais no microbioma poderiam estar associadas
com o surgimento de lesdes. Frente a isso, em artigo publicado em 2020, Williams e
colaboradores hipotetizaram que também o microbioma cutaneo poderia entrar em disbiose
em pacientes com SN e colaborar com um aumento do fenotipo clinico da doenca. Para
verificar, eles produziram um dos mais profundos sequenciamentos por shotgun do
microbioma cutineo até aquele momento, a partir de amostras coletadas de diferentes regides
do tronco e de extremidades, de acordo com a presenca ou nao de lesdes (WILLIAMS et al.,
2020).

Nas analises dos dados de sequenciamento, os autores mostraram uma diferenciacao
na composi¢do taxonomica entre individuos saudaveis e individuos com SN, mas uma
similaridade entre regides com ou sem lesdo dos individuos portadores da doenga. C. acnes
foi a bactéria predominante na maioria dos individuos saudaveis, enquanto nos individuos
doentes houve um aumento significativo na abundancia de espécies de Staphylococcus, em
especial S. aureus e S. epidermidis. Segundo os autores, as diferengas encontradas entre os
grupos aqui foram ainda maiores do que as diferengas caracterizadas anteriormente para DA.

Para além das andlises dos dados de metagendmica, os autores também publicaram no
mesmo artigo resultados de estudos in vitro. Foi dada atencao particular para a identificagdo
de moléculas que poderiam acentuar os efeitos da SN e que sdo produzidas ou cuja produgdo
¢ estimulada por membros do microbioma cutaneo. Uma das moléculas investigadas foi o
PSMa. (phenol-soluble modulin alpha), um peptideo produzido por staphylococci que pode
induzir a atividade de diversos serino proteases da familia das calicreinas em queratindcitos
humanos (WILLIAMS et al., 2017). A presenca de DNA do operon do gene psma foi
encontrada elevada em todas as amostras nas quais havia colonizagdo por S. aureus, com forte
correlagdo com a severidade observada da doenca. Também a presenga de mRNA do mesmo
gene se mostrou correlacionada com a presenca de S. aureus nas amostras de SN. Além disso,
os autores também testaram cultivar S. aureus a partir da coleta em lesdes dos individuos com
SN, e aplicar os isolados de forma epicutanea a pele das costas de roedores. Como resultado,
foram observados danos a barreira epidérmica e inflamagdo visivel nos roedores, além do
aumento na expressao de citocinas inflamatorias.

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

ser diretamente secretadas por staphylococci. No estudo, apos dele¢do individual de duas
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cisteino proteases de S. aureus, estafopaina A e B (scpA e scpB), foi observada uma
diminui¢do nos efeitos da presenca dos isolados na pele das costas de roedores. Ademais, a
presenca do DNA codante dessas proteinas se mostrou elevada nos individuos com SN, em
especial naqueles que tiveram contagem absoluta da espécie aumentada. Junto disso, a
presenca de mRNA dos genes se mostrou acentuada especificamente nas amostras de lesoes.
Por fim, homologos 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
taxondmicos do microbioma cutdneo de individuos com SN, quando comparados com
individuos saudaveis, se mostraram significativamente diferentes, indicando que as alteragdes
epidérmicas da SN podem determinar um perfil diferente de colonizagdo do ambiente,
produzindo uma disbiose em relagao ao controle. E (ii), o microbioma cutaneo disbidtico pode
estar contribuindo com uma intensificacdo do fenotipo clinico da SN em funcdo da secre¢do
de proteases e do estimulo a producao destas pelo proprio sistema hospedeiro.

Neste sentido, podemos notar que a SN configura com clareza um caso em que um
desequilibrio na estrutura da comunidade simbionte provoca também alteracdes nas interagdes
ecoldgicas com o hospedeiro. Mais que isso, revela como além da estrutura das comunidades
em si, também o seu espaco de atividades, isto €, as moléculas produzidas e consumidas pelos
membros da comunidade, ¢ um elemento importante e até determinante para o resultado
destas interagdes. Em vista disso, entendemos que uma forma de explorar as relagdes do
microbioma cutaneo com doengas como a SN ¢ com base em uma abordagem sistémica que
permita inferir as principais funcdes e metabolitos presentes nas comunidades e suas
eventuais alteragdes a partir, por exemplo, dos seus perfis metabolicos. Tal abordagem pode
viabilizar ainda um estudo com direcionamentos ecologicos mais claros, como a investigagao
de codependéncias e interconexdes entre fungdes de diferentes grupos, principais classes de

moléculas alteradas, possiveis interagcdes impactadas, entre outros.

3 JUSTIFICATIVA

Doengas de pele sdo comuns no mundo todo, inclusive no Brasil. Uma doenga como a
DA, por exemplo, apresenta prevaléncia estimada em cerca de 7% dos adultos no Brasil, 4,9%
dos adultos nos EUA, 3,5% no Canada, 2,2% na Alemanha, 8,1% na Italia e 2,1% no Japao
(BARBAROT et al., 2018; MESQUITA, 2019). J4 a SN ¢ uma doencga considerada rara, com

uma incidéncia global de 1/200.000 nascimentos e uma prevaléncia de 1-9/1.000.000 segundo
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dados de 2008 (ZAMBRUNO, 2008). Apesar disso, ela esta associada a alta mortalidade
pos-natal, uma vez que podem ocorrer complicagdes como infecgdes bacterianas, hipotermia,
perda excessiva de peso e hipernatremia (desidratagdo extrema causada por niveis de sédio
sérico altos) (HAUSSER; ANTON-LAMPRECHT, 1996).

Embora doengas de pele geralmente ndo representem ameacga a vida, podem provocar
impactos profundos na qualidade de vida dos individuos. Em um estudo que acompanhou
pacientes com acne, psoriase, eczema e pitiriase résea no periodo dos 7 aos 18 anos de idade,
tanto os pacientes quanto seus pais ou tutores apresentaram uma diminui¢do significativa nos
indices de qualidade de vida, sendo a redugdo dos indices nos pais inclusive mais acentuada
na maioria das condi¢des (MIN et al., 2023). Isso ocorre, dentre outras razdes, porque essas
doencas afetam a autoimagem dos individuos, um elemento essencial na estrutura da
personalidade e com impactos para a saude mental e atitudes em relagdo ao ambiente, sendo
um fator de risco para ansiedade e depressdo (SANCLEMENTE et al., 2017).

Frente a este cenario, pretendemos com este trabalho colaborar para o conjunto de
conhecimento sobre as relacdes do microbioma cutdneo com doengas de pele. O pertfil
funcional do microbioma cutaneo ¢ um elemento menos explorado na literatura, que
geralmente traz andlises taxondmicas como foco. No entanto, vias metabdlicas ja sdo
entendidas como uma propriedade ecolégica do microbioma humano (HUMAN
MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012). Como mostramos na revisao, evidéncias
apontam que a SN pode ser agravada pela producdo de proteases pelo microbioma, ou pela
indugdo da producdo de proteases humanas. Nesse sentido, trabalhos focados neste elemento
podem explorar um maior conjunto de genes e funcdes e eventualmente mapear alteragdes
relevantes.

Assim, pretendemos fornecer novas pistas e hipoteses sobre os possiveis papéis do
microbioma no desenvolvimento dos sintomas da SN, e a0 mesmo tempo como o microbioma
¢ influenciado pela doenca. Além disso, queremos mostrar que ¢ possivel produzir
conhecimento sem gerar novos dados. H4 muitos dados subutilizados nas bases de dados
biologicos que podem responder perguntas valiosas. Finalmente, entendemos que nossa
metodologia pode vir a ser utilizada em outros trabalhos com foco em outras doengas. Com
isso, esperamos contribuir com a descoberta das patogéneses cutaneas, biomarcadores de
saude e doenca da pele, e possibilidades de tratamento ou diminuicdo de sintomas

inflamatorios cutaneos.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
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O objetivo deste trabalho ¢ comparar as vias metabdlicas dos microrganismos

presentes no microbioma cutdneo de pessoas saudaveis e com SN, e buscar compreender suas

relagdes e relevancia para o equilibrio ecologico das comunidades e das suas interagoes.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar as vias metabolicas em comunidades cutaneas a partir de dados de

metagenoma disponiveis em bancos de dados;

2. Determinar se ¢ possivel relacionar o perfil de vias metabolicas com o estado de saude

dos individuos testados, e com a presenga ou auséncia de lesdo nos individuos SN;

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

modo a apontar possiveis biomarcadores para as diferengas entre as comunidades,

caso haja;

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

possivel estabelecer relagdes delas com fatores que contribuem para uma pele

saudavel e fatores que podem provocar ou intensificar o aparecimento de lesoes;

5. Investigar a presen¢a de vias associadas ao metabolismo de lipidios dentre aquelas

diferencialmente abundantes e especular suas possiveis importancias no contexto

estudado.

S METODOLOGIA

5.1 Selegao e obtencao dos dados

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

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

produzidos e publicados por Williams e colaboradores, provenientes de sequenciamento

gendmico completo de amostras de pele humana de individuos saudaveis e individuos com

diagnostico de sindrome de Netherton, tanto de regides contendo lesdes (SN lesdo) como de

regides sem lesdao (SN nao lesao) (WILLIAMS et al., 2020) . Os dados foram disponibilizados
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pelos autores no banco National Center for Biotechnology Information (NCBI) (SAYERS et
al., 2022) e podem ser encontrados na se¢ao BioProjects sob ID PRINAS551026.

Foram obtidos os arquivos contendo as sequéncias de reads de 17 sequenciamentos
que foram analisados no artigo original, sendo 5 de individuos saudaveis, 6 de individuos SN
de regido com lesdo, e 6 de individuos SN de regido sem lesdo. O download foi feito a partir
da plataforma SRA Explorer (EWELS; DUNCAN; YATES, 2023), que permite o acesso aos
arquivos fastq disponiveis na secao Sequence Read Archives (SRA) do banco. Apos algumas
analises 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, conteido GC, presenga de adapters, sequéncias duplicadas,
presenca de DNA humano, entre outros, observamos que os arquivos ja haviam passado por

uma etapa de controle de qualidade dos reads anteriormente a disponibilizagdo no banco.

5.2 Identificagdo de genes e vias metabolicas nas comunidades

Para identificagdo dos genes e das vias metabolicas presentes nas comunidades
cutineas a partir dos metagenomas, foi utilizado o programa HUMAnN 3.0 (BEGHINI et al.,
2021). A andlise foi executada em 12 de julho de 2022 utilizando como base de dados
genomicos para identificacdo dos genes o ChocoPhlAn (BEGHINI et al., 2021), banco de
pangenomas microbianos desenvolvido especificamente para os modulos do bioBakery
(MCIVER et al., 2018) (conjunto de ferramentas ao qual o HUMAnN pertence). Como base
de dados transcritos para identificagdo de proteinas foi utilizado a base completa UniRef90
(SUZEK et al., 2015). Ambas bases foram baixadas localmente para a execu¢do, seguindo o
manual do programa. Os outputs obtidos apos a execugao foram: um arquivo com a contagem
das familias génicas, um com a abundancia das vias metaboélicas, calculada a partir da
quantidade de copias de vias completas (ou seja, com todos os genes da via presentes), € um
com a cobertura das vias metabolicas.

De acordo com os objetivos do nosso trabalho, escolhemos desenvolver as analises a
partir dos resultados contidos na tabela de abundancia de vias metaboélicas. Este arquivo
detalha a abundancia de cada via metabdlica identificada na comunidade como uma fungao
das abundancias dos componentes de reagdes das vias. Isto ¢, a abundancia de uma via
especifica ¢ calculada a partir da abundancia de cada reacdo que resulta da soma da

quantidade de genes catalisadores da reagao.
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O HUMAnNN 3.0 usa as defini¢des de via do MetaCyc (CASPI et al., 2020) e do
MinPath (YE; DOAK, 2009) para identificar o conjunto de vias que melhor explicam as
reacOes observadas em uma comunidade. Os resultados sdo apresentados tanto em nivel de
comunidade, quanto estratificados por tdxon identificado em nivel de espécie. Os reads que
ndo foram identificados em nivel de espécie sdo computados como unclassified. A abundancia
de uma via é proporcional ao nimero de copias completas da via em uma comunidade, ou
seja, se em uma via simples A -> B -> C -> D a abundancia de A for dez vezes maior que de
B-D, a abundancia sera compativel com as abundancias de B-D.

Vale destacar que o valor de abundancia de uma via em nivel de comunidade ndo ¢
necessariamente igual a soma dos valores estratificados. Isso ocorre porque, tomando o
mesmo exemplo acima, se para a espécie X os genes da via estdo numa abundancia 5, 5, 10,
10, e para a espécie Y estao em 10, 10, 5, 5, em nivel de espécie, ambas teriam 5 copias da
via. Mas em nivel de comunidade os valores seriam somados, de modo que as abundancias
computadas seriam 15, 15, 15, 15, totalizando, portanto, 15 cépias completas da via. Deste
modo, assumimos a imprecisao que esta escolha gera. Entendemos que isso ndo invalidaria as
analises feitas aqui, apenas colocariam a necessidade de se verificar em outros estudos se as
vias e genes estdo de fato presentes nas espécies, o que ja seria algo necessario mesmo se
utilizdssemos os dados ja estratificados.

Estdo presentes ainda no arquivo valores calculados como unintegrated e unmapped.
O primeiro corresponde a abundancia de genes que foram identificados, mas nao foram
integrados a nenhuma via. O segundo representa a abundéincia de reads que ndo alinharam

com qualquer referéncia nucleotidica ou proteica.

5.3 Normalizagao, padronizagao e calculo de distancia

Escolhemos trabalhar com os dados ndo estratificados em razdo da alta quantidade de
reads com taxonomia ndo identificada. A separagdo entre estratificados e nao estratificados
foi realizada por meio do script “humann_split stratified table”, disponivel na biblioteca
HUMANN 3.0.

Ap6s a identificacdo dos genes e vias metabdlicas para cada amostra e separagao dos
resultados ndo estratificados, unimos os resultados em uma unica tabela utilizando o script
“humann_join_tables” disponivel 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
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resultados das andlises e introduzir erros, uma vez que eles representam auséncia de vias, e,
portanto, ndo podem ser interpretados como parte da composi¢do. Além disso, a quantidade
de reads classificados nestas duas varidveis representaram uma parte grande do total de reads
analisados, de modo que estes valores receberiam um peso desproporcional apds a
normalizacdo.

Com a tabela normalizada foi feita uma padronizagao dos valores utilizando a funcao
“decostand” com parametro de método “hellinger”. A padronizagdo ¢ uma etapa indicada nos
protocolos de tratamento de dados ecologicos de modo a garantir que os dados tenham uma
escala comum ou uma distribuicdo especifica. A padronizacdo de hellinger transforma os
dados de maneira que a distancia euclidiana entre as amostras seja proporcional a
dissimilaridade de hellinger entre as distribuicdes de espécies associadas a essas amostras A
seguir, foi obtida uma matriz de distancia a partir da funcdo “vegdist” com parametro de
método “euclidean”. Ambas fungdes “decostand” e “vegdist” pertencem a biblioteca Vegan
(OKSANEN et al., 2022) e foi implementada em R (R CORE TEAM, 2021).

Vale mencionar que a etapa de padronizacdo ¢ indicada para dados composicionais
para que todas as variaveis tenham o mesmo peso nas analises. Além disso, a distancia de
Hellinger ¢ considerada uma métrica mais adequada para dados composicionais do que
métricas classicas como a euclidiana, que apresenta uma série de problemas para composi¢ao

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

5.4 Andlise de agrupamentos a partir das vias metabdlicas identificadas

Nossa metodologia focou em avaliar especificamente como os estados saudavel, SN
lesdao e SN ndo lesdao estdo relacionados com a composicao relativa de vias metabolicas das
comunidades microbianas cutdneas. Realizamos uma clusteriza¢do utilizando a fungao
“clustermap” da biblioteca Seaborn (WASKOM, 2021) para Python (ROSSUM; DRAKE,
2010). A funcao foi aplicada sobre a tabela com os valores padronizados segundo critério de
Hellinger obtido na etapa anterior. Utilizamos como parametro de métrica “euclidean”, de
modo que ao ser aplicada sobre os valores padronizados, os clusters sdo construidos a partir
de uma matriz de distancia de Hellinger.

Além da clusterizagdao, realizamos uma andlise de PCoA (principal coordinate
analysis) por meio da fung¢do “pcoa” da biblioteca scikit-bio (THE SCIKIT-BIO
DEVELOPMENT TEAM, 2022) para Python. A partir dos resultados desta andlise, testamos

as hipoteses de agrupamentos a partir de um db-RDA (distance based redundancy analysis)
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(LEGENDRE; ANDERSON, 1999) implementado via R através da funcdo “capscale” da
biblioteca Vegan.

A analise de redundancia ¢ um tipo de ordenagdo restrita cujo objetivo € organizar um
conjunto de variaveis descritivas de acordo com suas relagdes com um conjunto de variaveis
preditivas, de modo que seja possivel testar a relacdo entre elas. A db-RDA ¢ baseada numa
matriz de dissimilaridade que pode ser escolhida de acordo com as caracteristicas dos dados, ¢
permite o teste de hipoteses utilizando um modelo ANOVA com permutagdes.

Neste caso, a abundancia relativa de cada via metabodlica identificada em cada amostra
consiste no grupo de varidveis descritivas, enquanto os metadados formam as variaveis
preditivas. De modo a investigar se o conjunto de vias metabdlicas permite uma associagao
consistente e significativa com o estado de saude, definimos duas formas de classificacao das
amostras. A primeira consiste em duas categorias, 6 amostras saudaveis e 12 amostras SN; e a
segunda em trés categorias, 6 amostras saudaveis, 5 amostras SN lesdo e 5 amostras SN nao
lesdo. O modelo db-RDA foi aplicado de forma a testar a significAncia destas duas formas de
agrupamento, utilizando a matriz de distancia de Hellinger calculada anteriormente.

Enfim, para testar as hipoteses descritas acima, foi aplicado um teste ANOVA a partir
da ordenacao produzida pelo modelo RDA, utilizando-se a func¢do “anova.cca”, e o R* pode
ser obtido com a fungdo “RsquareAdj”, ambas também presentes na biblioteca Vegan. Foi
utilizado também um teste PERMANOVA (ANDERSON, 2001) via R por meio da fun¢ao
“adonis2” da biblioteca Vegan. Concluindo esta etapa, foi feito um calculo de dispersao

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

5.5 Identificagdo das vias metabolicas diferencialmente abundantes

Para identificagdo de vias metabdlicas especificas significativamente associadas com a
origem da amostra que possam estar atuando como marcadores das diferencas entre as
comunidades, utilizamos o pacote MaAsLin2 (MALLICK et al., 2021) implementado em R.
Este pacote permite apontar associacdes multivariadas entre elementos de comunidades
microbianas e metadados. Da mesma forma feita no teste das hipdteses de agrupamentos,

utilizamos a classificagdo em duas ou trés categorias como as variaveis preditivas.
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6 RESULTADOS
6.1 Andlise de agrupamento e dispersdo das amostras a partir da abundancia de vias

metabolicas

A primeira etapa foi a identificacdo de genes e vias metabodlicas nas comunidades com
uma analise de clusters. Observamos que a clusteriza¢do das amostras a partir da abundancia
relativa de vias metabdlicas traz um agrupamento dos dados que reflete o estado de saude do
individuo de origem de amostra. Mais de um método foi testado revelando pouca varia¢do nos
resultados. De modo geral, as amostras dos saudadveis tendem a agrupar mais facilmente
variando-se 0 método, enquanto as amostras dos doentes formam clusters que em todos os
testes misturam amostras de lesdo com de nao lesdo. Nos resultados obtidos pelo método
weighted (figura 1), as amostras do fenotipo sauddvel formam um cluster com apenas uma das
amostras se posicionando externa ao grupo. Ja as amostras de SN formam um segundo grande
grupo.

Os resultados desta andlise indicam que as amostras SN se parecem mais entre si do
que com as amostras saudaveis. Para além disso, podemos apontar que a maior parte das vias
metabolicas identificadas ndo diferem muito entre as amostras, resultando numa grande faixa
uniforme na imagem.

A clusterizagdo permitiu que identificassemos uma tendéncia de agrupamento das
amostras em torno da classificagdo em dois grupos, isto €, embora seja possivel agrupar a
maior parte das amostras de pele saudavel, ndo parece ser possivel diferenciar nas amostras de
pele SN aquelas que foram obtidas de regides com lesdo das de regides sem lesdo. Assim,
parece ser possivel que a composi¢ao de vias metabolicas nas comunidades cutineas esteja
relacionada com a condicdo de satide do individuo em relagao a SN, diferenciando individuos
saudaveis de individuos que apresentam a sindrome. No entanto, nos individuos SN, as
comunidades que habitam as regides com lesdo e sem lesdo da sua pele, ndo parecem

apresentar uma composicao de vias metabolicas suficientemente diferente.

Figura 1: Analise de clusters a partir dos valores de abundéncia relativa de vias metabdlicas. Foi utilizado o
método “weighted” e distancia de Hellinger. No eixo das amostras, os rotulos coloridos representam a
classificac¢do da pele de origem da amostra: verde para saudavel, amarelo para Sindrome de Netherton sem lesdo,

vermelho para Sindrome de Netherton com lesdo.
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Fonte: Imagem produzida pelo autor.

Para reavaliar essa hipdtese com uma técnica complementar, seguimos com a
realizagdo de um PCoA. Esta ¢ uma analise multivariada, similar a outras como o PCA
(principal components analysis), e tem como objetivo permitir uma identificacdo visual de
agrupamentos a partir de uma matriz de similaridade ou distdncia baseada em varidveis que
foram medidas sobre os itens. Na PCoA, ¢ possivel utilizar diferentes tipos de variaveis,
continuas, discretas, ordinais, etc. Além disso, ela permite o computo de diferentes métricas
de distancia, e ndo apenas a euclidiana como no caso da PCA.

Ao realizar esta analise, portanto, pretendemos investigar se as vias metabolicas sdo
variaveis que se distribuem de modo suficientemente diferente entre as comunidades

microbianas presentes na pele de individuos saudéaveis e as presentes na pele de individuos
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SN. Além disso, pretendemos identificar se os grupos classificados como SN lesdo e SN nao
lesdo sdao também diferentes entre si em relagdo a estas mesmas variaveis.

O resultado da anélise de PCoA (figura 2) indica uma separagao bastante clara entre os
grupos saudaveis e os grupos SN ao longo da primeira coordenada principal, no eixo x. No
entanto, os grupos lesdo e ndo lesdo ndo apresentam uma separagdo clara. Este resultado
corrobora com a hipotese proposta a partir da clusterizagdo, qual seja, de que os grupos
saudavel e SN podem ser diferenciados a partir da abundancia relativa de vias metabdlicas
identificadas no microbioma cutaneo, mas os grupos SN lesdo e SN ndo lesdo, ndo sdo
suficientemente diferentes em relagao as variaveis medidas.

O resultado do PCoA parece sugerir ainda que as vias metabolicas de individuos com
SN também sdo mais diversas entre si, provocando um espalhamento maior dos dados ao
longo das duas primeiras coordenadas principais. Este comportamento sugere que, embora a
doenca possa apresentar uma manifestacao clinica local, como uma lesdo, os efeitos dela sdo
sistémicos, isto ¢, mesmo o microbioma de uma regido da pele sem lesdo exibe uma

composicdo de vias metabolicas diferente da dos individuos saudaveis.

Figura 2: Analise de PCoA das abundancias relativas de vias metabolicas utilizando distancia de Hellinger como

métrica.
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Fonte: Imagem produzida pelo autor.

De modo a verificar se no PCoA que fizemos com todos os dados ndo ha uma
coordenada com menos significancia 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: Analise de PCoA das abundancia relativa de vias metabolicas apenas das amostras SN, utilizando

distancia de Hellinger como métrica.
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Fonte: Figura produzida pelo autor.

Para verificar se esses resultados visualizados por meio do PCoA tém significancia
estatistica, realizamos um db-RDA utilizando a mesma matriz calculada para a PCoA e
testamos o agrupamento das amostras em duas ou trés categorias. Para visualizacdo dos
resultados, optamos por chamar o agrupamento em duas categorias (saudavel e SN) de
“classe”, e o agrupamento em trés categorias (saudavel, SN lesdo e SN nao lesdo) de
“subclasse”. Os resultados obtidos apds aplicacdo de um teste de permutagdes sobre as
ordenagdes calculadas pelo modelo db-RDA, de modo a obter a significancia dos eixos de
representacdo da relagdo entre as variaveis preditivas e a composicao de vias metabolicas,
estdo sumarizados na tabela 1.

Os resultados apontam para uma significancia global (F) relevante e um suporte
estatistico (Pr(>F)) significativo para a relagcdo entre as abundancias das vias metabolicas e as
variaveis chamadas de “classe”, indicando que a separacdo das amostras em um grupo
saudavel e um grupo SN apresenta significancia estatistica. Para a separacao das amostras em
trés categorias, no entanto, ndo houve significAncia nem suporte estatistico. O R? observado
foi de 0,35 e o R? ajustado de 0,25. Estes sdo valores baixos e indicam uma relagdo linear

fraca entre os dados e as varidveis preditoras.

Tabela 1: Resultados do teste de permutagdo sobre a analise de redundancia sobre a matriz de distancia de

Hellinger das abundancias de vias metabolicas, comparando a classificagdo em dois ou trés grupos.
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F Pr>F)
Classe 7,2360736 0,001
Subclasse 0,3556597 0,989

Fonte: Tabela produzida pelo autor.

Por ultimo, foi realizada a PERMANOVA para testar as hipoteses novamente. Os
resultados desta analise (tabela2) indicam também que a divisdo em dois grupos ¢ uma
hipotese valida para explicagdo da organizagdo dos dados, enquanto a divisao em trés nao é
suportada. Apesar disso, ¢ importante notar que o R? calculado ¢ baixo e, portanto, indica uma

relagdo linear fraca entre os dados de abundancia e as variaveis preditoras.

Tabela 2: Resultados do teste de PERMANOVA sobre a matriz de distancia de Hellinger das abundancias de vias

metabdlicas, comparando a classificagdo em dois ou trés grupos.

R? 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 ndo sdo capazes de
apontar se as diferencas estatisticas encontradas sdo, de fato, produto da posicao dos dados, ou
seja, da distancia entre eles, ou se sdo resultado da dispersdo dos dados. Ou seja, se a
diferenca encontrada ¢ resultado das diferencas de composi¢ao ou da variagao normal dentro
do grupo (ANDERSON; WALSH, 2013). Para responder a essa questao, segundo os autores,
¢ necessario realizar um teste de dispersdo para verificar se ha heterogeneidade das varincias
entre os grupos testados. Se o teste identificar uma heterogeneidade significativa, entdo
poderiamos entender que as diferengas entre os grupos se da por um fator de dispersao. Nosso
teste de dispersao com os dados, no entanto, retornou um valor Pseudo-P de 0,321, indicando
que a hipotese de homogeneidade ndo ¢ violada e, portanto, a dispersdo ndo explicaria a
diferenga entre os grupos.

Finalmente, os testes realizados apoiam a hipdtese das vias metabolicas como
variaveis que permitem agrupar as amostras em dois grupos, saudavel e SN, mas rejeitam a
diferenciagdo das amostras de regides com lesdo e sem lesdo. Este ¢ um resultado importante,

pois revela que as vias metabdlicas podem estar diferentes de forma consistente entre os
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individuos testados, apontando para a possibilidade de que diferencas funcionais entre as

comunidades analisadas estejam relacionadas com a doencga subjacente.

6.2 Identificacdo das vias diferencialmente abundantes

A partir da hipotese de que € possivel classificar as comunidades como saudaveis ou
SN a partir dos dados de composicao de vias metabolicas, verificada no item anterior,
passamos para a busca das principais vias responsaveis por promover essa diferenciagao.
Pretendemos explorar a possibilidade de eleger biomarcadores microbianos com suporte
estatistico para as condi¢des de saude. Para além disso, investigar esta questao pode ajudar a
determinar se ha significados biolodgicos para esses biomarcadores que possam contribuir com
a compreensao de disbioses cutaneas especificas para a sindrome em questdo e também para
outros contextos de desequilibrio microecologico.

Para identificagdo dos biomarcadores, testamos a existéncia de abundancias relativas
diferenciais com suporte estatistico comparando novamente a categorizacdo das amostras em
dois ou trés grupos. O teste identificou cerca de 145 vias com diferengas significativas.
Destas, apenas uma apresenta diferenca significativa entre os grupos saudavel, SN lesdo e SN
ndo lesdo. As demais sdo diferentes quando comparadas apenas amostras saudaveis contra
amostras SN. Destas 145, apenas 54 apresentam significancia menor que 0,05, sendo todas
elas diferentes no contexto de categorizacdo em dois grupos, reforcando o entendimento de
que nao ha diferencas significativas entre SN lesdo e SN ndo lesdo (figura 4).

Para informagdes mais detalhadas, o ANEXO A contém os resultados com as
descrigdes e as classificagdes resumidas das vias (chamadas de superclasses pelo banco

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

ID do MetaCyc para Pathways e descrig¢@o das vias diferencialmente abundantes na mesma ordem apresentada

no grafico.
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PWY-702: Biossintese de L-metionina Il

PWY-5100: Fermentacgao de piruvato para acetato e (S)-lactato Il
P41-PWY: Fermentagao de piruvato para acetato e (S)-lactato |
PWY-4984: Ciclo da ureia

P125-PWY: biossintese de (R,R)-butanediol

LACTOSECAT-PWY: Degradacao da lactose |

PWY-5265: Biossintese de peptideoglicano

P42-PWY: Ciclo do &cido citrico redutor incompleto

PANTO-PWY: Biossintese de fosfopantotenato

PWY-5981: Biossintese de CDP-diacilglicerol 11l

PWY-8178: Pentose fosfato Il

PWY-6859: Biossintese de all-trans-farsenol
ANAEROFRUCAT-PWY: Fermentacdo homolactea
HSERMETANA-PWY: Biossintese de L-metionina
POLYISOPRENSYN-PWY: Biossintese de poliisoprenoide
THISYNARA-PWY: Biossintese de difosfato de tiamina Il
PWY-6700: Biossintese de queuosina |

PWY-6936: Biossintese de seleno-aminoécidos

PWY-1861: Assimilagao de formaldeido II

PWY-6922: Biosintese de L-N&-acetilornitina

PWY-|9: Biossintese da L-cisteina

PWY-5345: Super biossintese de L-metionina

PWY0-845: Biossintese e resgate de piridoxal 5'-fosfato
PWY-6305: Super biossintese de putrescina

PWY-6507: Degradagéo de 4-desoxi-L-treo-hex-4-enopiranuronato
PWY-6803: Edicao de acil fosfatidilcolina

PWY-1269: Biossintese de CMP-3-desoxi-alfa-D-manno-octulosonato

FUCCAT-PWY: Biossintese de L-fucose |

PYRIDOXSYN-PWY: Biossintese de piridoxal 5'-fosfato
P161-PWY: Degradacao de acetileno

PWY-5989: Biossintese de &cido esteérico Il
GLYOXYLATE-BYPASS: Ciclo do Glioxilato

PWY-6606: Degradagdo de nucleotideos guanosina Il
PWY0-1477: Utilizacao de etanolamina

PWY-7242: Degradacao de D-fruturonato

PWY-7118: Deacetilacdo de quitina

GLUTORN-PWY: Biossintese da L-ornitina
GLUCUROCAT-PWY: Degradagao de B-D-glucoronisidas
PYRIDNUCSYN-PWY: Biossintese de novo de NAD |
GLYCOLYSIS-E-D: Super glicélise e da via Entner-Doudoroff
PWY-5675: Reducao de nitrato V
HEME-BIOSYNTHESIS-II-1: Biossintese de heme b v
P461-PWY: Fermentacdo de hexitol para lactato, formato, etanol e acetato
PWY-6608: Degradacao de nucleotideos guanosina |ll
NAGLIPASYN-PWY: Biossintese de lipidio IVa

PWY-8073: Biossintese de lipidio IVa

PWY-7761: Recuperacdo de NAD Il

PWY0-862: Biossintese do 5Z-dodecanoato |

PWY-4041: Ciclo y-glutamil

PWY-6353: Degradagao de nucleotideos purina Il
PWY-7664: Biossintese de oleato IV

PWY-6282: Biossintese de acido palmitoleico
SALVADEHYPOX-PWY: Degradagao de nucleotideos adenosina Il
PWY-5028: Degradacgao da L-histidina II

Fonte: Imagem produzida pelo autor.
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Nota-se que os grupos ndo apresentam quantidades muito diferentes de vias
diferencialmente abundantes, cerca de 24 pertencem ao grupo SN e 30 ao grupo saudavel, e a
partir da quantificacdo das vias de acordo com o primeiro nivel de classificagdo, que ainda ¢
um nivel bastante geral (tabela 3), observamos que hd um niimero de vias diferencialmente
abundantes aparentemente bem menor em SN do que em saudavel. Além disso, pode-se
observar que a soma resulta maior do que o nimero de vias informado. Isso acontece porque
algumas vias apresentam mais de uma classificagdo possivel. A via P461-PWY, por exemplo,
uma via de fermentagdo de hexitol para lactato, formato, etanol e acetato, apresenta 6
classificagdes distintas; e pode ser classificada no primeiro nivel como degradagao, utilizacao
ou assimilacdo ou geracao de energia ou metabdlitos precursores. Neste caso, ela contabilizou
uma vez para cada categoria. Deste modo, a tabela abaixo tenta apresentar o nimero de vezes
que cada superclasse apareceu nos resultados, evitando superestimar o valor desconsiderando
0s casos em que uma mesma via apresenta mais de uma classificagdo, mas com mesma
categoria inicial na superclasse 1.

Na tabela no Anexo B ¢ possivel conferir uma contabilizacdo das fungdes atribuidas as
vias diferencialmente abundantes. Nesta tabela foi feito uma contagem meticulosa de modo a

ndo contabilizar mais de uma vez uma mesma via por conta de multiplas classificagdes.

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

Classificacao Total de vias Vias mais Vias mais
diferencialmente abundantes em abundantes em
abundantes saudavel SN
Vias de biossintese 30 17 13
Vias de 17 13 4
degradacao/utilizagdo/assi
milagao
Vias de geracao de energia 8 4 4
e metabolitos precursores
Vias de glicanos 2 2 0
Vias de modificagdo de 1 0 1
macromoléculas

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

Embora seja um nivel bastante geral de classificagdo, ele nos permite ver que, por

conta da atribuicdo de uma mesma via com mais de uma classificagdo, as vias
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diferencialmente abundantes em saudéavel podem ser vias com fun¢des mais amplas, enquanto
as vias diferencialmente abundantes em SN podem ser mais restritas. Em outras palavras,
pode indicar que em individuos SN ha uma subatividade de vias metabolicas com efeitos mais
abrangentes ¢ uma maior atividade de vias com efeitos mais pontuais. Esse pode ser um
elemento importante para compreender qual a relacdo das alteracdes funcionais do
microbioma com a doenga subjacente. A perda de vias mais amplas poderia, por exemplo,
promover uma quantidade maior de efeitos secundarios por impactar mais elementos da rede
de interacdes ecoldgicas, o que também reforca a nocdo de efeitos sistémicos e ndo
localizados que a doenga pode ter. Ou seja, ndo vai ser uma via especifica com um produto
especifico que vai promover os sintomas de uma doen¢a, mas uma rede complexa de vias e
efeitos que podem ser manifestados em toda a superficie cutdnea, ainda que na auséncia de
manifestagoes clinicas.

Passamos entdo para a investigagdo das categorias mais especificas das vias
diferencialmente abundantes. Observamos que em relagdo as vias de biossintese, ha mais
alteragdes no grupo saudavel do que no SN, ou seja, ha mais vias que se mostraram mais
abundantes nas amostras saudaveis do que nas SN, ainda que com uma diferenga nao muito
grande de 5 vias. Das vias de biossintese as classificacdes mais relevantes sdo de biossintese
de lipidios e acidos graxos, biossintese de cofatores, carreadores e vitaminas; e biossintese de
aminoacidos (tabela 4). Observa-se que nas duas primeiras a maioria das alteracdes estdo nas
comunidades saudaveis, enquanto a maioria das alteragdes em vias de biossintese de

aminoacidos estdo nas amostras SN .

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

“Superclass 2.

Classificacao Total de vias Vias mais Vias mais
diferencialmente abundantes em abundantes em
abundantes saudavel SN
Biossintese de lipidios e 8 7 1

acidos graxos

Biossintese de cofatores, 7 5 2
carreadores e vitaminas

Biossintese de aminoacidos 7 1 6

Biossintese de estruturas 3 2 1
celulares
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Classificacao Total de vias Vias mais Vias mais
diferencialmente abundantes em abundantes em
abundantes saudavel SN
Outras biossinteses 2 1 1
Biossintese de metabolitos 1 0 1
secundarios
Biossintese de tetrapirrol 1 1 0
Biossintese de poliprenil 1 0 1
Biossintese de amida, 1 1 0

amidina, amina e poliamina

Biossintese de carboidrato 1 1 0

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

Para as vias de degradagdo, utilizagdo ou assimilacdo, observamos ainda na tabela 3
que a maior parte das vias alteradas sdo nas amostras saudaveis, neste caso com uma
vantagem de 9 vias. Das 13 vias alteradas temos como resultados mais relevantes vias de
degradacgdo de carboidratos e de degradacao de nucleotideos e nucleosideos, ambas categorias

com a maior parte das alteragdes nas comunidades saudaveis (tabela 5).

Tabela 5: Contagem de vias diferencialmente abundantes classificadas como degradagao, utilizagdo ou

assimilacdo. Categoria denominada “Superclass 2”.

Classificacao Total de vias Vias mais Vias mais
diferencialment abundantes em abundantes em
e abundantes saudavel SN

Degradacao de carboidratos 7 6 1

Degradacgao de nucleotideos e 4 4 0
nucleosideos

Degradacao de acido carboxilico 2 2 0

Metabolismo de nutrientes 2 1 1
inorganicos

Utilizacao e assimilagao de 2 0 2

compostos Cl

Degradagdo de amida, amidina, 1 1 0
amina e poliamina
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Classificacao Total de vias Vias mais Vias mais
diferencialment abundantes em abundantes em
e abundantes saudavel SN
Degradagao de aminoacidos 1 1 0
Degradacao de compostos 1 1 0
poliméricos
Degradacao de alcoois 1 1 0

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

Em relagdo as vias de geragao de energia e metabolitos precursores, as alteragdes estao
mais bem distribuidas, tendo 4 vias alteradas em cada grupo de comunidades. A maioria
dessas vias sdo de fermentacdo. Apenas trés escapam desta classificagdo: uma ¢ uma via da
pentose fosfato (PWY-8178) e duas ndo apresentam classificacdo além da superclasse 1,
sendo uma delas (GLYOXYLATE-BYPASS), definida como Ciclo do Glioxilato e a outra
(GLYCOLYSIS-E-D), definida como supervia da glicolise e da via Entner-Doudoroff. Em
relacdo, portanto, as vias de fermentacdo temos uma distribuicdo mais equilibrada de

alteragdes nas vias entre as amostras dos grupos saudavel e SN (tabela 6)

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

“Superclass 3”.

Classificacao Total de vias Vias mais Vias mais
diferencialmente abundantes em abundantes em
abundantes saudavel SN
Fermentagdo para acidos 5 2 3

graxos de cadeia curta
Fermentacdo de piruvato 4 2 2

Fermentacao para alcoois 2 2 0

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

Por fim, em relagdo as classes de vias menos frequentes, as vias de glicanos e vias de
modificagdo de macromoléculas, as duas primeiras sdo vias de biossintese de
lipopolissacarideos que estdo mais abundantes em sauddveis, ¢ a segunda ¢ uma via de
biossintese de queuosina, um nucleosideo modificado presente em algumas bactérias e

eucariotos, alterada em SN.
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De modo geral, a andlise destes resultados nos mostra que as vias que estdo mais
abundantes nas comunidades saudéaveis tendem a se agrupar em torno de poucas categorias,
sendo as principais identificadas: vias de biossintese de lipidios e acidos graxos, vias de
biossintese de cofatores, carreadores e vitaminas; e vias de degradacdo de carboidratos. Ja as
vias mais abundantes nas comunidades SN ndo revelam o mesmo padrdo, ocupando
classificagdes diversas, com exce¢do de uma Unica categoria que se destacou, as vias de
biossintese de aminoacidos.

A observacdo desses agrupamentos de classificacdes, no entanto, ndo traz uma
informagdo que possa ser associada de forma causal com os fenotipos que estdo sendo
considerados. Isto ¢, uma altera¢do na abundancia de uma via de degradagdo de L-histidina,
por exemplo, ndo indica que isso possa ter uma relacao causal com o fendtipo saudavel das
comunidades testadas. E preciso, portanto, que os resultados sejam interpretados & luz desta
limitagao.

Assim, uma vez contemplados dois de nossos objetivos, quais sejam, a identificacio
de agrupamentos e biomarcadores com relevancia estatistica para diferenciacao das amostras
de individuos saudaveis e SN, prosseguimos investigando as vias diferencialmente
abundantes entre os grupos, de modo a compreender seus possiveis significados para nos
contextos observados e suas possiveis contribuigdes para a compreensao dos fenomenos de

disbioses cutaneas.

6.3 Alteragdes em vias metabolicas relacionadas a lipidios

Temos um interesse especial em vias associadas a produgdo, transformacdo ou
consumo de lipidios nas comunidades microbianas, uma vez que essa classe de moléculas
parece ter um papel seletivo fundamental na colonizagdo e manutengdo das comunidades
cutaneas, e, portanto, alteracdes na disponibilidade dessas moléculas poderiam ser um fator
importante para aparecimento de disbioses. Nesse sentido, chama atengdo que uma das
principais categorias de vias diferencialmente abundantes identificadas tenha sido biossintese
de lipidios e 4cidos graxos em individuos saudaveis. Isso pode sugerir que uma das
caracteristicas de uma comunidade disbiotica associada a SN seja uma redugdo na produgdo
de lipidios e acidos graxos pelos membros do microbioma cutaneo.

Para aprofundar nesta questdo, separamos as vias categorizadas na defini¢do acima

para apresentar suas fungdes mais especificamente (tabela 7)
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Tabela 7: Detalhamento das vias metabdlicas diferencialmente abundantes classificadas com biossintese de

lipidios e acidos graxos.

ID da via Condicao Clinica*  Coef Ajustado Descricao

Via de biossintese de acido

PWY-6282 Saudavel -7,031 .
palmitoleico
PWY-7664 Saudavel -6,816 Via de biossintese de oleato IV
) {ossint
PWY0-862 Saudével -6,210 Via de biossintese do
5Z-dodecanoato I
NAGLIPASYN Via de biossintese de lipidio
avel -5,401
PWY (2) Saudave 5, Va
Via de biossintese de lipidi
PWY-8073 (2) Saudéavel -5,401 1a de biossintese de Hp1dio
IVa
PWY-5989 Saudvel 3.804 Via de blosS}n'tese de acido
estearico 11
) - ,
PWY-6803 Saudavel 23,460 Via de edigao de aci
fosfatidilcolina
PWY-5981 SN 4,454 Via da biossintese de

CDP-diacilglicerol 111

Fonte: Tabela produzida pelo autor.

* Condigao clinica em que a via estd mais abundante

Observa-se que as vias na tabela 7 sdo de biossinteses de um conjunto pequeno de
moléculas especificas que podem ser investigadas em busca da sua possivel relagdo com
manifestagdes clinicas cutaneas. As abundancias relativas de cada via podem ser conferidas
no ANEXO C. Antes disso, uma analise das informagdes sobre estas vias disponiveis no
MetaCyc revelam que cerca de seis delas estdo altamente interconectadas e sdo derivadas de
uma via central, a via de biossintese de palmitato II. A figura 5 mostra os pontos de derivagao
desta via central para as outras e os principais produtos e subprodutos.

De certo, a existéncia dessa relagdo entre algumas das vias diferencialmente
abundantes se da pela presenca de enzimas comuns entre elas, cujas abundancias foram

utilizadas para o célculo de abundancia das vias. Isto pode ser verificado com o exame das
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enzimas presentes em cada reagdo e seus respectivos genes, uma informagdo presente no
banco MetaCyc na pagina de cada via. Notamos, com isso, que as vias de biossintese do
(5Z)-dodecanoato I e a via de biossintese do acido palmitoleico compartilham 4 enzimas que
também estao presentes na via de biossintese do palmitato II; e a via de biossintese do acido
estedrico II, por sua vez, compartilha 6 enzimas com a via de biossintese do palmitato II
(tabela 8).

Segundo informagdes do banco, nenhuma outra enzima presente nas reacoes das vias
da figura 5 aparece em mais de uma via metabolica destas apresentadas. De tal modo, um
aumento na abundancia relativa de um conjunto pequeno de genes ndo ¢ suficiente para
explicar esta variagdo na abundancia das vias metabolicas. A via de biossintese do oleato II,
por exemplo, ndo apresenta enzima comum com nenhuma outra via diferencialmente
abundante da mesma classe, o que acrescenta mais alguns genes ao conjunto com expressao
aumentada.

De modo geral, portanto, este resultado enfatiza a importancia que genes cuja enzimas
atuam no metabolismo de lipidios podem ter para a pesquisa de disbioses cutineas.
Novamente, porque um aumento significativo de um conjunto de reagdes interconectadas ¢é
indicativo de um efeito sistémico que pode estar sendo perdido na comunidade que reside na

pele de um individuo com SN.
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Figura 5: Visdo geral da via de biossintese de palmitato II (PWY-5971), mostrando sua conex@o com cinco das
vias diferencialmente abundantes (indicadas em cores). A via de biossintese do acido palmitoleico, por sua vez, é
derivada da via de biossintese do (5Z)-dodecanoato I. Os nomes de metabolitos e vias sdo derivados do MetaCyc
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Tabela 8: Genes comuns a mais de uma via diferencialmente abundante.

Codigo
de acesso Nuamero Vias em que o gene esta
Gene Enzima q g
do EC presente
UniProt

Biossintese de Palmitato 11
Biossintese de (5Z)-Dodecanoato
1.1.1.100 I
Biossintese de Acido
Palmitoleico

3-oxoacil-[ACP]

fabG POAEK?2
redutase

Biossintese de Palmitato 11
Biossintese de (5Z)-Dodecanoato
4.2.1.59 I
Biossintese de Acido
Palmitoleico

3-hidroxiacil-[ACP]

fabZ POA6Q6
a Q desidratase

Biossintese de Palmitato 11
Biossintese de (5Z)-Dodecanoato
1.3.1.9 I
Biossintese de Acido
Palmitoleico

Enoil-[ACP]

fabl POAEK4
redutase

Biossintese de Palmitato 11
Biossintese de (5Z)-Dodecanoato

3-oxoacil-[ACP] 2.3.1.41 !

fabB POA953

sintase 1 Biossintese de Acido
Palmitoleico
3- il-[ACP Biossint Palmitato 11
AT1G24360 P33207 oxoacil{ACP] | 1y  Biossintese de Palmitato
redutase Biossintese de Acido Estearico 11
Enoil-[ACP] Biossintese de Palmitato 11
Al X 1.3.1. ) oo )
et Q93X66 redutase 3.1.9 Biossintese de Acido Estearico 11
Palmitoil-[ACP] Biossintese de Palmitato 11
FATB E2 .1.2.21 ) Lo )
Q98I tioesterase 3 Biossintese de Acido Estearico 11
3-oxoacil-[ACP] Biossintese de Palmitato 11
KAS1 P5241 2.3.1.41 ,
S 52410 sintase | 3 Biossintese de Acido Estearico 11
Cadeia longa Biossintese de Palmitato 11
LACS9 9CAPS 2.13 .
Q acil-CoA sintetase 9 Biossintese de Acido Estearico 11
Oleoil-[ACP] Biossintese de Palmitato 11
FATA Q42561 tioesterase 1 31214 Biossintese de Acido Estearico II

Fonte: Tabela produzida pelo autor.
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6.4 Sobre as vias com mais de uma classificagdo

Na secao 5.2 afirmamos que, como algumas vias apresentam mais de uma
classificagdo possivel, e como por conta disso na contagem geral na tabela 3 parece que ha
mais vias mais abundantes em saudavel do que a figura 4 mostra, poderia ser formulada
hipotese de que as vias diferencialmente abundantes em saudéavel podem ser vias com fungdes
mais amplas, enquanto as vias diferencialmente abundantes em SN podem ser mais restritas.
Nesta secdo vamos investigar estas vias e avaliar a validade desta hipotese.

Foram encontradas 15 vias diferencialmente abundantes com multiplas classificagdes
no banco, cujas categorias variam bastante, incluindo vias de biossintese de lipidios,
cofatores, carreadores e vitaminas, fermentagao e degradagdo de carboidratos. De modo geral,
a investigacao dessas vias, seus produtos e substratos ndo parece apoiar a ideia de que elas sdo
vias com fungdes amplas. Isto ¢é, a existéncia de classificagdes diferentes ndo se da por conta
da presenca de mais de uma fungdo dentro de uma mesma via, como pensavamos que isso
sugeria. As Unicas vias que poderiam ser enquadradas nesta hipotese sao P461-PWY (via de
fermentagdo de hexitol para lactato, formato, etanol e acetato), diferencialmente abundante
em saudaveis, P41-PWY (via de fermentagdo de piruvato para acetato e (S)-lactato I) e
PWY-5100 (via de fermentagdo de piruvato para acetato e (S)-lactato II), diferencialmente
abundantes em SN. Estas vias produzem diferentes produtos a partir da fermentagdo de
piruvato, dependendo de condigdes regulatorias, e, por isso, acabam sendo classificadas em
mais de uma categoria.

As demais vias apenas parecem apresentar uma multiplicidade de classificagcdes por
conta de redundéncias nas categorias que o banco apresenta, ou por conta de incongruéncias
de definigdes para determinadas moléculas. As vias PYRIDOXSYN-PWY e PWY0-845 sdo
duas vias de biossintese de 5’-fosfato de piridoxal, a forma ativa da vitamina B¢. A primeira ¢
uma variagdo da via de biossintese propriamente dita, e a segunda ¢ uma supervia que
compreende tanto a biossintese como uma via de reciclagem que produz a molécula a partir
de substratos obtidos no ambiente. Neste caso, ambas as vias sdo classificadas como
biossintese de vitamina B¢ no ultimo nivel, mas em um nivel anterior a classificacdo pode ser
como biossintese de cofatores enzimaticos, ou biossintese de vitaminas, resultando em duas
classificagdes com essa Unica distingao.

Em outros casos temos uma mesma via podendo ser classificada como degradagado de
carboidratos, degradacdo de acidos carboxilicos ou degradacdo de compostos poliméricos.

Nas vias de fermentagdo de piruvato podemos encontrar também estes problemas. A



50

fermentacdo de piruvato a acetato pode ser classificada como fermentacdo de piruvato ou
como fermentagdo para AGCC. Portanto, essas classificagdes multiplas revelam muito mais
um problema organizacional do banco do que um achado cientifico da pesquisa. De todo
modo, esta percep¢ao tem também um valor em si, pois uma boa curadoria das bases de dados
¢ essencial para pesquisas como esta, que se baseiam na andlise de quantidades de dados
suficientes para dificultar etapas manuais como classificagdo, obtencao das listas de genes das
via, mapeamento de interconexdes entre diferentes vias, entre outros.

De modo geral, as vias com alteragdes significativas compreendem fungdes bésicas e
comuns em todo organismo vivo, como biossintese e processamento de macromoléculas e
micronutrientes. Isto, novamente, reforca o carater complexo e sistémico das alteragdes
detectadas por meio destes dados.

O exame mais aprofundado que fizemos no banco das 15 vias com multiplas
classificagdes citadas na se¢do anterior, por exemplo, ndo aponta nenhuma fun¢ao em especial
que parega estar consistentemente alterada. As vias que investigamos compreendem fungdes
basicas principalmente do metabolismo energético, como producao e reciclagem de NAD
(PWY-7761 e PYRIDNUCSYN-PWY), processamento de carboidratos
(GLUCUROCAT-PWY, PWY-7242 e PWY-7118) e biossintese de outros cofatores
enzimaticos como vitamina By, heme b e vitamina B, (PYRIDOXSYN-PWY, PWY0-845,
HEME-BIOSYNTHESIS-II-1 e THISYNARA-PWY respectivamente, apenas a tltima com a

abundancia diferencial em SN).

7 DISCUSSAO

Neste trabalho, fizemos uma analise funcional do microbioma de individuos
portadores de SN a partir de dados de metagenomica completa. Que seja do nosso
conhecimento, este ¢ o primeiro trabalho com essa abordagem aplicada a SN. Foram
utilizadas ferramentas que geralmente sdo empregadas para analises ecologicas de estruturas
de comunidades. Com isso, conseguimos mostrar que a partir da abundancia de vias
metabodlicas ndo estratificadas podemos diferenciar significativamente as amostras de
individuos saudaveis das amostras de individuos com SN. Mostramos ainda que nao foi
possivel diferenciar internamente o grupo das amostras de SN entre aquelas de regides com
lesdo para as regioes sem lesao.

Individuos recém nascidos portadores da SN apresentam um fendtipo generalizado da

doenca. Adultos, diferentemente, apresentam ruptura da barreira epidérmica em locais
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especificos da pele. Em funcdo disso, os autores do trabalho que deu origem aos dados
analisados aqui discutem que o microbioma cutaneo local poderia contribuir para esta
caracteristica das lesdes da SN em adultos (WILLIAMS et al., 2020). No entanto, os autores
mostraram que apenas nos ensaios de cultivo € possivel eleger diferencas significativas entre
SN com lesdo e sem lesdo. A saber, a contagem total de colonias revelou uma abundancia
absoluta de espécies de Staphylococcus, em especial S. aureus, mais elevada nas regides da
pele com lesdo do que nas regides sem lesdo ou em individuos saudaveis. Ademais, a
composi¢do taxondmica das comunidades dos individuos SN ndo apresenta diferengas em
relagdo as regides lesionadas ou ndo.

O mapeamento de vias metabolicas em estudos de microbioma a partir de dados de
metagendmica € uma estratégia que vem sendo utilizada ha alguns anos. A partir desta mesma
metodologia ja foi demonstrado que as abundincias relativas de vias metabolicas em
comunidades microbianas humanas sdo muito mais estaveis e uniformemente diversas do que
as abundancias relativas dos tdxons. Tal observac¢ao contribui para o entendimento das vias
metabolicas como uma propriedade ecologica 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 taxondmica das comunidades,
diversas vias metabdlicas estdo igualmente presentes em diferentes individuos e regides do
corpo, enquanto poucas vias t€ém grande variacdo entre individuos para uma mesma regiao.
Vias com alta variabilidade também tendem a ser as de baixa abundancia, o que pode indicar
tratar-se de funcgdes especificas de nicho, mas também ¢ um indicio da presenca de funcdes
metabolicas ndo caracterizadas e, portanto, ndo detectaveis pelo método (HUMAN
MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012).

Embora trabalhos na area de microbiomas humanos vém incluindo andlises funcionais
em suas metodologias, sdo menos comuns os casos em que elas sdo 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 individuos com psoriase
pode-se encontrar vias metabdlicas significativamente aumentadas ou diminuidas. A saber,
vias de secrecdo de bactérias, biossintese de lipopolissacarideos, metabolismo de acucares e
aminoacidos ocorrem em maior abundancia, enquanto vias de transportadores ABC, meiose
de leveduras e apoptose aparecem com abundancia diminuida (SHAPIRO et al., 2019; WANG
et al.,, 2022; XIAO et al., 2021). Também em pacientes de psoriase, genes que codificam

enzimas envolvidas no metabolismo e transporte de carboidratos foram encontradas
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aumentadas em amostras de fezes, enquanto enzimas associadas ao metabolismo energético
foram encontradas diminuidas em rela¢do aos controles saudaveis. (CHEN et al., 2018).

No contexto cutaneo, vias associadas ao metabolismo de aminoacidos e lipidios,
metabolismo energético, e vias de replicagdo e reparo de DNA foram identificadas como
aumentadas em amostras de pele de pacientes de DA; enquanto vias de biossintese de lipidios,
hormdnios esterdides, regulagdo de citoesqueleto e metabolismo xenobidtico se mostraram
diminuidas em relagdo aos controles saudaveis (RAMADAN et al.,, 2019). Alteragdes
funcionais no microbioma também sdo detectadas em contextos onde ndo ha doenga, mas
flutuacdes ciclicas normais na produg¢do hormonal, como no caso do ciclo menstrual em
mulheres cisgénero. Em um estudo com 18 participantes cuja pele do rosto é propensa a acne,
foi observado um aumento na comunidade microbiana da expressao de vias de biossintese
heme a partir da glicina durante a fase folicular do ciclo, na qual hd uma predominancia do
hormdnio estrogénio, o que poderia aumentar a presenca de metabolitos pro-oxidativos na
pele (HRAPOVIC et al., 2022). Além disso, o estudo comparou as caracteristicas funcionais
do microbioma das participantes de origem caucasiana com as de origem chinesa e mostrou
que diversas vias metabolicas estavam com expressao reduzida na pele das ultimas, incluindo
vias da pentose fosfato, ciclo do 4cido citrico, degradacdo de alantoina, biossintese de
glicogénio; em sua maioria, vias associadas com balanceamento redox. Para os autores, tal
resultado ¢ uma evidéncia de que na fase folicular do ciclo ha um estresse oxidativo
potencialmente maior na pele de mulheres cisgénero chinesas do que nas de origem
caucasiana (HRAPOVIC et al., 2022).

De fato, a literatura tem indicado que a estrutura taxondémica das comunidades
microbianas ndo ¢ suficiente para compreender suas fungdes. E necessario também descrever
e investigar as fungdes metabolicas das comunidades, produtos e subprodutos do metabolismo
microbiano e do hospedeiro, sinais exodgenos decorrentes da dieta, drogas e outros estilos de
vida do hospedeiro e estimulos ambientais. Nossos resultados, por sua vez, reforcam o
entendimento das vias metabolicas como uma propriedade verdadeiramente ecoldgica dos
microbiomas.

No trabalho original que produziu os dados analisados nesta monografia, os autores
sugerem a hipotese de uma participagdo crucial de proteases nos sintomas cutaneos da
doenga, incluindo proteases especificamente bacterianas como scpA e scpB, ou a inducao de
producao de proteases humanas por fatores bacterianos como o PSMa (WILLIAMS et al.,
2020). Para Williams e colaboradores, portanto, o aparecimento de lesdes poderia ser

facilitado por alteragdes locais no microbioma cutaneo que resultariam em maior produgdo de
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moléculas associadas ao agravamento dos sintomas da SN. Neste sentido, uma vez que nossas
analises mostraram que nao & possivel separar as amostras de lesdo das de ndo lesdo nos
individuos com SN a partir das vias metabolicas, entendemos que isso revela como diferengas
significativas na estrutura e funcdo das comunidade microbianas nestes individuos nio sao
alteracdes locais, mas sistémicas. Tais mudancas devem ser efeito de diferentes pressoes
seletivas que s3o impostas ao ambiente cutdneo por variagdes bioldgicas 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 descamagdo do estrato corneo, desestruturagdo da barreira
epidérmica e aumento de proteases na epiderme.

No entanto, devemos também dar um destaque apropriado ao método utilizado. Talvez
diferencas importantes no microbioma da pele com lesdo para a sem lesdo nao sejam
detectaveis no nivel que investigamos. Uma vez que as disbioses vem sendo entendidas como
condi¢des sistémicas, de fato, ¢ de se esperar que alteragdes ocorram em diferentes niveis. Os
autores do estudo original, por exemplo, mostraram que era possivel encontrar mRNA
aumentado de determinadas proteases nas amostras de lesdo que ndo estavam presentes nas
amostras sem lesdao (WILLIAMS et al., 2020). Tais diferengas ndo poderiam ser detectadas a
partir da nossa metodologia, que focou em analisar a presenga de DNA de determinados genes
e contabilizar as vias metabdlicas completas formadas pelas enzimas encontradas. Além disso,
¢ importante ressaltar que nossa analise foi realizada em cima dos resultados obtidos para as
comunidades como um todo, o que ndo garante que as vias metabolicas identificadas estejam
de fato presentes nos organismos.

Nesse sentido, entendemos que a combinacdo e integragdo de estudos em diferentes
niveis ¢ uma necessidade para elucidacao de fendmenos microecoldgicos como as interagdes
entre microbioma e hospedeiro. Por meio da combinagao de resultados de metagenomica com
resultados de metabolomica, por exemplo, ¢ possivel identificar se as vias metabodlicas
alteradas s3o confirmadas pelo aumento de seus metabolitos, como feito em estudo de Chen e
colaboradores que mostrou separacao significativa dos perfis de metabdlitos de pacientes de
psoriase em comparacdo com o controle saudavel, além do aumento de metabdlitos
especificos do microbioma e correlagdo da alteracdo na estruturas das comunidades com
alteracao nos metabolitos séricos (CHEN et al., 2021).

A exploracdo de diferentes niveis, como de transcritos, proteinas e metabolitos, ¢
fundamental para interpretacdo do sentido biologico de mudangas detectadas em estudos
como este que realizamos, uma vez que, dentro da nossa metodologia, ndo ¢ possivel fazer

afirmagdes acerca das causas ¢ efeitos das alteragdes detectadas. Ainda assim, além de
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evidenciar que vias metabdlicas presentes na comunidade cutinea de individuos saudaveis sdo
significativamente diferentes das presentes em individuos com SN, demonstramos que dentre
as principais vias responsaveis por gerar essa diferenciagdo, ha um conjunto de vias de
metabolismo de lipidios, sabidamente moléculas de relevancia para a saude da pele.

Dentre as vias de biossintese de lipidios e 4cidos graxos diferencialmente abundantes
em saudaveis, destacamos o 4acido palmitoléico, um &cido graxo Omega-7 insaturado
comumente encontrado na pele humana principalmente em individuos mais jovens. Seus
efeitos tém sido investigados quanto a possivel importadncia na manutencdo da epiderme e
protecdo contra patdgenos. Cosméticos contendo tal molécula ja sdo desenvolvidos e
comercializados em formula¢des como cremes para pele a partir do 6leo de macadamia e
outros 6leos vegetais ou de leveduras (KOLOUCHOVA et al., 2015). Em nivel de pesquisa, a
aplicagdo topica de 4acido palmitoléico em feridas induzidas em camundongos produziu
aumento significativo na velocidade de cura dessas feridas em relagdo ao grupo controle. O
mecanismo proposto pelos autores foi uma atividade anti-inflamatoria do lipidio por meio da
inibicdo da migracdo de neutrofilos estimulada por lipopolissacarideos da parede celular de
bactérias gram-negativas (WEIMANN et al., 2018).

O efeito do acido palmitoleico sobre a proliferacdo de bactérias gram-positivas
também tem sido investigado ha algumas décadas. No inicio dos anos 90 foi observado que o
metronidazol, farmaco utilizado para o tratamento de diversos tipos de infec¢des parasitarias e
bacterianas, incluindo enfermidades cutaneas como acne e rosacea; em sinergia com o acido
palmitoleico inibe o crescimento in vitro de C. acnes e reduz a producdo de espécies reativas
de oxigénio por neutréfilos (AKAMATSU et al., 1990). Mais tarde, o0 mesmo efeito foi visto
para inibicdo do crescimento de outras espécies como S. aureus, S. salivarius e
Fusobacterium nucleatum (WILLE; KYDONIEUS, 2003).

Para além disso, em um estudo clinico a suplementacdo oral de 4cido palmitoléico em
individuos de 30 a 60 anos com marcas avangadas de envelhecimento cutaneo provocou
diminui¢do significativa na perda transepidérmica de agua e aumento nos niveis de hidratacao
da pele, além de possivelmente aumentar sua elasticidade, um efeito observado, mas que nao
demonstrou significancia estatistica no teste (KOH et al., 2023). Os autores defendem que a
suplementagdo ¢ segura e potencialmente pode aumentar a qualidade de vida dos individuos.

A presenga de uma producao mais acentuada de acido palmitoleico pode ser, portanto,
um possivel biomarcador de saude da pele em funcdo de um mecanismo de controle

populacional de determinadas espécies, como S. aureus. Linhagens desta espécie provenientes
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de lesdes dos pacientes de SN, ao serem aplicadas nas costas de roedores, resultaram no
aparecimento de lesdes similares aquelas caracteristicas da doenga (WILLIAMS et al., 2020).

Outros acidos graxos insaturados com vias de biossintese aumentada nas amostras
saudaveis foram o acido estearico e o acido oléico. Ambos sdo componentes comuns em
produtos de cuidado para a pele (skin care) como ingredientes emulsificantes, e sdo também
explorados para sistemas de administracdo de farmacos de uso topico por conta do seu poder
de penetracdo nas camadas da epiderme (MUKHERIJEE et al., 2010; NOOR et al., 2022;
YAMAMOTO et al., 2015). Seus efeitos diretos para a pele, porém, ainda sdo dubios. Sais de
calcio dos acidos estearico, oleico e linoleico ja demonstraram um efeito inibitorio sobre
bactérias gram-positivas que aumenta quanto maior a insaturagdo dos acidos, tal que o acido
linoleico, o mais insaturado dos trés, produziu inibicdo de C. acnes, S. aureus e S.
epidermidis, enquanto apenas a primeira espécie foi inibida pelo 4cido oleico (YAMAMOTO
et al., 2015). Ademais, acido oleico e linoleico liberados por Corynebacterium accolens a
partir da trioleina inibiram o crescimento de S. pneumoniae em estudos de cultivo (BOMAR
et al., 2016).

No entanto, o acido oleico também foi correlacionado com a presenga de eritemas
(manchas vermelhas na pele) no rosto de individuos saudaveis de origem japonesa,
possivelmente por meio da inducdo de um aumento na razdo dos indicadores inflamatérios
IL-36y/IL-37. Esses indicadores também sdo encontrados aumentados no estrato corneo em
uma variedade de condigdes inflamatorias cutaneas como DA, psoriase € em queimaduras por
sol (KAWAMOTO et al., 2023). Também foi identificado um enriquecimento em vias de
biossintese de acido estearico e oleico em amostras de fezes de camundongos modelos de
psoriase, além da verificagdo de agravamento dos sintomas nos camundongos apds
suplementagdo com estes acidos (ZHAO et al., 2023). Um possivel mecanismo atribuido ao
acido oleico como pro-inflamatorio ¢ a ativagdo e polarizagdo especificas de macrofagos,
aumentando o potencial de resposta dessas células a presenca de C. acnes, promovendo maior
producao de citocinas inflamatoérias como IL-1p, mas reduzindo a secrecao de TNF-a e IL-6;
enquanto o acido estedrico mostrou inducao de aumento de IL-1B e, por sua vez, também
aumento de TNF-a (LOVASZI et al., 2017).

Para além disso, AGCC como acetato, butirato, formato, propionato, tém sido
investigados como importantes integrantes do microbioma intestinal e cutaneo (BASSON;
WIEYESEKERA, 2017). Revisdes recentes mostram que os AGCC sdo comumente
produzidos por integrantes dos microbiomas humanos e podem estar associados com

manuten¢do da barreira epidérmica e diminuicdo de processos inflamatorios (XIAO et al.,
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2022; XIONG et al., 2022). A presenca 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 analises, encontramos diferentes vias de fermentacgao
para AGCC com aumento relativo tanto em amostras saudaveis quanto em amostras de SN,
sendo que em saudaveis vimos abundancia diferencial da fermentagdo de hexitol, e em SN na
de piruvato.

Em conclusdo, a literatura cientifica aponta que as alteracdes detectadas em nosso
estudo podem ter sentido bioldgico relevante para o entendimento dos efeitos da SN sobre o
microbioma e vice-versa. No entanto, ndo sdo esperadas associagdes diretas e simples. A
presenca de determinadas moléculas resultantes do metabolismo microbiano parecem poder
tanto contribuir para saude quanto para aumento de sintomas inflamatorios. Seus efeitos,
portanto, podem estar sob uma fina regulagdo ecoldgica que mantém um determinado
equilibrio na comunidade. A elucidagdo dos mecanismos e componentes que sustentam este
equilibrio requer uma compreensdo sist€émica dos processos, € ndo de apenas um pequeno

conjunto de itens que o compdoem.

8 CONCLUSOES

Neste trabalho, tivemos como objetivo comparar as vias metabodlicas presentes em
comunidades microbianas cutdneas em pacientes da SN em comparagdo com pessoas
saudaveis. Nossos propodsitos foram explorar se diferencas poderiam ser identificadas e
utilizadas para classificar as amostras com suporte estatistico, mapear vias com abundancia
diferencial e investigar os possiveis significados e importancia dessas alteragoes.

Conseguimos determinar o perfil funcional das comunidades analisadas e mostrar que
o conjunto de abundancia relativa das vias metabolicas ndo estratificadas permite uma
separacao das amostras em dois grupos, saudavel e SN, com significancia estatistica. Com
isso, concluimos que o estado de saude afeta o perfil funcional do microbioma cutaneo.
Mostramos ainda que ndo ha diferenca significativa entre as amostras de areas com lesdo e
sem lesdo nos individuos portadores da SN. Tal resultado aponta para uma variagdo de carater
sistémico no microbioma de portadores da SN, ndo sendo possivel atribuir o aparecimento de
lesdes a alteragdes na presenca ou auséncia de determinadas vias metabolicas. Possiveis
diferencas entre areas com e sem lesdes deveriam ser investigadas em outros niveis e

integradas aos nossos resultados, de modo a avancar com a compreensao do fendmeno.
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Identificamos um conjunto amplo de vias metabdlicas diferencialmente abundantes
entre saudaveis e SN, mostrando a possibilidade de se eleger biomarcadores para pele
saudavel e afetada pela SN. Mostramos, por exemplo, que individuos saudaveis apresentam
vias de biossintese e lipidios mais abundantes, enquanto individuos com SN se destacam pelas
vias de biossintese de aminodcidos. Também a degradagdo de carboidratos foi uma categoria
com vias diferencialmente abundantes em saudavel, mas ndo em SN, o que vale ser discutido
e melhor explorado, uma vez que a producdo de energia por meio da degradacao de
carboidratos ¢ uma fun¢do central em qualquer organismo. Esses resultados, no entanto, ndo
permitem fazer correlagdes causais com a manifestagdo ou aumento dos sintomas clinicos. Tal
limitacdo ¢ inerente ao método, cuja pretensdo foi de promover uma analise exploratdria e
formular hipoteses que possam ser investigadas mais a fundo em outros trabalhos.

A partir de um olhar mais direcionado, exploramos na discussdo o0s possiveis
significados bioldgicos do aumento de vias de biossintese de lipidios. Mostramos que, ainda
que determinados lipidios possam ser correlacionados com maior saude da pele, hd também
evidéncias que apontam para uma certa dubiedade nesta questdo. Assim, hipotetizamos que
deve haver um equilibrio fino nos niveis de diferentes lipidios produzidos pelo microbioma
que atuam na regulacdo da abundancia de determinados tdxons, e na producao de moléculas
pro e anti-inflamatorias. Tal equilibrio deve ser resultado de uma complexa rede de interagdes
ecologicas.

Como passos seguintes, estudos em nivel de transcritos e metabdlitos poderiam
acessar melhor as possiveis diferencas entre a pele lesionada e a ndo lesionada nos individuos
com SN. Também seriam de interesse para acessar diretamente a presenga dos metabolitos
derivados das vias metabolicas alteradas.

Além disso, reiteramos que estes resultados carecem de uma investigacdo mais
aprofundada do conjunto de reagdes e genes identificados. E preciso confirmar a presenca
destes genes nas amostras, sua presenca € expressdo em organismos que residem na pele
humana. Para além disso, conhecer a historia evolutiva desses genes também seria de grande
valia para compreender quais razdes poderiam levar a sua auséncia em determinadas espécies
e linhagens, a que pressdes seletivas eles podem estar sujeitos e como a pele saudavel versus

doente atuam como ambiente para eles.
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ANEXO A - Vias metabdlicas diferencialmente abundantes para fendtipos SN e saudavel. Foram incluidas descri¢des resumidas das vias

metabolicas.
Condi¢ao
Via ID Descriciao Superclasse 1 Superclasse 2
clinica*®
Via de degradagao da . o ‘ _
PWY-5028 Saudavel Degradacao/Utiliza¢do/Assimilacao Degradacdao de Aminoacidos
L-histidina II
Via de biossintese de acido Biossintese de Lipidios e Acidos
PWY-6282 Saudavel ' Biossintese
palmitoleico Graxos
SALVADEHYPOX-P Via de degradagao de - o Degradagao de Nucleotideos e
Saudavel . Degradacao/Utilizagao/Assimila¢ao
wY nucleotideos adenosina II Nucleosideos
Biossintese de Lipidios e Acidos
PWY-7664 Saudavel Via de biossintese de oleato IV Biossintese
Graxos
Via de degradagao de - o Degradagao de Nucleotideos e
PWY-6353 Saudavel _ Degradacao/Utilizagao/Assimilagao
nucleotideos purina II Nucleosideos
PWY-4041 Saudavel Ciclo y-glutamil Biossintese Outras Biossinteses
Via de biossintese do Biossintese de Lipidios e Acidos
PWYO0-862 Saudavel Biossintese

5Z-dodecanoato |

QGraxos



PWY-7761 (1) **

PWY-7761 (2)

PWY-7761 (3)

NAGLIPASYN-PWY
(1)
NAGLIPASYN-PWY
)
NAGLIPASYN-PWY
&)

PWY-8073 (1)

PWY-8073 (2)

PWY-8073 (3)

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Via de recuperagao de NAD II

Via de recuperagao de NAD II

Via de recuperagao de NAD II

Via de biossintese de lipidio

I'Va

Via de biossintese de lipidio

I'Va

Via de biossintese de lipidio

IVa

Via de biossintese de lipidio

I'Va

Via de biossintese de lipidio

I'Va

Via de biossintese de lipidio

IVa

Biossintese

Biossintese

Biossintese

Biossintese

Biossintese

Vias de Glicanos

Biossintese

Biossintese

Vias de Glicanos

67

Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

Biossintese de Estruturas Celulares

Biossintese de Lipidios e Acidos

Graxos

Biossintese de Lipopolissacarideos

Biossintese de Estruturas Celulares

Biossintese de Lipidios e Acidos

Graxos

Biossintese de Lipopolissacarideos



PWY-6608

P461-PWY (1)

P461-PWY (2)

P461-PWY (3)

P461-PWY (4)

P461-PWY (5)

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Via de degradagao de

nucleotideos guanosina I11

Via de fermentagao de hexitol
para lactato, formato, etanol e

acetato

Via de fermentagao de hexitol
para lactato, formato, etanol e

acetato

Via de fermentagao de hexitol
para lactato, formato, etanol e

acetato

Via de fermentacao de hexitol
para lactato, formato, etanol e

acetato

Via de fermentagao de hexitol
para lactato, formato, etanol e

acetato

Degradacao/Utilizagdo/Assimilacao

Degradagao/Utilizagao/Assimilagao

Degradagao/Utilizagdao/Assimilagao

Geragao de Energia e Metabolitos

Precursores

Geragao de Energia e Metabolitos

Precursores

Geracao de Energia e Metabdlitos

Precursores

Degradacao de Nucleotideos e

Nucleosideos

Degradagio de Alcool

Degradacao de Carboidrato

Fermentacao

Fermentacao

Fermentacao
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Via de fermentagdo de hexitol ‘ _
Geragao de Energia e Metabolitos

P461-PWY (6) Saudavel para lactato, formato, etanol e Fermentacao
Precursores
acetato
HEME-BIOSYNTHES ' _ ' Biossintese de Cofatores, Carreadores
Saudavel Via de biossintese de heme b V Biossintese o
IS-11I-1 (1) ¢ Vitaminas
HEME-BIOSYNTHES . . . ' .
IS-IL1 (2) Saudavel Via de biossintese de heme b V Biossintese Biossintese de Tetrapirrol
_ ' . o Metabolismo de Nutrientes
PWY-5675 Saudavel Via de redugdo de nitrato V. Degradacao/Utilizagao/Assimilagao ‘
Inorganicos
Supervia da glicolise e da via  Geragdo de Energia e Metabolitos
GLYCOLYSIS-E-D  Saudével
Entner-Doudoroff Precursores
PYRIDNUCSYN-PWY Via de biossintese de novo de ‘ Biossintese de Cofatores, Carreadores
Saudavel Biossintese o
(1) NADI e Vitaminas
PYRIDNUCSYN-PWY Via de biossintese de novo de Biossintese de Cofatores, Carreadores
Saudavel Biossintese o
(2) NAD I e Vitaminas
PYRIDNUCSYN-PWY Via de biossintese de novo de Biossintese de Cofatores, Carreadores
Saudavel Biossintese

3) NADI e Vitaminas



GLUTORN-PWY

GLUCUROCAT-PWY
(D)

GLUCUROCAT-PWY
()

PWY-7118 (1)

PWY-7118 (2)

PWY-7242 (1)

PWY-7242 (2)

PWYO0-1477

PWY-6606

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Via de biossintese da

L-ornitina

Via de degradacao de

B-D-glucoronisidas

Via de degradacdo de

B-D-glucoronisidas

Via de deacetilagao de quitina

Via de deacetilacdo de quitina

Via de degradacao de

D-fruturonato

Via de degradacdo de

D-fruturonato

Via de utilizacao de

etanolamina

Via de degradacao de

nucleotideos guanosina II

Biossintese

Degradacao/Utilizagao/Assimilagao

Degradacao/Utilizagdo/Assimila¢ao

Degradacao/Utiliza¢do/Assimilacao

Degradacao/Utilizagao/Assimilagao

Degradagao/Utilizagao/Assimilagao

Degradacao/Utilizagao/Assimila¢ao

Degradagao/Utilizagao/Assimilagao

Degradacao/Utilizagao/Assimilagao
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Biossintese de Aminoacidos

Degradagao de Carboidrato

Degradagdo de Acido Carboxilico

Degradacdo de Carboidrato

Degradagao de Compostos

Poliméricos

Degradagao de Carboidrato

Degradagdo de Acido Carboxilico

Degradagao de Amida, Amidina,

Amina e Poliamina

Degradacao de Nucleotideos e

Nucleosideos



GLYOXYLATE-BYPA
SS

PWY-5989

PYRIDOXSYN-PWY

PYRIDOXSYN-PWY

P161-PWY (1)

P161-PWY (2)

P161-PWY (3)

FUCCAT-PWY

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Ciclo do Glioxilato

Via de biossintese de acido

estearico 11

Via de biossintese de piridoxal

5'-fosfato

Via de biossintese de piridoxal

5'-fosfato

Via de degradagdo de acetileno

Via de degradagdo de acetileno

Via de degradagdo de acetileno

Via de biossintese de L-fucose

I

Geragao de Energia e Metabolitos

Precursores

Biossintese

Biossintese

Biossintese
Geragao de Energia e Metabolitos
Precursores

Geracao de Energia e Metabdlitos

Precursores

Geragao de Energia e Metabolitos

Precursores

Degradacao/Utilizagdo/Assimila¢ao
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Biossintese de Lipidios e Acidos

Graxos

Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

Fermentacao

Fermentacao

Fermentacao

Degradagao de Carboidratos



PWY-1269

PWY-6507

PWY-6803

PWY-6305

PWY0-845 (1)

PWY0-845 (2)

PWY-I9

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

Saudavel

SN

Via de biossintese de
CMP-3-desoxi-alfa-D-manno-

octulosonato

Via de degradacao de

4-desoxi-L-treo-hex-4-enopira Degradacao/Utilizagao/Assimilagao

nuronato

Via de edicao de acil

fosfatidilcolina
Supervia da biossintese de

putrescina

Via de biossintese e resgate de

piridoxal 5'-fosfato

Via de biossintese e resgate de

piridoxal 5'-fosfato

Via de biossintese da

L-cisteina

Biossintese

Biossintese

Biossintese

Biossintese

Biossintese

Biossintese
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Biossintese de Carboidratos

Degradagao de Carboidratos

Biossintese de Lipidios e Acidos

Graxos

Biossintese de Amida, Amidina,

Amina e Poliamina

Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

Biossintese de Aminoacidos



PWY-5345

PWY-6922

PWY-1861

PWY-6700

PWY-6936

ANAEROFRUCAT-P
WY

HSERMETANA-PWY

POLYISOPRENSYN-P
WY

THISYNARA-PWY
(1)

SN

SN

SN

SN

SN

SN

SN

SN

SN

Supervia da biossintese de

L-metionina

Via de biosintese de

L-Nd-acetilornitina

Via de assimilacao de

formaldeido 11

Via da biossintese de

queuosina [

Via de biossintese de

seleno-aminoacidos

Via de fermentagao

homolactica

Via de biossintese de

L-metionina
Via de biossintese de

poliisoprenoide

Via de biossintese de difosfato

de tiamina II1

Biossintese

Biossintese

Degradacao/Utilizagdo/Assimilacao

Modificagcdo de Macromoléculas

Biossintese

Geracao de Energia e Metabdlitos

Precursores

Biossintese

Biossintese

Biossintese
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Biossintese de Aminoacidos

Biossintese de Aminoacidos

Utilizacao e Assimilacao de

Compostos C1

Processamento de Acidos Nucleicos

Biossintese de Aminoacidos

Fermentacao

Biossintese de Aminoacidos

Biossintese de Poliprenil

Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas



THISYNARA-PWY
2)

PWY-6859

PWY-8178

PWY-5981

PANTO-PWY

P42-PWY

PWY-5265

LACTOSECAT-PWY

SN

SN

SN

SN

SN

SN

SN

SN

Via de biossintese de difosfato ‘
o Biossintese
de tiamina III

Via de biossintese de '
Biossintese
all-trans-farsenol

] Geracao de Energia e Metabolitos
Via da pentose fosfato I1

Precursores
Via da biossintese de )
o Biossintese
CDP-diacilglicerol 111
Via da biossintese de ‘
Biossintese

fosfopantotenato

Ciclo do acido citrico redutor

Degradagao/Utilizagdao/Assimilagao

incompleto

Via da biossintese de )
. . Biossintese
peptidoglicano

Via de degradacao da lactose I Degradacgao/Utilizacao/Assimilacao
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Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas
Biossintese de Metabolitos
Secundarios
Vias da Pentose Fosfato
Biossintese de Lipidios e Acidos
Graxos

Biossintese de Cofatores, Carreadores

e Vitaminas

Utilizagao e Assimilacao de

Compostos C1

Biossintese de Estruturas Celulares

Degradacao de Carboidratos



P125-PWY

PWY-4984

P41-PWY (1)

P41-PWY (2)

P41-PWY (3)

P41-PWY (4)

PWY-5100 (1)

SN

SN

SN

SN

SN

Via de biossintese de

(R,R)-butanediol

Ciclo da ureia

Via de fermentagdo de piruvato

para acetato e (S)-lactato I

Via de fermentagao de piruvato

para acetato e (S)-lactato I

Via de fermentagao de piruvato

para acetato e (S)-lactato I

Via de fermentagdo de piruvato

para acetato e (S)-lactato I

Via de fermentagdo de piruvato

para acetato e (S)-lactato II

Biossintese

Degradagao/Utilizagao/Assimilagao

Geragao de Energia e Metabolitos

Precursores

Geracao de Energia e Metabdlitos

Precursores

Geracao de Energia e Metabdlitos

Precursores

Geragao de Energia e Metabolitos

Precursores

Geragao de Energia e Metabolitos

Precursores

Outras Biossinteses

Metabolismo de Nutrientes

Inorgénicos

Fermentacao

Fermentacao

Fermentacao

Fermentacao

Fermentacao
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Via de fermentacgdo de piruvato Geracdo de Energia e Metabolitos
PWY-5100 (2) SN Fermentacao
para acetato e (S)-lactato II Precursores

Via de fermentagao de piruvato Geracao de Energia e Metabdlitos
PWY-5100 (3) SN Fermentacao
para acetato e (S)-lactato II Precursores

Via de fermentagdo de piruvato Geracao de Energia e Metabolitos
PWY-5100 (4) SN Fermentagao
para acetato e (S)-lactato II Precursores

Via da biossintese de ‘ ‘ ' '
PWY-702 SN o Biossintese Biossintese de Aminoacidos
L-metionina II

Fonte: Tabela produzida pelo autor. Tradug@o livre das superclasses e descrigdes obtidas no banco MetaCyc (CASPI et al., 2020).
* Condi¢ao clinica em que a via estd mais abundante

** Vias que apresentam mais de uma classificagdo estdo repetidas com o ntimero entre parénteses indicando cada repeticao.


https://www.zotero.org/google-docs/?28je0s
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ANEXO B - Visao geral das principais funcdes das vias diferencialmente abundantes, incluindo a quantidade total e por condicio clinica.

Numero total de vias

Funciio diferencialmente Numero de vias ma’is Numero de vias mais
abundantes abundantes em saudavel abundantes em SN
Biossintese de NAD 2 2 0
Biossintese de lipidio IVA 2 2 0
Biossintese de vitamina B6 2 2 0
Degradacao de acido urdnico 2 2 0
Degradagao de nucleotideos guanosina 2 2 0
Fermentagao para acetato 2 2 0
Fermentacao de piruvato para etanol 2 2 0
Biossintese de L-ornitina 2 1 1
Biossintese de 1 1 0
CMP-3-desoxi-a-D-manno-octulosonato
Biossintese de 5Z-dodecanoato 1 1 0
Biossintese de acido palmitoleico 1 1 0
Biossintese de heme b 1 1 0
Biossintese de oleato 1 1 0
Degradagao de D-glucoronato 1 1 0
Biossintese de 4acido estearico 1 1 0



Degradagao de
4-desoxi-L-treo-hex-4-enopiranuronato

Degradacao de L-fucose
Degradacgao de L-histidina
Degradacao de nucleotideos adenosina
Degradacao de quitina
Reducao de nitrato
Biossintese de putrescina
Ciclo y-glutamil
Degradacao de nucleotideos purina
Edicao de acil fosfatidilcolina
Utilizagao de etanolamina

Ciclo do glioxilato

Supervia da glicolise e da via
Entner-Doudoroff

Fermentag@o para lactato

Degradacao de alditol

Biossintese de novo de L-metionina
Fermentacao de piruvato para lactato

Fermentag¢do de piruvato para acetato

S O

S O o o o o

S O O
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Biossintese de fosfopantotenato

Ciclo do 4cido citrico redutor incompleto

Biossintese de CDP-diacilglicerol

Biossintese de L-cisteina
Biossintese de peptideoglicano
Biossintese de sesquiterpenoide

Biossintese de tiamina
Degradacao de lactose
Assimilacdo de formaldeido

Biossintese de butanediol

Via de biossintese de seleno-aminoacidos

Via da biossintese de queuosina |

Ciclo da ureia
Biossintese de poliprenil

Via da pentose fosfato II

1
1

0
0
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Fonte: Tabela produzida pelo autor. Tradug@o livre das superclasses e descrigdes obtidas no banco MetaCyc (CASPI et al., 2020).


https://www.zotero.org/google-docs/?pSB7Kg

Abundéncia relativa Abundéancia relativa Abundancia relativa

Abundancia relativa

ANEXO C - Abundincia relativa das vias de biossintese de lipidios diferencialmente

abundantes entre as condi¢des “saudavel” e “SN”.

Via de biossintese de lipidio IVa

0.016-

0.014-

0.012-

0.0107

0.0087

0.006

0.004

0.002-

0.000

Saudavel SN Leséo SN Nao Lesdo

Via de biossintese de &cido esteérico Il
0.016-

0.014-
0.012-
0.010-
0.008-
0.006-
0.004-
0.002-

0.000 !

Saudavel SN Leséo SN Nao Lesdo

Via de edicdo de acil fosfatidilcolina

0.016

0.014

0.012-

0.010-

0.008-

0.006-

0.004-

0.002

0.000

Saudavel SN Leséo SN Nao Leséo

Via de biossintese de lipidio IVa

0.0161

0.014+

0.012-

0.010-

0.008-

0.006+

0.004+

0.002+

0.000

Saudavel SN Lesao SN Nao Leséo

Abundancia relativa Abundancia relativa Abundancia relativa

Abundancia relativa

0.016

0.014

0.012

0.010

0.008

0.006

0.004

0.002

0.000

0.016

0.014

0.012

0.010

0.008

0.006

0.004

0.002

0.000

0.016

0.014

0.012

0.010

0.008

0.006

0.004

0.002

0.000

0.016

0.014

0.012

0.010

0.008

0.006

0.004

0.002

0.000

Via da biossintese de CDP-diacilglicerol Il
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SN Lesdo SN N&o Lesdo

Saudavel

Via de biossintese de 4cido palmitoleico

Saudavel SN Lesao SN N&o Lesao

Via de biossintese de oleato IV

v

Saudavel SN Lesao SN N&o Lesao

Via de biossintese do 5Z-dodecanoato |

v

Saudavel SN Lesdo SN N&o Lesdo

Fonte: Imagem produzida pelo autor.



