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Resumo

Introducéo: A doenca das células falciformes constitui uma desordem sanguinea monogénica e
hereditaria, caracterizada pela manifestacdo de hemoglobina S, a variante mutante da hemoglobina
mais prevalente a nivel mundial. A anemia falciforme resulta numa homozigotia de hemoglobina S,
contribuindo com iniUmeras complicacdes clinicas e podendo afetar a integridade do microbioma
intestinal, que desempenha um papel fundamental na fisiopatologia da doenca. A hidroxiureia tem
vindo a ser apontada como um potencial modulador de caracteristicas da anemia falciforme
podendo induzir determinados efeitos benéficos no microbioma intestinal.

Objetivos: Andlise dos efeitos da hidroxiureia na composi¢édo do microbioma intestinal em doentes
com anemia das células falciformes. Mais ainda, pretende-se avaliar qual a regido mais informativa
(V1-V2 ou V3-V4) do gene 16S para o estudo da composi¢cdo do microbioma intestinal.

Materiais e métodos: O procedimento baseou-se na analise de amostras de material fecal
recolhidas antes e depois da administracdo de hidroxiureia em 16 criangas com anemia das células
falciformes. Posteriormente estas amostras foram sequenciadas no equipamento llumina NextSeq
550 pela técnica de Next Generation Sequencing, aplicando primers para amplificacao das regides
pretendidas (com o total 64 amostras, 32 para cada regiao). Os resultados foram analisados com
recurso ao software STAMP e SPSS. Estas amostras foram também analisadas quanto a presenca
da bactéria Clostridium difficile, identificada no decorrer da sequenciacao.

Resultados: Os resultados permitiram observar um aumento de frequéncia de bactérias benéficas
no microbioma intestinal ap6s o tratamento, entre elas Blautia luti € Ruminococcus callidus.
Verificou-se que os indices de alfa diversidade diminuiram ligeiramente apds seis meses de
administracdo de hidroxiureia e que a regido V3-V4 mostrou ser a mais informativa.

Concluséao: Os resultados demonstram que a terapéutica com hidroxiureia altera 0 microbioma
intestinal, promovendo a frequéncia de espécies benéficas. Esta técnica revela-se importante para
o0 estudo do microbioma uma vez que € um método mais rapido permitindo compreender com maior

precisdo a sua composi¢ao microbiana.

Palavras-chave: Hemoglobina S, Anemia das células falciformes, Hidroxiureia, Microbioma
intestinal, Gene 16S rRNA



Abstract

Introduction: Sickle cell disease is a monogenic and hereditary blood disorder characterized by
the existence of haemoglobin S, the most prevalent mutant haemoglobin variant worldwide. Sickle
cell anaemia results in a homozygotia of haemoglobin S, contributing with numerous clinical
complications and affecting the integrity of the intestinal microbiome, which plays a fundamental role
in the pathophysiology of the disease Hydroxyurea has been indicated as a potential modulator of
sickle cell anaemia characteristics and may induce beneficial effects on the intestinal microbiome.
Objectives: Analyse the effects of hydroxyurea therapy on the composition of the intestinal
microbiome in patients with sickle cell anaemia. Moreover, it is intended to evaluate which is the
most informative region (V1-V2 or V3-V4) of the 16S gene for the study of the gut microbiome
composition.

Materials and methods: The procedure was based on the analysis of samples of faecal material
collected before and after hydroxyurea administration in 16 children with sickle cell anaemia.
Subsequently, these samples were sequenced in the equipment llumina NextSeq 550 by the
technique Next Generation Sequencing, by applying primers for amplification of the desired regions
(with a total of 64 samples, 32 for each region), and then the results were processed using the
STAMP and SPSS software. These samples were also analysed for the presence of the bacterium
Clostridium difficile, identified during sequencing process.

Results: The results allowed to observe an increase in the frequency of beneficial bacteria in the
intestinal microbiome after treatment, among them Blautia luti and Ruminococcus callidus. Alpha
diversity indexes decreased slightly after six months of hydroxyurea administration and that the V3-
V4 region proved to be the most informative.

Conclusion: The results show that hydroxyurea therapy changes the intestinal microbiome,
promoting the frequency of beneficial species. This technique is important for the study of the
microbiome as it is a faster method allowing a more precise understanding of the microbial

composition.

Keywords: Haemoglobin S, Sickle cell anaemia, Hydroxyurea, Gut microbiome, 16S rRNA gene



indice

P |- (o [ Tor T 0= ] (o =TT iii
RESUMIO ..ottt e oo ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e v
ADSIFACT ..o %
INAICE vi
INAICE B FIGUIAS ......cveveveeeeeeeee ettt ettt ettt et te et e et et et e e eae st e e te s e s ereeteeseesennareereanes iX
Lista de ADreVIiaturas ... Xiii
O O o1 (N ] o 0 R o} i (0T [0 o= To PR TT TR PPRPPPPPP 1
1.1, Hemoglobina NUMEANA........cciiii e e e e e e a e e e e 1
7 o T 0 g ToTo | (o] o] g o] o= LT SRR 2
1.3. Doenca das CElUIas falCIFOrMES .........uuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiireeiierirreeeereereae e raeeereeeereeeeeeennnes 4
1.4. Ades8o celular € NEULIOFIIOS . ......cooiiiiiiiiiii e 7
1.5, OPGOES UE tEIAPEULICA. .. . .ueeeeeeieeeiiietiiiiettttteteeeeebeeebeeeebe bbbt e bbb bsbebsseseeenee 8
1.5.1. Transfusbes sanguineas e transplantes de células estaminais................cccccccevvveeen. 8
1.5.2. Hidroxiureia € Novas terap@uULICAS.............cceuviiiiiiiiiiii e 9

1.6. Estudo do microbioma iNtESTINA .............uuuiiieiiiiiiiiiiiiiiieiiie i 10
2. Capitulo 2 — ODJELIVOS. ...ttt e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e nnneee s 12
2.1.  ODbjetivos gerais dO PrOJEI0 .....uuuuiii e e e e e e et e e e e e e e e e e e et aeaaeeaaaaen 12
2.1.1.  ODbjetiVOS ESPECITICOS ...uuiueii i it 12

3. Capitulo 3 - MateriaiS € MELOUOS .........uuuuuuuuuuunnnenniieninneieeennerenaeeeneaeeeeeenneennenennrnnnnsnnsnnnnnnnnnnnnes 13
3.1. Dimensao da populaGio €m eStUO.........uuuuuiii e e e e eeeee 13
TN @] o] =1 g o3= To I o F= TS 3R= 10 10 1S i = L= RSP 13
3.3.  Extracdo e quantificaglo de DNA ..o 13
3.4. PCR do polimorfiSmo RS334 ... 14
3.5. PCR e sequenciagéo 16S rRNA para as regides V1-V2 e V3-V4 ........ccccciiiieeee, 14
3.6. PCR para detecao de bactérias do género Clostridium..............ccoeeeeeeeiiiiie e, 15
3.7. PCR para detecao de bactérias da espécie Clostridium difficile.................ccccoeeeeeeeee. 17

Vi



3.8, ANALISE B At S O .. ee et 18
4. Capitulo 4 — RESUIAUOS. ........uuiieiiiiiee ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e nneeeees 19
4.1. ANAlise da alfa- dIVEISIHAOE ... ..ot 19

4.2. Comparagdo do microbioma antes e depois da Hidroxiureia com recurso a analise das
regioes V3-V4 e V1-V2 do gene 16S TRNA ... e e 25

4.2.1. Comparacgdo do microbioma em diferentes regides hipervariaveis do gene 16S rRNA

29

4.3. Detecao da espécie Clostridium diffiCile............cooviiiiiiiiii e, 33
5. Capitulo 5 — DiSCUSSA0 dOS rESURAUOS ........cceiiiiiiiiiie e 34
6. CaPitUlo B — CONCIUSDES ....uuuuiiieeeeieeeetie e e e e ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeersaa e aeaaes 40
B.1.  CONCIUSDES ... ..o 40
6.2, PErSPEtiVAS TUIUIAS .......coeeeeeeeeeeeeeee e 42
7. Capitulo 7 — Referéncias BiblIOgrafiCas. ...........ouuiiiiiiiiiiiiiee e 43
F Y 1230 TSP PP 50
1: Protocolo para PCR RS334 e digestao RFLP ... 50

2: Procedimento para realizagc8o de eletrofOreSe ...........uvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 51

3: PCR do polimorfiSMO RS334 ....... it e e e e e e e 52

Vii



viii



indice de Figuras

Figura 1 - A) Representacao do desenvolvimento humano antes e apds o hascimento e expressao
das cadeias da globina; B) ConstituiGa0 dOS IOCH; .....vevvviriiiiieeiiiieicee e 2
Figura 2 - Representacao das possiveis formas de hemoglobinopatias. ...........ccccooeviiiiiiiiieeennnne 3
Figura 3 - Demonstracdo da distribuicdo dos possiveis genétipos de doenca falciforme na
(0 L=ES ot =] T [=] o Vo] F- T 5
Figura 4 - indice de alfa-diversidade correspondente a riqueza de espécies ACE analisando ambas
as regifes V1-V2 e V3-V4 nos periodos pré e pds hidroxiureia, com um teste estatistico de
Mann-Whitney e um valor de significancia de 0,05. (ns: néo significativo e *: p<0,05) ........... 19
Figura 5 - indice de alfa-diversidade correspondente a riqueza de espécies CHAO analisando
ambas as regides V1-V2 e V3-V4 nos periodos pré e pos hidroxiureia, aplicando um teste
estatistico de Mann-Whitney com um nivel de significancia de 0,05. (ns: nao significativo e *:
SO0 SR PR PSP 20
Figura 6 - indice de alfa-diversidade correspondente a riqueza de espécies Jackknife nas regibes
V1-V2 e V3-V4 nos periodos pré e pés hidroxiureia, aplicando um teste estatistico de Mann-
Whitney com um nivel de significancia de 0,05. (ns: ndo significativo e *: p<0,05)................. 21
Figura 7 — Numero de OTU’s presentes nas regibes V1-V2 e V3-V4 nos periodos pré e pos
hidroxiureia, aplicando o teste estatistico de Mann-Whitney com um valor p estatistico de 0,05.
(ns: N80 SigNIficatiVo € *P<0,05) ....viviiiiiiiiiiiiiiiie ettt 21
Figura 8- Comparacdo do indice de alfa diversidade Shannon para as regides V1-V2 e V3-V4 nos
periodos correspondentes a pré e apds seis meses de HU, aplicando um teste estatistico de
Mann-Whitney considerando um valor de significancia de 0,05. (ns: néo significativo) .......... 22
Figura 9 — indice de alfa diversidade NPShannon comparando as regifes V1-V2 e V3-V4 nos
periodos pré e pds HU, considerando um teste estatistico de Man-Whitney e aplicando um valor
p de 0,05. (NS: N&0 SIGNIfICALIVO).......ccoiiiiiiiiii 22
Figura 10 - indice de alfa-diversidade Simpson nas regides V1-V2 e V3-V4 nos periodos pré e pos
hidroxiureia, recorrendo a um teste estatistico de Mann-Whitney com um nivel de significancia
de 0,05. (NS: NA0 SIGNIfICALIVO) .....uiiii e e e e e e et e e e e e e eeeeeennes 23
Figura 11 - indice de alfa-diversidade relativo ao indice de Phylogenetic Diversity utilizando as
regides V1-V2 e V3-V4 nos periodos pré e pos hidroxiureia, aplicando um teste estatistico de
Mann-Whitney a um nivel de significancia de 0,05. (ns: ndo significativo e *p<0,05) ............. 24
Figura 12 - Resultados obtidos para o indice de alfa-diversidade Good's coverage library com
comparacgfes para ambas as regifes analisadas aplicando o teste estatistico de Mann-Whitney

assumindo um valor p estatistico de 0,05. (ns: ndo significativo, *: p<0,05) .........ccccvvvvvvveneen. 24



Figura 13 - Grupos taxondémicos, Filo, Classe e Ordem com diferencas estatisticamente
significativas registadas na regido V3-V4 pré e p6s a introducdo de HU como terapéutica,
aplicando um teste “Welch’s t-test” com um intervalo de confianga de 95%. A - Filo; B - Classe;
(O © ] (o [ 3 o TP 26

Figura 14 - Bactérias ao nivel da taxonomia Familia estatisticamente significativas observadas para
a regido V3-V4 no periodo antes e 6 meses apds a administracéo de hidroxiureia com um teste
estatistico “Welch’s t-test” e intervalo de confianga @ 95%..........ccvveeiiiieiiiiiiiii e, 26

Figura 15 - Taxonomia Géneros bacterianos com diferencas estatisticamente significativas
registadas nas regifes V3-V4 nos periodos antes e depois da administracdo de HU com um
teste “Welch’s t-test” a um intervalo de confianga de 95%. .......coeviiiiiiiiiiiiiii e, 27

Figura 16 - Taxonomia Espécies bacterianas que registaram diferencas estatisticamente
significativas registadas nas regibes V3-V4 e V1-V2 nos periodos antes e depois da
administracao de HU. A - Espécies bacterianas estatisticamente significativas para a regido V3-
V4; B — Espécies bacterianas estatisticamente significativas para a regido V1-V2. Analise com
um teste “Welch’s t-test” a um intervalo de confianga de 95%. ..., 28

Figura 17 - Comparacgéo dos resultados obtidos durante o periodo anterior ao tratamento com HU
nas regioes V1-V2 e V3-V4 para um teste “Welch’s t-test” com um intervalo de confianga a 95%.
(A) - Taxonomia filo; (B) - TAXONOMIA CIASSE; .....cceviieiiiiiiii e 29

Figura 18 - Comparacgé&o dos resultados obtidos durante o periodo anterior ao tratamento com HU
usando as sequéncias das regides V1-V2 e V3-V4 do gene 16S rRNA para a taxonomia Género
com um teste “Welch'’s t-test” com um intervalo de confianga @ 95%. .........ccccccvvvviiiiiiiinnnnnnns 30

Figura 19 - Comparacgéo dos resultados obtidos durante o periodo anterior ao tratamento com HU
usando as sequéncias das regides V1-V2 e V3-V4 para a taxonomia Espécies, com o teste
estatistico “Welch’s t-test” com um intervalo de confianga a 95%. .........ccoovvviiiiiiiiiniiiiiiiinnn. 31

Figura 20 - Filo visualizado no periodo de seis meses ap0s o inicio do tratamento com HU usando
as sequéncias das regides V1-V2 e V3-V4, para um teste “Welch’s t-test” com um intervalo de
CONTIANGA 8 9590 ...eeeiiiiiiiiiiiie ittt ettt ettt et ettt ettt e et et et e et e e e e e eeeeeeeees 31

Figura 21 - Comparacéo dos resultados obtidos para a taxonomia Género durante o periodo de
seis meses apas o inicio do tratamento com HU usando as sequéncias das regibes V1-V2 e
V3-V4, com o teste estatistico “Welch’s t-test” com um intervalo de confianga a 95%. .......... 32

Figura 22- Comparacéo dos resultados registados para a taxonomia Espécies durante o periodo

pés HU usando as sequéncias das regides V1-V2 e V3-V4, com uma andlise estatistica de

“Welch’s t-test” com um intervalo de confianga @ 95%. .........uuvuruviiimiiiiiiiiiiiieeneees 32
Figura 23 - Amplificacdo observada no canal FAM que deteta atoxina B............ccccooeeeiiieiiiinnnnnn. 33
Figura 24 - Amplificac&o registada no canal VIC que deteta a toxina A..........oooeuiiiiiieeeiieeeninnnnnn. 33
Figura 25 - PCR do polimorfismo RS334 para a classificagdo das amostras 23F, 23FI, 132F, 132FI

LI I PR UUUPRTTTRPRR 52



Figura 26 - PCR do polimorfismo RS334 para a caracterizacdo das amostras AF115, Unkl, Unk2

Xi



Xli



Lista de Abreviaturas

ACE - Estimador de cobertura baseado na abundéancia

AGCC - Acidos gordos de cadeia curta

AF — Anemia Falciforme

BCAM - Basal cell molecule in human (Molécula de adeséo celular basal)
B. luti — Blautia luti

CHAO - Estimador baseado no niumero de espécies raras huma amostra
C.difficile — Clostridium difficile

CD36 - Glicoproteina plaquetaria 4

DIl — Doenga inflamatéria intestinal

DF — Doenca Falciforme

DNA - Acido desoxirribonucleico

DNTPs — Desoxirribonucleotideos fosfatados

EMA — European Medicine Agency (Agéncia Europeia do Medicamento)
ESTeSL - Escola Superior de Tecnologia e Saude de Lisboa

F/B — relagéo Firmicutes/Bacteroidetes

FDA - Food and Drug Administration (Administragédo de alimentos e medicamentos)
F. prausnitzii — Faecalibacterium prausnitzii

Hb — Hemoglobina humana

HbA — Hemoglobina do adulto

HbC — Hemoglobina C

HbE — Hemoglobina E

HbF — Hemoglobina fetal

HbS — Hemoglobina S

Xiii



HBB — Subunidade beta da hemoglobina

HLA — Human leukocyte antigen (Antigénio leucocitario humano)
HU — Hidroxiureia

H.0 — Agua

H&TRC - Health and Technology Research Center (Centro de Investigagdo em Saulde e

Tecnologia)

ISEL — Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

IPL — Instituto Politécnico de Lisboa

LCR — Locus control region (Regido de controlo do locus)

Lu — Luterano

MO — Medula Ossea

NGS — Next generation sequencing (Sequenciacédo de nova geragao)
02— Oxigénio

OMS - Organizagdo Mundial de Saude

OTU - Operational taxonomic unit (Unidade taxonémica operacional)
PCR - Polymerase chain reaction (Reagdo em cadeia da polimerase)
g-PCR — PCR em tempo real

rRNA — Acido Ribonucleico Ribossémico

RSB — Tampao de ressuspensdo

R. albus — Ruminococcus albus

R. bromii — Ruminococcus bromii

R. callidus — Ruminococcus callidus

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

STAMP - statistical analysis of taxonomic and functional profiles (andlise estatistica de perfis

taxonémicos e funcionais)

VCAM - Vascular cell adhesion molecule (Molécula de adeséao celular vascular)

% — Percentagem
Xiv



pl = Microlitro

mIl — Mililitro

g — Gramas

°C - Grau Celsius

ng — Nanogramas

XV



XVi



1. Capitulo 1- Introducéao

1.1. Hemoglobina humana

A hemoglobina (Hb) representa um pigmento vermelho e proteico do sangue, que se encontra
presente nos eritrécitos, originados em células da medula 6ssea, e € conhecida como uma molécula
responsavel pelo transporte de oxigénio formando, com este, uma ligacdo instavel e reversivell.
Aquando da circulacao arterial, a molécula de Hb apresenta uma elevada afinidade para o oxigénio
(O2) possibilitando o seu transporte para os tecidos. Ja na circulagdo venosa, as afinidades séo
invertidas 2%, A Hb é descrita como um tetramero de proteina constituido por quatro subunidades,
com um complexo proteico e um complexo de ferro, em que cada unidade é composta por uma
cadeia de polipeptideos e por um grupo Heme. Cada subunidade da Hb encontra-se ligada a um
grupo Heme, composto por uma molécula de ferro Il (Fe2+) e por protoporfirinas, unidos por uma
ligacédo covalente, permitindo o transporte de quatro moléculas de O,*. A hemoglobina do adulto
(HbA) apresenta uma estrutura quaternaria e € composta por dois tipos diferentes de cadeias da
globina, a cadeia a (alfa) com 141 aminoacidos e a cadeia B (beta) com 146 aminoacidos, que sao

semelhantes em nimero de residuos de aminoacidos 2.

Ao longo da vida, a Hb é expressa de formas distintas, variando entre hemoglobina embrionaria
(HbZ), hemoglobina fetal (HbF) e por fim hemoglobina do adulto (HbA), conforme a fase de
desenvolvimento humano!*l. A expressdo em cada fase da hemoglobina é regulada de forma distinta
de modo a satisfazer as necessidades em oxigénio durante o desenvolvimento, ocorrendo o
fendmeno de comutacdo/mudanca da hemoglobina (hemoglobina switch). Em qualquer uma das
fases da Hb, a sua estrutura é idéntica, apresentando quatro subunidades, duas cadeias a-globina
e duas B-globina, cujos loci representam 0s genes que sdo ativados e silenciados de forma
sequencial durante o crescimento e estao localizados nos cromossomas 16 e 11. Deste modo, cada
loci encontra-se diretamente relacionado com a sintese de globinas e ambos contém genes distintos
(Figura 1)®. O locus a da globina, presente no cromossoma 16 contém os genes HBZ ({), o gene
HBA1 (a1) e o gene HBA2 (a2), sendo o gene HBZ expresso durante o inicio do desenvolvimento
embrionario e silenciado aquando do primeiro trimestre de gestagao para dar lugar a expressao dos
genes HBA1 e HBA2 que persistem até a idade adulta. Por sua vez, no locus B do cromossoma 11
a comutagao da hemoglobina apresenta uma maior complexidade. O locus da B-globina contém
cinco genes distintos, o gene HBE1 (¢€), o gene HBG2 (yG), o gene HBG1 (yA), o gene HBD (&) e o
gene HBB (B), ocorrendo a regulagdo de um modo diferentel®. Aquando do primeiro trimestre de
gestacdo é expresso o0 gene HBE, que corresponde a Hb embrionaria, emparelhando-se
posteriormente com os genes {(HBZ) e a da globina originando as formas de hemoglobina

embrionaria funcional. Com o silenciamento da expressédo do gene HBE, os genes HBG1 e HBG2
1



sao expressos, formando a principal forma de hemoglobina durante a fase gestacional, hemoglobina
fetal (HbF)®l. A HbF é a forma predominante de hemoglobina que se encontra presente no feto
durante o periodo de gestacdo e produzida aproximadamente até aos seis meses de vida por
células precursoras de eritrocitos!®. Esta é composta de duas subunidades alfa e duas gama
estando 0s genes que expressam proteinas presentes na cadeia beta do cromossoma 115,
Posteriormente, algumas semanas apos o nascimento a HbF é silenciada, passando os genes HBD
e HBB a serem expressos, unindo-se para formar a HbA, a forma principal expressa na idade adulta.
Na extremidade do locus 3-globina no cromossoma 11 encontra-se localizado o LCR (Locus control

region) que controla toda a regido do locus *7,

O LCR encontra-se a montante do locus do cromossoma 11 e é descrito como uma regiao dinamica
gue atua na transcricdo das globinas e que possui capacidades que melhoram a expressao dos
genes. De uma forma geral, o LCR funciona como regulador e melhorador, pois compete com os

genes da B-globina determinando as fases de desenvolvimento especificas em que cada gene sera

expressol®?,
:
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Figura 1 - A) Representagdo do desenvolvimento humano antes e apos o nascimento e expressao das cadeias da globina;

B) Constituicdo dos loci; Adaptado de: [5]
1.2. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias englobam o grupo de desordens sanguineas mais comuns em todo o mundo
com uma prevaléncia de 5% a 7% da populacdo mundial segundo estimativas da Organizacao
Mundial de Satde (OMS)%1Y. Varios estudos apontam que, por ano, as hemoglobinopatias -
doenca falciforme (DF) e sindromes de talassemia - afetem aproximadamente cerca de 300.000
recém-nascidos a nivel mundial e que, mais de 80% dos nascimentos ocorram em paises com
médios ou poucos recursos!*?. Alguns estudos sugerem ainda que as hemoglobinopatias foram

inicialmente identificadas em regides tropicais, onde a malaria € endémica, como em Africa e
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também no Médio oriente®?, No entanto, devido ao crescimento da imigracdo, as
hemoglobinopatias tém vindo a disseminar-se e atualmente estdo presentes também na Europa e

na América 11131,

Assim, o termo “hemoglobinopatias” engloba todas as desordens monogenéticas e hereditarias que
afetam a Hb — DF e talassemias - resultando de falhas quantitativas, quer a nivel estrutural quer ao

nivel da sintese das suas cadeias polipeptidicas!*®2,

As hemoglobinopatias podem ser divididas em dois grandes grupos (Figura 2), consoante as
mutacdes ou delec¢des ocorridas nos genes das cadeias a ou B-globina. Assim, caso as mutacdes
ou dele¢des ocorram ao nivel da sintese das cadeias da Hb sem afetarem a estrutura, alterando a
producéo da proteina, a hemoglobinopatia designa-se sindrome de talassemia, a ou 3, conforme a
cadeia afetada. Nas sindromes de talassemia ocorre a diminui¢cdo da sintese de determinada cadeia
da Hb, conduzindo a um desequilibrio ou producéo excessiva de uma das cadeias, diminuindo deste

modo a capacidade de sobrevivéncia dos eritrécitos afetados [,

Hemoglobinopatias

\

Sindromes de Variantes da
Talassemia hemoglobina

a- Talassemia HbS (Doenca Falciforme)
[- Talassemia HbE : HbC

Figura 2 - Representagdo das possiveis formas de hemoglobinopatias. Adaptado de [14]

Contrariamente as sindromes de talassemia, quando estas mutac¢des ou dele¢cdes ocorrem a nivel
estrutural, levando a producao de proteinas anormais, verifica-se a producao de variantes mutantes
como a hemoglobina S (HbS), que origina a DF ou ainda, outras variantes estruturais como
hemoglobina E (HbE) e hemoglobina C (HbC) 314, A gravidade de express&do da hemoglobinopatia
depende também de fatores genéticos como a capacidade de producdo de hemoglobina fetal (HbF)
que, em determinados casos, niveis elevados podem ser benéficos*!4. Avaliando todas as
muta¢des que dao origem as hemoglobinopatias € possivel notar que a mutagdo mais patogénica

€ a que da origem a anemia das células falciformes devido a presenca de HbS que, ao formar
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polimeros, contribui para a estrutura de foice apresentada pelo eritrécito. Na presenca Unica de
HbS, os eritrdcitos afetados apresentam uma elevada tendéncia para obstruir 0s vasos sanguineos
reduzindo o fornecimento de oxigénio e nutrientes para os tecidos adjacentes, resultando em

consequéncias negativas para a salde dos individuos!*-1%,
1.3. Doenca das células falciformes

A hemoglobina S (HbS) é a variante mutante mais conhecida (e prevalente a nivel mundial) da Hb,
podendo ser identificada em individuos portadores de doenca falciforme (DF)%17, A semelhanca
da Hb, a HbS € descrita pela literatura como um tetrAmero originada por uma Gnica mutagéo no
gene HBB, que € responsavel por determinar a estrutura das cadeias polipeptidicas da Hb 1718,
Esta surgiu nos humanos ha milhares de anos representando a variante mais conhecida e
patogénica da Hb*®, No entanto, sdo descritas ainda outras variantes da Hb como a hemoglobina

C (HbC) que, ao serem combinadas com a HbS manifestam diferentes implicacGes clinicas(?2%,

Desta forma, a hemoglobina S resulta de uma mutagcédo pontual (missense) ocorrida no gene HBB
da cadeia B-globina da hemoglobina. Esta mutacdo leva a uma substituicdo de aminoacidos no
sexto codao do gene, passando a encontrar-se valina ao invés de acido glutamico na referida
posicdo (BGlu6Val) 21, Desta substituicdo, resulta um ganho de hidrofobicidade (uma vez que
surge um aminoacido hidrofobico (valina) na posicdo de um hidrofilico (acido glutamico). O ganho
de hidrofobicidade, resulta na formag¢é@o de polimeros de HbS que, em situacdo de hipoxia, ao
polimerizarem irdo destabilizar a membrana do eritrdcito, originando a sua forma de foice %1, Deste
modo, a HbS apresentara uma maior carga positiva quando comparada com a Hb"1% A HbS,
guando desoxigenada (anormal) pode ser encontrada sob a forma polarizada nos eritrécitos
aumentando a sua rigidez, fazendo com que, consequentemente alterem a sua forma passando a
apresentar um formato de foice e aderindo mais facilmente as paredes dos vasos sanguineos,

obstruindo-os!1822.



A DF, descrita inicialmente em 1910, pertence ao grupo das hemoglobinopatias mais prevalentes a
nivel mundial®®?3, Esta hemoglobinopatia representa um conjunto de desordens sanguineas
hereditarias, de caracter recessivo resultantes da presenca de mutacdes na cadeia da Hb que levam
ao aparecimento de variantes como a hemoglobina SI'®2l, Assim, a DF é caracterizada pelo
surgimento de eritrcitos mutantes (falciformes) devido a mutacdo S que afeta sobretudo a funcao
da Hb [24.25],

A DF é considerada uma doenca multi-sistémica (que afeta multiplos 6rgdos do organismo humano)
e que se encontra associada a uma elevada morbilidade bem como uma redug&o da esperanca
média de vida, devido as manifestacdes clinicas que apresenta e que, podem ser bastante
heterogéneas 2329, E mais prevalente em zonas endémicas de malaria, mas também em paises
como a Arabia Saudita e india®#?%. Alguns estudos relatam que atualmente no continente africano
aproximadamente 200.000 recém-nascidos sado afetados, por ano, com alguma variante de DF,
onde a mortalidade € elevada, podendo atingir os 90% em criangas até aos cinco anos de idade,

devido a indisponibilidade de rastreios pré-nataist®2425],

Sendo a DF uma doenca de caracter hereditario, a disseminacdo de genétipos na descendéncia
varia conforme os o gendtipo dos progenitores*314. Isto significa que, na presenca de ambos 0s
progenitores portadores da variante HbS, manifestando apenas traco falciforme e, portanto,
heterozigéticos, existe 50% de probabilidade de a descendéncia ser portadora da mutacdo S
(heterozigodticos ou com traco falciforme), 25% de ocorréncia de individuos saudaveis (AA), com
dois alelos de Hb, e outros 25% de a descendéncia expressar o genétipo SS, homozigoético para a

hemoglobina S, designado como anemia das células falciformes (Figura 3)1222],

Gene de
hemoglobina normal
HbA

Gene de
hemoglobina
falcforme HbS

Progenitores

Traco falciforme Trago falciforme

- (11
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"

Saudavel Traco falciforme Anemia falciforme (Hb SS)

Figura 3 - Demonstracéo da distribuicdo dos possiveis genottipos de doenga falciforme na descendéncia. Adaptado de
[36]



A Anemia das células falciformes (AF) resulta da heranca do genétipo SS de doenca falciforme
representando um atual problema de satde publica principalmente na Africa-Subsaariana onde se
estima que, por ano, mais de 300.000 novos nascimentos sejam afetados com esta condig&ol?"28l,
Devido as dificuldades de acesso a rastreios de recém-nascidos e cuidados basicos de saude,
sobretudo em paises subdesenvolvidos (onde a prevaléncia é elevada) a mortalidade verificada em
criangas com menos de cinco anos de idade continua alta, ao contrario de paises onde o0s
programas de rastreio estéo devidamente implementados!?’?°.. A nivel mundial, a AF apresenta uma
maior prevaléncia no continente africano onde a sua incidéncia pode atingir 1,5% em Angola, com
cerca de 10.000 nascimentos registados por ano e 80% dos nascimentos registados nas regides
que compdem a Africa Subsaarianal®®3l, A severidade da DF encontra-se associada a quantidade
de HbF circulante (em adultos saudaveis representa menos de 1%) e, sendo a HbF um importante

inibidor de hemoglobina S, pode proporcionar grandes beneficios clinicos 23,

A HbF representa o principal modulador de caracteristicas genéticas e clinicas da doenca falciforme
(DF) sendo os seus genes geneticamente regulados e o nivel de eritrécitos falciformes altamente
variavel, consoante do nivel de expressdo destes genes®3. Os niveis aumentados de HbF
encontram-se associados a manifestacdes menos graves da doenca devido ao seu efeito na

diminuicdo da polimerizacdo da HbSP®,

Embora o estado heterozigético (traco) de doenca falciforme (AS) ndo se encontre normalmente
associado a episodios clinicos, esta doenca encontra-se associada a diversas complicacfes
clinicas. O seu diagndstico € inicialmente baseado na quantificacdo de hemoglobina S e da variante

adicional, caso exista, através de um teste de hemoglobina, antes ou apds o nascimentol??2%,

A AF é caracterizada pelas suas manifesta¢gfes clinicas nomeadamente a vaso-ocluséo (causada
pelo bloqueio dos vasos sanguineos pelos eritrcitos), que origina as crises de dor, e pela anemia
hemolitica crénica e autoimunel®?3®, As suas manifestacdes clinicas podem variar de agudas ou
cronicas e, resultam maioritariamente da desoxigenacé@o da HbS que, ao polimerizar-se no interior
das células, perturba os eritrocitos, danificando-os, resultando assim na oclusao dos vasos e,
posteriormente em anemia hemolitica (caracterizada pela destruicdo anormal dos eritrdcitos)?2371,
As crises agudas vaso-oclusivas (ou crises falciformes) resultam principalmente da estimulacao de
fibras nervosas decorrente da obstrucédo da circulacdo por parte dos eritrocitos falciformes, bem
como da interacdo destes eritrocitos falciformes com neutréfilos envelhecidos'28. Ao se ligarem
as células epiteliais, os eritrécitos irdo contribuir para a limitacdo da circulacdo sanguinea e de
oxigénio para os 6rgaos adjacentes levando a uma hipoxia tecidual de alguns 6rgdos, podendo

causar anemia [22:38:39],



Pacientes com anemia falciforme séo frequentemente alvo de hospitalizacdes repetitivas devido a
consequéncias das crises falciformes pelo que, séo suscetiveis a infecbes nosocomiais bacterianas
(adquiridas em ambiente hospitalar), nomeadamente por pneumococos que, associado as
frequentes crises no bacgo e as sindromes toracicas agudas (ou enfartes, devido a hipoxia tecidual)

podem revelar-se fatais para estes individuos!?*37,

A distribuicdo geografica dos gendtipos de DF é bastante variavel. A nivel mundial é estimado que
a prevaléncia de DF continue a aumentar tanto em paises subdesenvolvidos como desenvolvidos
devendo-se este facto ao constante aumento de imigragdo que contribui para a sua

disseminagaol?22°],

1.4. Adesao celular e neutroéfilos

Os neutrofilos sdo células pertencentes ao sistema imunitario que, possuem um papel protetor do
organismo contra processos infeciosos*?#l, No entanto, estes também possuem um papel
importante nas crises vaso-oclusivas uma vez que se ligam aos eritrécitos falciformes, contribuindo
para a oclusdo dos vasos [“°l. As crises falciformes estdo maioritariamente associadas a contagens
de neutrdfilos elevadas pelo que, quanto maior a contagem destas células em circulacdo maior o
namero de eritrécitos falciformes que se pode ligar facilitando a ligacdo a células epiteliais,

proporcionando a ocorréncia de crises falciformes 49421,

A ligacao entre os eritrocitos falciformes e as células epiteliais representa um processo complexo e
gue é mediado através de interacdes entre as moléculas de adesdo celular e a célula epitelial,
formando ligacdes entre si permitindo a adesao dos eritrdcitos. Os eritrécitos falciformes bem como
os reticulécitos (eritrocitos imaturos) expressam, na superficie da sua membrana, niveis
aumentados de moléculas de adesdo celular, nomeadamente Lu/BCAM (luterano/ molécula de
adesao celular basal), que promove interaces entre células e entre célula e matriz extracelular, e
CD36, que € um recetor glicoproteico e medeia as interagées das células com o endotélio*344],
Estas moléculas sao altamente relevantes na fisiopatologia da doenca falciforme. A sua expressao
aumentada implica a aderéncia destas células & molécula de adeséo celular VCAM (molécula de
adesao celular vascular), que é expressa pelas células endoteliais ativadas, permitindo a ligacédo a

célula epitelial e contribuindo para a formac&o das crises vaso-oclusivas #4491,



1.5. OpcOes de terapéutica

No ambito da doenca falciforme, os eritrocitos afetados pela hemoglobina S tém o seu aspeto e
estrutura alterados devido a polimerizacédo da sua hemoglobinal®’. Embora apresentem diferentes
origens, as hemoglobinopatias possuem formas semelhantes de terapéutical®®. No entanto, os
recursos apresentados para a terapéutica da DF sdo bastante limitados ou até mesmo escassos
em paises pouco desenvolvidos e com recursos baixos onde, as hemoglobinopatias tendem a
apresentar uma frequéncia mais elevadal“®#’l, Entre as principais formas de tratamento para a DF
inclui-se o farmaco hidroxiureia (HU), outros medicamentos com substancias ativas como Voxelotor
e Crizanlizumab® L-glutamina e ainda transfusdes sanguineas e transplantes de células
estaminais hematopoiéticas, com o objetivo de mitigar o efeito negativo das crises falciformes a fim

de, aumentar a qualidade de vidal®”46,

1.5.1. Transfusdes sanguineas e transplantes de células estaminais

A terapia com transfusfes sanguineas continua a ser a terapéutica base para o tratamento da DF
devido a eficacia que apresentam®4°l. Globalmente estima-se que cerca de 90% dos individuos
com alguma forma de hemoglobinopatia recebam pelo menos uma transfusdo ao longo da sua vida.
O principio de atuacdo destas transfusGes consiste na introducdo de eritrocitos saudaveis (de
individuos compativeis) na corrente sanguinea dos pacientes afetados com DF fazendo com que,
sendo a concentragdo de eritrcitos normais superior & de eritrocitos falciformes, ocorra uma
diminuic@o de eritrocitos com HbS em circulagéo, verificando-se melhorias ao nivel do transporte
de oxigénio para os restantes 6rgadosi®Z. Esta introducdo de eritrécitos saudaveis na corrente
sanguinea de pacientes com DF ira contribuir para a prevencao a longo prazo de danos nos 6rgaos
causados pelas crises falciformes. No entanto, e apesar das suas vantagens, esta forma de
terapéutica acarreta algumas complicacdes nomeadamente reacdes hemoliticas devido a formacgéo
de anticorpos através de aloimunizacdo (exposi¢cdo de anticorpos a um antigénio desconhecido,
aumentando o risco de reacGes pods-transfusionais) de diferencas de compatibilidadef?495,
Relativamente a estas complicagBes pode ainda ocorrer a possibilidade de transferéncia de outras

infecdes bem como a inducédo de elevados niveis de ferro prejudiciais para a satdet®5%,

Embora as transfusdes sanguineas sejam consideradas terapéuticas base para a anemia
falciforme, os transplantes de células estaminais hematopoiéticas continuam a prevalecer como
terapias modeladoras e com potencial 100% curativo na maioria dos casos de doenca falciformel*,
Estes tém por base a inducdo de células estaminais ou células-tronco (originarias do corddo
umbilical ou da medula 6éssea) com HLA (human leukocyte antigen) compativel entre irm&os com o
objetivo de substituir todas as células hematopoiéticas, inibindo a eritropoiese indevida, auxiliando

assim a medula éssea na producédo de novos eritrécitos saudaveis?*%1. Com esta substituicdo de
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células hematopoiéticas, da-se a substituicdo de eritrgcitos falciformes fazendo com gque haja uma
prevencdo e diminuicdo de eventos vaso-oclusivas bem como de outros eventos
cerebrovascularest®>%%, No entanto esta técnica compdem uma terapéutica muito limitada devido
aos elevados custos ou indisponibilidade de dadores compativeis (dadores irmaos) podendo levar
a aloimunizacdes, tal como as transfusGes sanguineas®™-52, Estes transplantes de células
estaminais e transfusdes sanguineas, embora apresentem algumas complica¢des, podem contribuir

para a diminuicdo da mortalidade associada a anemia falciforme (AF)?2848],

1.5.2. Hidroxiureia e novas terapéuticas

As complicacbes apresentadas pela anemia falciforme surgem logo apdés o nascimento,
principalmente quando se verifica o decaimento da HbF (que constitui o principal inibidor da
polimerizacdo da Hb evitando a formacédo de HbS) torna-se cada vez mais necessario provocar o
seu aumento através de terapéuticas farmacoldgicas como a hidroxiureia #7-5%, Deste modo, torna-
se essencial a disseminagdo deste tipo de terapéuticas (que contribuem com a inducéo
farmacoldgica de HbF) em regides subdesenvolvidas onde as hemoglobinopatias apresentam uma

maior prevaléncia 49,

A hidroxiureia (ou hidroxicarbamida, HU) cuja férmula quimica é dada por CHsN.O,, aprovada em
1998 pela FDA (Food and Drug Administration) e em 2007 pela EMA (European Medicine Agency)
“ constitui uma das terapéuticas farmacoldgicas (via oral), aprovadas para o tratamento e
modelacdo da doenca falciforme e compdem um farmaco citotoxico e antimetabdlico? 7, E
amplamente utilizada no tratamento de inUmeras patologias, entre elas: leucemias e outros cancros,
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (ou SIDA causada pelo virus da imunodeficiéncia humana,
VIH) e ainda a anemia falciforme)®647l. Este, € um farmaco de eficacia promissora provocando o
aumento de niveis de HbF evitando a formacao de eritrocitos falciformes, diminuindo também a
frequéncia de ocorréncia de crises vaso-oclusivas®%3. Além disto, a administracdo de HU contribui
ainda para a reducdo de contagens de neutrdéfilos (importantes na fisiopatologia de crises vaso-
oclusivas), para a diminuicdo de marcadores pro-inflamatoérios e ainda com a diminuicdo da adesao
e ativacdo de leucdcitos®°. Assim, a HU colabora para a diminuicéo da requisicdo de transfusées
sanguineas, a reducao da hemolise dos eritrécitos falciformes e das crises vaso-oclusivas (ou crises
de dor)#7%4, O éxito clinico da terapéutica com HU para a modelacdo da doenca falciforme foi
clinicamente comprovado em criangas e adultos, nomeadamente pelos efeitos benéficos como a
diminuicéo das crises vaso-oclusivas, o que proporciona uma reducéo da taxa de hospitalizagbes e
mortalidade (associada principalmente a crises de dor e a danos em 6rgdos como o baco, cérebro

e rins, resultantes de constantes hipoxias)®“¢47,



As recentes terapéuticas para o tratamento da AF recorrem a agentes farmacolégicos cujo objetivo
é o de recuperar e melhorar o efeito negativo causado pela polimerizagdo da HbSP?, Deste modo,
existem outros farmacos, L-glutamina, Oxbryta e Adakveo, designados medicamentos orfaos (por
ser usado em condicdes raras de saude) que atuam em conjunto (ou ndo) com a hidroxiureia, cujos
objetivos sdo os de contribuir para 0 aumento da formacéo de hemoglobina fetal. Entre eles incluem-
se farmacos como Oxbryta, aprovado em 2019 pela FDA, cuja molécula ativa sera o Voxelotor cuja
funcdo é a de se ligar a molécula de Hb inibindo a sua polimerizagdo. Ja& o farmaco Adakveo,
aprovado também em 2019, cuja sua substancia ativa € um anticorpo monoclonal (a Crizanlizumab)
que se ira ligar a molécula de p-seletina (que permite a adesdo dos eritrocitos aos vasos
sanguineos, contribuindo para o seu bloqueio) de forma a bloquear a sua acédo, auxiliando assim
na prevencdo das crises vaso-oclusivast®l. Por sua vez a administracdo de L-glutamina, um
suplemento anti-inflamatério, obteve aprovacdo pela FDA devido ao seu potencial redutor de
eritrécitos falciformes diminuindo assim a incidéncia de crises vaso-oclusivas e consequentes

hospitalizacdes de individuos com anemia falciforme!*!,

1.6. Estudo do microbioma intestinal

O conjunto de microrganismos (bactérias, fungos e virus) que colonizam o intestino constitui a
microbiota intestinal que, é responsavel pela manutencdo da homeostase do organismo, regulagéo
metabdlica, pela resposta imunitaria e ainda pela regulagdo da contagem de neutréfilos
envelhecidos®™!. Ao conjunto dos genes expressos pela microbiota designa-se de microbioma
intestinal®’. O microbioma intestinal representa o microbioma mais importante no organismo
humano tornando-se bastante relevante na manutencéo da integridade intestinal, da homeostase e
na regulacado tanto da imunidade como do bom funcionamento do organismo®?%¢, Este é, na sua
maioria, composto por uma vasta comunidade bacteriana, fungos, protozodrios e outros
microrganismos eucariotas responsaveis pela manutencdo do metabolismo e atuam como
elementos reguladores nos processos inflamatérios e infeciosost”%’1. A microbiota intestinal é
maioritariamente colonizada por dois grandes filos — Bacteroidetes, que engloba as bactérias Gram-
negativas, e Firmicutes, correspondente as bactérias Gram-positivas onde se inclui o género
Clostridium. Em individuos adultos saudaveis sdo ainda encontrados os filos bacterianos —

Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria e ainda Verrucomicrobia 8.

Um estudo realizado em pré-adolescentes com o objetivo de caracterizar o microbioma intestinal
de individuos em idade pediatrica, concluiu que a microbiota de criancas saudaveis é complexa e
maioritariamente dominada por dois grandes filos - Firmicutes e Bacteroidetes. No entanto, sendo
0 microbioma dinamico, a relagao verificada entre estes filos torna-se mais abundante a medida que

o individuo atinge a idade adulta (onde é enriquecido com Bacteroides)©%,
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O intestino humano encontra-se repleto de microrganismos essenciais para a manutencdo do
metabolismo e tém sido considerados fontes potenciais de novas terapéuticas para processos
inflamatériost®®¢l, No entanto, a composicao e diversidade de espécies microbianas presentes na
microbiota é muitas vezes afetada devido a fatores externos (ambientais, utilizacdo de antibidticos,
fatores genéticos e processos inflamatérios) causando, na maioria das vezes, uma desregulacéo
da diversidadel®"%¢l. Estas alteracGes provocadas a nivel da composicdo e diversidade microbianas
resultam principalmente numa desregulacdo da imunidade o que torna o organismo suscetivel a
infecbes. Deste modo, a manutencdo do microbioma é de extrema importancia para impedir o
desenvolvimento de bactérias e microrganismos patogénicos. A perda de diversidade (disbiose)
podera estar na base do crescimento e coloniza¢ao por parte de bactérias patogénicas e produtoras
de toxinas como Clostridium difficile, bactéria gram-positiva, responsavel por causar diarreias
infeciosas 2, A colonizacéo do intestino por parte destas bactérias pode ser combatida através
de bactérias comensais responsaveis pela promocao de células epiteliais capazes de impedir o
crescimento de agentes patdgenos promotores de processos inflamatérios e infeciosos!*®°¢l, Assim,
0 microbioma intestinal podera ser implicado do desenvolvimento de algumas doencas®®62, Deste
modo, torna-se importante a sua caracterizagdo e analise, através de técnicas de metagenomica
gue envolvem a sequenciagdo do gene 16S rRNA obtido através de amostras biologicas, de forma

a compreender a sua implicacdo em processos de homeostase e patogénese de doencas 5757,

Em individuos com DF, algumas bactérias que compdem o microbioma intestinal podem ter uma
acado prejudicial quanto a suscetibilidade a infecdes, nomeadamente nosocomiais (adquiridas em
ambiente hospitalar)®”. Estas infecdes bem como outros processos inflamatérios tornam-se
responsaveis por alteracfes significativas na composicdo do microbioma que, no ambito da DF,
podera ser essencial na resposta a regulacédo da contagem de neutroéfilos envelhecidos e do nimero

de crises vaso-oclusivas!*142l.

A disbiose intestinal, frequentemente observada em individuos com DF podera estar associada ao
aumento da contagem destes neutréfilos envelhecidos em circulacdo®?%2. Esta contribui
principalmente para aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, que € mantida pela juncéo
de duas membranas, anatémica e fisiolégica, que regulam a passagem de ibes e outras
macromoléculas e formam a primeira barreira de defesa contra invasbes de agentes
patogénicost:%3. Quando se verifica a interrupcdo da barreira intestinal ocorre a translocagdo de
bactérias patogénicas e nao patogénicas para a circulacdo, o que pode causar inflamacdes na
mucosal®®64. Farmacos como a hidroxiureia possuem um efeito benéfico, ndo sé na regulagdo e
reducédo de contagens de neutrdéfilos envelhecidos (que contribuem para as crises vaso-oclusivas),
mas também para a reducao desta disbiose intestinal, muito associada a doenca falciforme. A
regulacéo da disbiose podera contribuir para a manutencao da permeabilidade da barreira intestinal

e regulacdo da deslocacdo de bactérias patogénicas para a circulagdof®64,
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2. Capitulo 2 — Objetivos

2.1. Objetivos gerais do projeto

O principal objetivo deste projeto sera a avaliacdo e estudo da influéncia do tratamento com o
farmaco Hidroxiureia (HU), no microbioma intestinal de doentes com anemia das células falciformes,

comparando os periodos antes e apds seis meses do inicio da terapéutica.

2.1.1. Objetivos especificos

1) Avaliacdo da influéncia da HU no microbioma intestinal.

2) Compreender e identificar qual a regido mais informativa do gene 16S rRNA, V1-V2 ou V3-
V4, para o estudo do microbioma intestinal na anemia das células falciformes; verificar se o
tratamento com hidroxiureia contribui para 0 aumento ou diminui¢cdo dos indices de alfa-

diversidade.

12



3. Capitulo 3 - Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos utilizados nas varias fases do estudo. Iniciando
pela selecdo e dimensdo da populacdo em estudo, passando pela obtencdo das amostras e
finalmente ser@o descritos os varios procedimentos utilizados nas reacdes de PCR (reacdo em
cadeia da polimerase), bem como da sequenciacao para posterior analise do microbioma intestinal

dos pacientes, antes e ap0s o tratamento com Hidroxiureia (HU).

3.1. Dimensao da populagédo em estudo

A dimensé&o da populacdo deste estudo sera um total de 16 criangas com anemia das células
falciformes. Neste estudo, as criancas foram avaliadas relativamente a evolu¢do do microbioma
intestinal antes e apds seis meses do tratamento com o farmaco hidroxiureia, bem como

relativamente a evolugéo dos seus dados clinicos durante o intervalo de tratamento.
3.2. Obtencao das amostras

Para a analise do microbioma intestinal foram recolhidas 32 amostras de fezes dos periodos pré e
p6s HU de 16 criangas angolanas, recorrendo a um protocolo especifico que assegura a seguranga
na colheita e transporte das amostras, recorrendo a tubos de colheita especificos, DNA/RNA Shield
Fecal Collection Tube do kit Zymo Research, que apresentam uma solu¢cdo que permite inativar/
conservar as amostras sem necessidade de refrigeracdo. Deste modo, as amostras foram
armazenadas a temperatura ambiente e transportadas até ao destino final, de modo a néo alterar a

composic¢ao do microbioma.
3.3. Extracao e quantificagcdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo “ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit
(Zymo Research)”®®. Posteriormente, o DNA extraido foi quantificado, recorrendo ao NanoDrop
One® (Thermofisher), que realiza a quantificacdo da concentracdo de DNA presente na amostra e
informa sobre a razdo de absorvancia da mesma, que serve para avaliar a qualidade de DNA
extraido. Posteriormente o DNA extraido foi armazenado num congelador a uma temperatura de
20°C.
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3.4. PCR do polimorfismo RS334

ApoOs a conservacdo, a temperatura de -20°C, foram realizados alguns PCR convencionais do
polimorfismo RS334 em gel de agarose, de modo a confirmar que as criangcas em estudo eram de
gendtipo SS. O PCR do polimorfismo RS334 para a determinagdo do gendtipo foi realizado
recorrendo a primers para amplificacdo da regido de interesse. O reagente utilizado foi MIX platinum
HSII sendo adicionado juntamente com os primers perfazendo a mix pretendia, constituida pela
enzima, DNTPs (desoxirribonucleotideos fosfatados) e primers. De seguida, as amostras com o
produto PCR resultante, com um volume total de 25ul, foram colocadas num termociclador CFX96
da Biorad® recorrendo as condi¢des do programa descrito: desnaturacao a 94°C durante 2 minutos,
35 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 15 segundos e 68°C durante 15 segundos e
por fim, uma fase de extensdo de 4°C. Apds a reacdo de PCR foi realizada a digestdo RFLP das
amostras obtidas, adicionando a estas, o tampao CutSmart buffer, a enzima BSU361 e também H20
em que, as quantidades destes reagentes variam conforme o numero de amostras utilizado,
deixando incubar a uma temperatura de 37°C durante 60 minutos. Finalmente, para a determinagéo
do genotipo, foi realizado um gel de agarose a 2% com 100 ml de TBE (buffer) e adicionando 5l
de red safe, 2l de loading buffer, 5ul de ladder e 8ul do produto PCR e digestéo.

3.5. PCR e sequenciacao 16S rRNA para as regides V1-V2 e V3-V4

Apos a quantificagdo, as amostras obtidas de DNA das fezes foram diluidas, com recurso a uma

solucdo tampéo de ressuspenséo Tris com pH 8,5 e para uma concentragdo de 5ng/pl.

Foi realizado um PCR, com recurso a primers, forward e reverse respetivamente, para amplificacdo
da regido V3 e V4 do gene 16S rRNA gue sera uma das regides de interesse: primer 16S V3-V4 F
(5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG 3)

e primer 165V3-V4 R
(5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC3)).
Juntamente com os primers forward e reverse foi também adicionado o reagente KAPA HiFi HotStart
ReadyMix e, de seguida, as amostras foram inseridas no termociclador CFX96 Biorad de acordo
com o seguinte programa: etapa de desnaturacao de 95°C durante 3 minutos, etapa de annealing
de 25 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos e por fim
uma etapa de extensao de 72°C por 5 minutos. Posteriormente, o produto resultante da reacdo PCR
foi aplicado no equipamento TapeStation 4200, recorrendo a uma flow cell, a fim de, realizar a
confirmacdo do tamanho dos fragmentos presentes em cada amostra.

De seguida realizou-se um PCR para preparacdo das bibliotecas gendmicas recorrendo aos
reagentes do kit Nextera XT DNA Library Prep (lllumina) e posteriormente estas bibliotecas, que

incluem os fragmentos significativos, foram purificadas com o auxilio de esferas AMPure XP beads
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(reagente), tamp&do de ressuspensdo RSB e a uma placa magnétical® ¢, A utilizacdo da placa
magnética juntamente com as AMPure XP beads e RSB permitem a ligacéo de fragmentos maiores
presentes nas bibliotecas que posteriormente foram de novo verificadas em termos de tamanho,
recorrendo ao equipamento TapeSation e quantificadas com recurso ao equipamento Qubit, para
determinacdo da diluicdo necessaria.

O mesmo procedimento foi realizado para a amplificacdo da regido V1 e V2 do gene 16S rRNA que
serd outra regido de interesse para a analise do microbioma. O PCR para a amplificacdo da regido
V1-V2 foi realizado recorrendo a primers, que amplificam esta regido: primer 16S V1-V2 F
(5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGMGTTYGATYMTGGCTCAGZ3’) e primer
16S V1-V2 (5GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTGCCTCCCGTAGGAGTS3)).
Destas reacdes resultaram 64 amostras (32 referentes ao periodo antes e seis meses apés HU na
regido V3-V4 e 32 referentes ao mesmo periodo, no entanto referentes a regido V1-V2).

Por fim, os produtos resultantes tanto da regido V1-V2 como da regido V3-V4 e as bibliotecas
gendmicas foram sequenciados recorrendo ao equipamento NextSeq 550 da lllumina®. Finalmente,
foram obtidos os ficheiros FASTQ resultantes que serdo analisados recorrendo aos softwares
bioinformaticos EZBioCloud e STAMP a fim de, serem identificados os principais grupos de

taxonomias presentes e calculados os indices de alfa-diversidade.

3.6. PCR para detecao de bactérias do género Clostridium

Apos a realizacdo da sequenciacdo Next Generation Sequencing (NGS) as amostras dos periodos
de antes e ap06s o inicio do tratamento com HU, foi realizado PCR em tempo real (g-PCR) para a
identificacdo da presenca de bactérias do género Clostridium, que tinham sido anteriormente
identificadas na sequenciagdo NGS. Este PCR foi realizado devido a identificacdo de diversas
espécies de bactérias do género Clostridium ou Clostridioides em varias amostras. O género
Clostridium é composto por aproximadamente cem espécies bacterianas que podem ser benéficas
mas também patogénicas, responsaveis por varios processos inflamatérios e que podem ser
relevantes para a doenca falciforme 8. Entre estes processos incluem-se o botulismo, causado
pela elevada colonizagdo de Clostridium botulinum, a gangrena gasosa, devido a presenca de
Clostridium perfringens, e ainda doencas diarreicas e colite pseudomembranosa que se devem a

presenca anormal da bactéria Clostridium difficile ©°,

A realizacdo do qPCR para a detecao de espécies do género Clostridium/Clostridioides teve por
base o protocolo CloSpp dtec-gPCR do kit “Genetic PCR Solutions ™", Para a sua realizagdo foram
utilizados sete reagentes disponibilizados: TargetSpecies dtec-gPCR-mix, composto pela mistura
de primers forward e reverse e pela sonda; a DNase/RNase free water (dgua); o controlo interno

(internal control gPCR-mix) composto pela mistura entre os primers, sonda e o controlo interno; o
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GPS™-mix que representa uma mastermix composto pela enzima, dNTPs e buffer; e, por fim, os

standard template, espécies alvo, e o template buffer para a ressuspenséo do standard template.

O g-PCR foi realizado recorrendo a uma placa de PCR em tempo real. Inicialmente procedeu-se a
formulacdo dos standards (C1-C5) para a curva de dilui¢do, constituidos pelo reagente standard
template, que foi reconstituido com 120 ul de template buffer e distribuidos 100 ul em cada tubo.
Posteriormente procedeu-se a formulacdo da mix PCR composta pelo GPS ™- mix, pela
TargetSpecies dtec-qPCR-mix e pela 4gua, perfazendo um volume necesséario para as reacdes
contando com 5 standards e 1 controlo negativo, NTC. De seguida, a mix resultante foi distribuida
por cada poc¢o da placa (19 pl para cada amostra e 15 pl para cada standard) e posteriormente foi
colocado 1pl de DNA das amostras no respetivo pogo. Para os standards a solugdo resultante foi
distribuida 5ul por cada pogo (de C1 a C5) e para o controlo negativo foi adicionado 5ul de

DNase/RNase free water.

A placa resultante foi inserida no termociclador CFX96 da Biorad® sob o seguinte programa: uma
etapa de ativacéo de 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de desnaturacdo de 95°C por 5 segundos e por
fim uma fase de hibridac&o/extensdo e colecdo de dados de 60°C por 20 segundos. Finalmente,
concluido a reacdo de PCR em tempo real, os dados foram visualizados sob dois canais de
fluorescéncia: FAM, que amplifica de acordo com a presenca de bactérias do gene Clostridium, e o
canal HEX que funciona como controlo interno. Por fim, os dados foram analisados e elaborada a

curva de diluicdo dos standards bem como calculada a eficiéncia da reacdo de g-PCR.
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3.7. PCR para detecao de bactérias da espécie Clostridium difficile

Apés a realizacdo do g-PCR (CloSpp), para a detecdo da presenca de bactérias do género
Clostridium, procedeu-se a realizacdo de um novo g-PCR (BactoReal®) do “kit clostridium difficile”.
A bactéria C. Difficile consiste numa bactéria gram-positiva, e anaerdbica e que normalmente esta
presente no trato gastrointestinal dos animais e seres humanos, fazendo parte da microbiota
intestinal. A infecdo causada pela bactéria é descrita como a causa principal de diarreia infeciosa
nosocomial (adquirida em ambiente hospitalar) e de colite pseudomembranosa (inflamacéo
intestinal grave). As estirpes patogénicas de C. difficile sdo responsaveis pela producdo de maltiplas
toxinas, entre elas toxina A que consiste numa enterotoxina e toxina B que é uma citotoxina

responsaveis por doencas gastrointestinais, cujos genes serdo detetados no PCRIY,

O método utilizado pelo g-PCR baseia-se na detegéo dos dois genes (C. difficile toxina A e C. difficile
toxina B) nas 32 amostras de fezes utilizadas, sendo possivel a diferenciagéo de toxinas através da
curva de amplificacdo de PCR multiplex em tempo real. Estas toxinas séo detetadas em simultaneo
na reacdo pela utilizacdo de dois canais (FAM e VIC) nos quais o canal FAM ir4 detetar a toxina A
(tcdA) e o canal VIC ira detetar a toxina B (tcdB). Para a realizacdo do PCR para a C. difficile
recorreu-se a utilizacdo de quatro reagentes disponibilizados: C. difficile tcdA&B Assay mix,
constituido por primers e pela sonda (VIC+FAM) para a detecao das toxinas; o controlo positivo C.

difficile tcdA&B, que representa o controlo positivo; a DNA reaction mix e a nuclease free water.

A semelhanca do PCR CloSpp, o g-PCR foi realizado recorrendo a uma placa de 96 pocos para a
reagdo em tempo real. Inicialmente procedeu-se a formulacdo dos trés controlos, sendo o controlo
negativo composto apenas por 19ul de mix e 1yl de agua (nuclease free water), o controlo positivo
composto por 19ul de mix e 1ul da mistura entre 1pl do controlo positivo C.difficile tcdA&B com 4yl
de &gua e, por fim o controlo positivo diluido composto por 19ul de mix e 1ul da diluicdo de 1pl do
controlo positivo C.difficile tcdA&B e 10 pl de agua. Posteriormente procedeu-se a formulagéo da
mix constituida pelos reagentes nuclease free water, a DNA reaction mix e ainda a C. difficile tcdA&B
assay mix, distribuida depois pelos pogcos com 1pul de DNA. A placa de g-PCR resultante foi colocada
no termociclador CFX96 da Biorad® com base no seguinte programa: uma etapa de desnaturacéo
de 50°C por 2 minutos, uma fase de annealing de 95°C por 20 segundos e uma fase de extensao e
guantificacdo de 45 ciclos de 95°C durante 5 segundos e 60°C durante 1 minuto. Os dados obtidos

foram visualizados através de ambos os canais e analisados!’.
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3.8. Anélise estatistica

Os resultados obtidos relativos ao microbioma intestinal das 64 amostras sequenciadas com recurso
a sequenciacdo NGS foram introduzidos e comparados recorrendo a plataforma EZBioCloud e
posteriormente trabalhados em graficos através dos softwares ‘STAMP: statistical analysis of
taxonomic and functional profiles’ versédo 2.1.3 (2015) e IBM SPSS® versdo 26 para os resultados
de alfa diversidade. As diferencas registadas ao nivel da composicado do microbioma intestinal foram
analisadas recorrendo ao teste estatistico ‘Welch’s t-test’ considerando um intervalo a 95% com
valor p=0,05. Ja os resultados para alfa-diversidade foram analisados rencorrendo aos testes
estatisticos de Mann-Whitney (andlise de variancia a um fator) e ao teste de Kruskal-Wallis (que

analisa mais que dois grupos) ambos considerando um valor de significancia estatistica p=0,05.

Os gréficos do tipo boxplot obtidos para alfa-diversidade foram elaborados recorrendo ao software
SPSS e trabalhados em Microsoft Excel 2016 e calculados os seguintes indices: ACE (estimador
de cobertura baseado na abundancia), calculado através de (R = Sp + ag; sendo Sp 0 numero de
taxa observado uma vez na amostra e ap 0 niumero de espécies desconhecidas mas nao
observadas), OTU’s, CHAO (estimador baseado no numero de espécies raras numa
amostra), calculado através da express@o Sgmaxchao = Sobs + (@2 + b?)), Simpson, Shannon,
NPShannon, Jackknife, Phylogenetic Diversity e Good’s coverage of library, calculado por (1 — F1/N)
onde F1 representa o numero de OTU e N representa a soma de abundancias de OTU —
considerando o teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico e aplicado a duas amostras

independentes) e o teste de Kruskal-Wallis aplicado a quatro grupos em simultaneot’.
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4. Capitulo 4 — Resultados

4.1. Analise da alfa- diversidade

A andlise da alfa-diversidade (que estima a riqueza e diversidade de espécies) presente no
microbioma intestinal das 64 amostras sequenciadas — 32 amostras antes e depois do inicio do
tratamento com HU visando a regido V1-V2 e 32 amostras do mesmo periodo temporal, mas
visando a regido V3-V4 do gene 16S — foi realizada recorrendo aos softwares EZBioCloud e SPSS
gue consistem em ferramentas de bioinformatica permitindo a comparacdo dos grupos taxonémicos
presentes em determinadas amostras. Apdés a andlise foram obtidos os resultados que se
apresentam em seguida:

Para o indice de rigueza ACE, que estima a abundancia de espécies baseando-se em estimadores,
observam-se algumas diferencas. Pela figura 4 e para as sequéncias da regido V3-V4, verifica-se
uma diminuicdo do valor de abundancia com a terapéutica de HU. Também em sequéncias da
regido V1-V2 é possivel visualizar uma ligeira diminuicdo do valor médio no periodo apés a
terapéutica.

T
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Figura 4 - Indice de alfa-diversidade correspondente a riqueza de espécies ACE analisando ambas as regides V1-V2 e
V3-V4 nos periodos pré e pos hidroxiureia, com um teste estatistico de Mann-Whitney e um valor de significancia de 0,05.

(ns: ndo significativo e *: p<0,05)
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Para o indice CHAO, que estima a riqueza de espécies baseando-se em contagens, é possivel
registar algumas diferencas. A semelhanca do indice ACE, em CHAO foi possivel determinar que o
maior valor de riqueza de espécies é registado para o periodo antes de HU na regido V3-V4,
diminuindo no periodo de seis meses apds o inicio da administracdo. Na regido V1-V2 registou-se

também uma ligeira diminuig&o deste indice com o tratamento (Figura 5).
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Figura 5 - indice de alfa-diversidade correspondente a riqueza de espécies CHAO analisando ambas as regides V1-V2 e
V3-V4 nos periodos pré e pés hidroxiureia, aplicando um teste estatistico de Mann-Whitney com um nivel de significancia

de 0,05. (ns: nao significativo e *: p<0,05)

Observando o indice Jackknife, que estima a riqueza de espécies presente numa determinada
comunidade, e o numero de OTU, que constitui a medida mais simples de alfa diversidade e que
agrupa as bactérias nas suas respetivas unidades taxonémicas, verificam-se algumas diferencas
como é possivel observar na figura 6. A semelhanca dos anteriores, o indice de riqueza Jackknife
regista uma diminui¢éo no periodo apés HU para sequéncias da regido V3-V4. O mesmo resultado
é verificado para sequéncias das regifes V1-V2 apoés a terapéutica. De igual forma, para o indice
mais simples de alfa-diversidade OTU, regista-se uma diminuicdo acentuada apés hidroxiureia em
sequéncias da regido V3-V4, bem como uma diminui¢cdo apds HU nas sequéncias da regiao V1-V2

tal como se observa na figura 7.
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Figura 6 - indice de alfa-diversidade correspondente a riqueza de espécies Jackknife nas regides V1-V2 e V3-V4 nos
periodos pré e po6s hidroxiureia, aplicando um teste estatistico de Mann-Whitney com um nivel de significancia de 0,05.

(ns: ndo significativo e *: p<0,05)
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Figura 7 — Numero de OTU’s presentes nas regides V1-V2 e V3-V4 nos periodos pré e pds hidroxiureia, aplicando o teste

estatistico de Mann-Whitney com um valor p estatistico de 0,05. (ns: ndo significativo e *p<0,05)

Para estimar a diversidade de espécies, que consiste na abundéancia relativa da variedade de
espécies bacterianas presentes numa determinada regido, procedeu-se a andlise estatistica de
quatro indices: indice Simpson, Shannon, NPShannon e Phylogenetic diversity. Para a maioria
destes indices foram registadas diferencas (diminuigdo ou aumento) de valor médio. No entanto,
para o indice Shannon (figura 8), que estima a diversidade de espécies bem como para o indice
NPShannon (figura 9), que resulta de uma estimativa ndo paramétrica de Shannon, ndo séo notados
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aumentos nem diminuicbes significativas tanto em sequéncias da regido V1-V2 como em

sequéncias da regido V3-V4. Assim, é possivel afirmar que a administracdo de HU ndo contribui

com variaces significativas nestes indices.
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Figura 8- Comparacdo do indice de alfa diversidade Shannon para as regifes V1-V2 e V3-V4 nos periodos

correspondentes a pré e apos seis meses de HU, aplicando um teste estatistico de Mann-Whitney considerando um valor

de significancia de 0,05. (ns: ndo significativo)
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Figura 9 — indice de alfa diversidade NPShannon comparando as regides V1-V2 e V3-V4 nos periodos pré e pés HU,

considerando um teste estatistico de Man-Whitney e aplicando um valor p de 0,05. (ns: ndo significativo)
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Observando os restantes indices, Simpson (que mede o grau de concentracdo baseado na
abundancia de espécies dominantes) e Phylogenetic Diversity (medida de biodiversidade),
verificam-se aumentos e diminuicdes conforme as sequéncias das regibes observadas. Para o
indice de diversidade Simpson verifica-se que os valores mais elevados (valor médio=0,12) séo
registados em sequéncias da regido V3-V4 no periodo antes do tratamento bem como em
sequéncias da regido V1-V2 apos o tratamento, como mostra a figura 10. Observa-se assim, que a

administracdo de HU nao implica variacdes significativas para este indice.
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Figura 10 - Indice de alfa-diversidade Simpson nas regifes V1-V2 e V3-V4 nos periodos pré e pés hidroxiureia, recorrendo

a um teste estatistico de Mann-Whitney com um nivel de significancia de 0,05. (ns: n&o significativo)

Para o indice Phylogenetic Diversity foi possivel determinar que o valor mais elevado é registado
em sequéncias da regido V3-V4 antes do inicio da terapéutica, registando uma diminuicdo no
periodo p6s-HU (Figura 11). No entanto, para sequéncias da regido V1-V2 ndo sdo registadas

alteracdes significativas com a terapéutica.

Por dltimo, observando o indice Good’s coverage of library (%) que constitui um importante
estimador de alfa diversidade, verifica-se, & semelhanga de Phylogenetic diversity um valor mais
elevado no periodo pré-HU para sequéncias da regido V3-V4, diminuindo posteriormente com o

tratamento. O mesmo é possivel constatar para sequéncias de regiées V1-V2 (Figura 12).
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Figura 11 - Indice de alfa-diversidade relativo ao indice de Phylogenetic Diversity utilizando as regides V1-V2 e V3-V4

nos periodos pré e p6s hidroxiureia, aplicando um teste estatistico de Mann-Whitney a um nivel de significancia de 0,05.
(ns: ndo significativo e *p<0,05)
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Figura 12 - Resultados obtidos para o indice de alfa-diversidade Good's coverage library com comparacdes para ambas

as regides analisadas aplicando o teste estatistico de Mann-Whitney assumindo um valor p estatistico de 0,05. (ns: ndo
significativo, *: p<0,05)
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De um modo geral, é possivel afirmar que o tratamento com hidroxiureia contribuiu para a
diminuicéo da maioria dos indices de alfa-diversidade, analisando sequéncias de ambas as regides
V1-V2 e V3-V4 do gene 16S. Mais ainda, torna-se possivel concluir que a regido V3-V4 parece ser
mais informativa que V1-V2 uma vez que, é nesta regidao (V3-V4) do gene que sdo observadas

diferencas mais acentuadas.

4.2. Comparacédo do microbioma antes e depois da Hidroxiureia com

recurso a andlise das regides V3-V4 e V1-V2 do gene 16S rRNA

A terapéutica recorrendo a hidroxiureia (HU) poderd atuar na composicdo e diversidade da
microbiota intestinal sendo o objetivo ideal o de diminuir a prevaléncia de bactérias nao benéficas e
aumentar as bactérias “saudaveis” uma vez que, sdo as ndo benéficas que podem produzir um
efeito negativo na fisiopatologia da anemia das células falciformes levando também a possivel

ocorréncia de outras infe¢gdes ou fendmenos inflamatorios.

Analisando as sequéncias da regiao V3-V4 do referido gene, ao nivel do filo é possivel verificar que
o filo Firmicutes é o Unico detetavel nas sequéncias desta regido (Figura 13-A), aumentando a sua
frequéncia no periodo pés-HU (p=0,049). No entanto, nas sequéncias da regido V1-V2,
considerando o mesmo intervalo de tempo, ndo se mostrou informativa para estes grupos
taxonémicos.

Descendo um nivel de taxonomia, Classe, observando a figura 13-B para as sequéncias da regido
V3-V4 apenas a classe de bactérias gram-positivas Betaproteobacteria, pertencentes ao filo
Proteobacteria, é detetavel em sequéncias desta regido, sendo a sua dete¢ao superior em amostras
apos a administracao de HU.

Para o grupo taxonémico Ordem, é possivel aferir que, para sequéncias da regiao V3-V4 do gene
16S rRNA apenas é identificada a ordem Burkholderiales (figura 13-C), detetada em maior
abundéancia no periodo p6s-HU. No entanto, as sequéncias da regido V1-V2 ndo se mostraram

informativas para os grupos taxonémicos de filo, classe e ordem.
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Figura 13 - Grupos taxonémicos, Filo, Classe e Ordem com diferencas estatisticamente significativas registadas na regido
V3-V4 pré e pos a introducéo de HU como terapéutica, aplicando um teste “Welch’s t-test” com um intervalo de confianga
de 95%. A - Filo; B - Classe; C Ordem;

Observando os grupos taxondmicos (familia, género e espécie) é possivel verificar que ao nivel do
grupo familia sdo mais facilmente identificadas as familias bacterianas Victivallaceae e
Sutterellaceae (Figura 14). Verifica-se que ambas as familias surgem com maior frequéncia no

periodo de seis meses apds HU nas sequéncias da regiao V3-V4 do gene 16S.
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Figura 14 - Bactérias ao nivel da taxonomia Familia estatisticamente significativas observadas para a regiao V3-V4 no
periodo antes e 6 meses apds a administracdo de hidroxiureia com um teste estatistico “Welch’s t-test” e intervalo de

confianca a 95%.

Ao nivel do género (Figura 15), destacam-se dois géneros bacterianos (Ruminococcus e
Agathobacter) cujas diferencas sao relevantes. Apos seis meses da introducdo de HU verifica-se
uma maior frequéncia do género Ruminococcus. J& para o género Agathobacter, verifica-se que a

terapéutica com HU conduziu a uma diminuicdo da sua abundancia.
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Figura 15 - Taxonomia Géneros bacterianos com diferencas estatisticamente significativas registadas nas regides V3-V4

nos periodos antes e depois da administracdo de HU com um teste “Welch’s t-test” a um intervalo de confianga de 95%.

Descendo ainda mais na classificacdo e observando a taxonomia referente a espécies verifica-se
gue apesar de todas as espécies representadas apresentarem diferencas significativas no periodo
antes e apos seis meses do inicio do tratamento, destacam-se quatro espécies bacterianas mais
frequentes nas sequéncias da regido V3-V4 (Figura 16-A). Das espécies mais relevantes trés sao
mais frequentes em sequéncias da regido V3-V4 no periodo ap6s HU (entre elas Ruminococcus
callidus, Blautia Iuti group e Bifidobacterium gallinarum group), enquanto a espécie
Senegalimassillia anaerobia é mais abundante no periodo pré-HU. No entanto, observando a
taxonomia espécies para 0 mesmo periodo, mas para a regido V1-V2 é possivel verificar a presenca
de apenas duas espécies com a alteracdo apés HU, Romboustsia lituseburenis e Eubacterium
coprostanoligenes, ambos pertencentes ao filo Firmicutes, sendo estas menos identificadas no

periodo apés HU (Figura 16-B).

De um modo geral, analisando o microbioma em sequéncias de diferentes regides do gene 16S nos
periodos antes e apds a administracéo de HU, é possivel verificar que sequéncias das regides V3-
V4 sao mais informativas que V1-V2, ou seja, sdo capazes de detetar maior nimero de grupos

taxonémicos bem como as suas alteracoes.
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Figura 16 - Taxonomia Espécies bacterianas que registaram diferencas estatisticamente significativas registadas nas
regides V3-V4 e V1-V2 nos periodos antes e depois da administragéo de HU. A - Espécies bacterianas estatisticamente
significativas para a regido V3-V4; B — Espécies bacterianas estatisticamente significativas para a regido V1-V2. Anélise
com um teste “Welch’s t-test” a um intervalo de confianga de 95%.
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4.2.1. Comparacdo do microbioma em diferentes regides hipervariaveis do gene
16S rRNA

Recorrendo aos gréficos gerados pelo software STAMP e, utilizando os mesmos parametros
estatisticos, Welch’s t-test com um intervalo de confianga a 95%, foi ainda possivel realizar uma
comparacdo entre as diferentes regides, V1-V2 e V3-V4, para o periodo antes e depois do
tratamento com o farmaco.

Com base nos resultados obtidos para o periodo anterior ao inicio do tratamento com HU, para as
taxonomias filo e classe € possivel observar que: Para o grupo taxonémico Filo constata-se que sdo
mais detetados com maior frequéncia trés categorias de filos bacterianos Firmicutes, Bacteroidetes
e Proteobacteria, que correspondem aos filos mais relevantes no microbioma intestinal.
Observando a (Figura 17-A) é possivel concluir que, as sequéncias da regidao V1-V2 identificam
bactérias do filo Firmicutes e de Proteobacteria, uma vez que séo visualizados em maior quantidade
do que em V3-V4. J4 as bactérias do filo Bacteroidetes possuem uma frequéncia superior em
sequéncias da regidao V3-V4, como evidencia a figura.

Para o grupo taxonémico Classe (Figura 17-B) destacam-se trés classes de bactérias, Bacteroidia,
Clostridia e Erysipelotrichi, cuja frequéncia € maior. Observando a figura 16-B conclui-se que todas
as trés classes de bactérias sdo detetadas com maior frequéncia em sequéncias da regiao V1-V2

do que em V3-V4, para o periodo pré-HU.
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Figura 17 - Comparacéo dos resultados obtidos durante o periodo anterior ao tratamento com HU nas regides V1-V2 e

V3-V4 para um teste “Welch’s t-test” com um intervalo de confianga a 95%. (A) - Taxonomia filo; (B) - Taxonomia classe;
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Observando as sequéncias das regides V1-V2 e V3-V4 do gene 16S rRNA para o grupo

taxondmico Género no periodo pré-HU destacam-se quatro géneros bacterianos. Pela figura 18 é

possivel visualizar que os géneros bacterianos Catenibacterium, do filo Bacillota, Sporobacter e

Faecalibacterium, do filo Firmicutes, sdo mais frequentes em sequéncias da regido V1-V2. J4 as

bactérias do género Prevotella, do filo Bacteroidetes, possuem uma detecao superior em

sequéncias da regiao V3-V4.
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Figura 18 - Comparagao dos resultados obtidos durante o periodo anterior ao tratamento com HU usando as sequéncias

das regides V1-V2 e V3-V4 do gene 16S rRNA para a taxonomia Género com um teste “Welch’s t-test” com um intervalo

de confianca a 95%.

Visualizando o ultimo grupo taxonémico, Espécies, para o periodo descrito, destacam-se trés

espécies bacterianas. Pela figura 19 verifica-se que as espécies Streptococcus salivarius group e

a espécie Ruminococcus faecis, ambas do filo Firmicutes, sdo mais frequentes em sequéncias da

regido V1-V2 do gene 16S. Por outro lado, bactérias pertencentes a espécies como Collinsella

aerofaciens group, do filo Actinobacteria, e Prevotella copri, do filo Bacteroidetes, surgem com

maior frequéncia em sequéncias pertencentes a regido V3-V4 do gene 16S.
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Figura 19 - Comparacgéo dos resultados obtidos durante o periodo anterior ao tratamento com HU usando as sequéncias
das regides V1-V2 e V3-V4 para a taxonomia Espécies, com o teste estatistico “Welch’s t-test” com um intervalo de
confianca a 95%.

Para o periodo de seis meses apo0s a administracdo de HU, nas sequéncias das regifes V1-V2 e
V3-V4, foram também registadas diferencas na dete¢éo de determinados grupos taxonomicos. No
entanto, notou-se que as diferencas sdo menores, comparando com o periodo anterior, uma vez

gue o nimero de grupos taxondmicos detetaveis foi mais reduzido.

No periodo pés-HU, observando o grupo taxonémico Filo, representado na figura 20, observa-se
gue o Unico detetavel, com os parametros selecionados pelo teste estatistico, é Firmicutes, que é
abundantemente detetavel e estudado em sequéncias da regido V1-V2. Na analise anterior, no
periodo pré-HU, este filo foi também mais detetado com a regido V1-V2 do que com a V3-V4 (Figura
17-A).
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Figura 20 - Filo visualizado no periodo de seis meses ap0s o inicio do tratamento com HU usando as sequéncias das

regides V1-V2 e V3-V4, para um teste “Welch’s t-test” com um intervalo de confianca a 95%.
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Procedendo a andlise estatistica relativa a taxonomia Género, sdo detetveis dois géneros
bacterianos que nao foram observados anteriormente no periodo pré-HU. Observando a figura 21,
0s géneros bacterianos identificados correspondem a Atopobium e Phascolarctobacterium, do filo

Firmicutes, mais frequentes em sequéncias da regido V1-V2 do que em V3-V4.
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Figura 21 - Comparagéo dos resultados obtidos para a taxonomia Género durante o periodo de seis meses apds o inicio
do tratamento com HU usando as sequéncias das regides V1-V2 e V3-V4, com o teste estatistico “Welch’s t-test” com um

intervalo de confianca a 95%.

Para a ultima categoria taxondmica, Espécies, destacam-se cinco grupos de espécies, no entanto
menos que as observadas para o periodo pré-HU. Observando a figura 22, a espécie que surge
com maior frequéncia, de acordo com os parametros estatisticos definidos, é Collinsella aerofaciens
group, do filo Actinobacteria, com uma detecdo superior em sequéncias da regido V3-V4 do gene
16S, a semelhanca do observado no periodo pré-HU (figura 19). Assim, € possivel afirmar que

apenas a regido V3-V4 consegue diferenciar adequadamente esta espécie bacteriana.
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Figura 22- Comparacéo dos resultados registados para a taxonomia Espécies durante o periodo pds HU usando as
sequéncias das regifes V1-V2 e V3-V4, com uma analise estatistica de “Welch’s t-test” com um intervalo de confianga a
95%.
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4.3. Detecéo da espécie Clostridium difficile

Foram ainda realizados dois PCR’s em tempo real (q-PCR) quer para a detecdo de bactérias do
género Clostridium/Clostridioides (Clo-Spp) quer para a detecdo de espécies de C. difficile. O g-
PCR Clo-Spp foi realizado com uma percentagem de eficiéncia de 100,12 % e verificou-se que
todas as amostras amplificaram para o género Clostridium. No entanto, quando realizado o PCR
para a detecdo de espécies C. difficile verificou-se que 22 das amostras ndo amplificam nem para
a toxina A nem para B o que significa que sdo negativas para a presenca desta bactéria. Apenas
uma das amostras, referente ao periodo antes de HU, amplificou para ambas as toxinas A e B, o
gue significa que se regista a presenca de bactérias C. difficile, como é possivel observar nas figuras

apresentadas de seguida (figura 23 e figura 24).
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Figura 23 - Amplificacdo observada no canal FAM que deteta a toxina B
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5. Capitulo 5 — Discusséo dos resultados

Atualmente o desafio proposto consiste na analise possivel do microbioma intestinal de doentes
com anemia de células falciformes a fim de compreender o papel das bactérias que compdem a
microbiota. O objetivo principal prende-se com o estudo da influéncia da Hidroxiureia (HU) na
patogénese da doenca e, do impacto dos efeitos gerados na comunidade bacteriana. Assim,
técnicas de sequenciacdo NGS (Next Generation Sequencing) tém vindo a permitir a analise de
sequéncias microbianas através da sequenciacéo do gene 16S de RNA ribossémico, que constitui
0 gene mais completo pois permite uma maior identificacao de espécies bacterianas e, inclui regides
hipervariaveis e conservadas, permitindo a identificagdo de grupos taxondmicos bacterianos e, o
célculo de indices de alfa-diversidade (de riqueza e uniformidade)®®72, Estas técnicas de
sequenciacao permitiram a avaliacdo da composi¢cdo microbiana bem como, a associacao entre os
processos fisiopatoldgicos e a presenca/auséncia de determinados grupos bacterianos, revelando

a sua importancia na manutencéo de processos de equilibrio intestinall”.

A HU funciona como um agente indutor terapéutico de HbF que, retarda a polimerizacdo de
hemoglobina S, contribuindo com efeitos benéficos como a diminui¢cdo da frequéncia de episodios
vaso-oclusivos®3. A terapéutica com HU contribui ainda para a diminuicdo de contagens de
neutréfilos envelhecidos e reticuldcitos, como propdem Zhang et al. o que contribui para uma
regulagdo da disbiose intestinal, regulando a circulagdo de citocinas inflamatdrias que atuam
posteriormente em crises falciformesl’. Assim, a HU representa um farmaco antineoplasico e
citotoxico que, além de atuar em alguns cancros € utilizado como modulador de caracteristicas de
doenca falciforme (DF) nomeadamente a nivel da composi¢cdo da microbiota uma vez que, este

farmaco é apontado como potencial redutor de alfa-diversidade®”:3l,

Os resultados obtidos através de indices de alfa-diversidade, riqueza de espécies e uniformidade
(ACE, CHAO, Jackknife, Simpson, Shannon, NPShannon, Phylogenetic diversity, OTU e Good’s
coverage library) foram, na sua maioria, inferiores em amostras colhidas ap6s seis meses da
introducdo de HU para tratamento da DF tanto em sequéncias da regido V1-V2 como em V3-V4, o
que esta de acordo com o anteriormente referido. Este facto est4 de acordo com as conclusdes do
estudo de Mohandas et al. que propdem que, terapéuticas recorrendo a farmacos como HU e outros
antibidticos, em pacientes com DF, conduzem a uma diminuicdo da diversidade presente na
microbiota, isto €, uma diminuicdo de indices de diversidade alfa, reduzindo assim a disbiose

intestinal e a frequéncia de infe¢des por bactérias patogénicas como C. difficile":5¢],

O trato intestinal possui uma barreira intestinal constituida por células epiteliais, que impede que as
bactérias, que colonizam o trato intestinal, possam irromper e contactar com células imunitarias
causando diversas reacdes adversas!™. Quando saudavel a microbiota intestinal € na sua maioria
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composta por espécies bacterianas de diversos filos, sendo os mais abundantes Firmicutes e
Bacteroidetes seguindo-se de Actinobacteria e Proteobacteria. No entanto, ao longo do
desenvolvimento humano, a composi¢cao da microbiota sofre alteracées devido nomeadamente a
inducéo de antibibticos e outros fatores como dieta alimentar, podendo, por vezes, conduzir a um
desequilibrio intestinal®l. O aumento do desequilibrio intestinal na microbiota é causado pela
dominancia de bactérias patogénicas em relagédo as bactérias comensais e, tem sido cada vez mais
associado ao desenvolvimento de doengas inflamatdrias intestinais podendo influenciar na

patogénese da DF8,

Sabe-se que o microbioma intestinal é dos mais importantes do organismo humano e que, 0s seus
processos como a manutencdo de equilibrio epitelial intestinal, sdo altamente implicados como
moduladores de caracteristicas da DF. Na literatura é referido que doencas como a DF conduzem
a uma perda de diversidade bacteriana e microbiana relacionado com um aumento de colonizagéo
por parte de bactérias como Clostridium difficile, que constituem um biomarcador correspondente a
uma menor diversidade na microbiota intestinal®”:5¢l. De uma forma geral os resultados obtidos
revelam uma diminuicdo de espécies Clostridium passados seis meses de terapéutica com HU
nomeadamente a diminuicdo de espécies de Clostridium perfringens que constitui uma espécie
bacteriana n&o benéfica responsavel por conduzir a infe¢bes intestinais, causando diarreias a
semelhanca de C.difficilel"®. Assim, manter o equilibrio da microbiota torna-se bastante importante
uma vez que, varios estudos relatam que algumas das suas bactérias contribuem para a protecéo
do organismo a outras infecdes®*”. Tal como bactérias também outros metabolitos como os acidos
gordos de cadeia curta (AGCC) sao fisiologicamente importantes para a manutencdo da integridade

da microbiota intestinal, influenciando a regulacdo e manutencéo da barreira intestinal(864,

O estudo de bactérias envolvidas e promotoras de disbiose torna-se cada vez mais importante para
o tratamento de diversas patologias que afetam a microbiotal’”. Pensa-se que o mecanismo de
equilibrio da microbiota intestinal que afeta o desenvolvimento de doengas inflamatdrias intestinais
(DI), como doenca de Crohn ou colite ulcerosa, ou ainda obesidade, possa ser idéntico ao que
influéncia o desequilibrio e consequentemente a resposta intestinal encontrada em pacientes com
DF uma vez que a adesdo a células epiteliais por parte de determinadas bactérias € idéntica e

resulta em processos inflamatérios!’®,

O segundo desafio inicialmente proposto consiste no estudo das regiées V1-V2 e V3-V4 do gene
16S rRNA para que seja possivel perceber qual das regides serd mais ou menos informativa para
determinados grupos taxonémicos consoante a terapéutica com HU. Os resultados obtidos a partir
da sequenciacdo do gene em sequéncias das regides referidas mostraram diferencas na detegéo
de espécies e grupos taxondémicos bacterianos. Deste modo, torna-se possivel considerar que as

diferencas na detecdo de espécies nas sequéncias sejam influenciadas pela especificidade de
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primers utilizados, sendo os primers V1-V2 mais especificos para determinados grupos

taxondmicos e os V3-V4 para outros!’?,

Desta forma, € possivel afirmar que se verifica uma diminuigdo da capacidade de detecdo de grupos
taxonémicos nas sequéncias das regiées V1-V2 significando uma detecéo inferior de diferenciacdo
de espécies bacterianas presentes nas sequéncias desta regido comparativamente a sequéncias
de V3-V4.

Apoés a sequenciacdo do gene 16S os resultados da andlise de sequéncias das regides V1-V2 e
V3-V4 demonstram um aumento de bactérias Firmicutes apdés HU e consequentemente uma
diminuicéo dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria com seis meses de terapéutica. Ainda de acordo
com os resultados obtidos observou-se um aumento de espécies bacterianas do filo Firmicutes tais
como, Ruminococcus callidus, Blautia luti group, Coprococcus catus, Dorea massillensis e ainda
Bifidobacterium gallinarum group do filo Actinobacteria sendo estas as mais relevantes. Por outro
lado, também ao nivel da espécie registam-se diminuicdes principalmente de Romboutsia
lituseburensis e Eubacterium coprostanoligenes do filo Firmicutes, bem como da espécie
Senegalimassilia anaerobia (Actinobacteria). Na sequéncia destes resultados foi possivel
considerar que sequéncias da regido V3-V4 serdo mais informativas para o estudo do filo

Firmicutes.

Verifica-se ainda que HU contribuiu para a diminuicdo do nimero de OTU’s observados na maioria

das amostras.

De acordo com os resultados descritos, foram registados aumentos e diminui¢gdes na frequéncia de
determinadas espécies e géneros bacterianos que podem ser benéficos ou ndo, sendo que alguns
se destacam devido as altera¢des induzidas pela HU. Uma destas espécies bacterianas € Blautia

luti group pertencente ao filo Firmicutes e cuja HU aumenta a sua frequéncia.

Na sua maioria as bactérias da espécie Blautia sdo anaerdbias e atuam como potenciais probiéticos
dificultando a colonizacgdo do intestino por parte de bactérias patogénicas como C. difficile. O género
bacteriano Blautia, ao qual pertence a espécie bacteriana Blautia luti representa um género de
bactérias benéficas para a microbiota intestinal saudavel e est4 associada a manutencdo de
inimeros processos que se revelam benéficos em patologias que afetam o intestino’®. Doencas
gue afetam a microbiota intestinal como DIl ou obesidade, contribuem para uma reducdo do
crescimento de espécies benéficas como B. luti e Blautia wexlerae. Estas bactérias, quando em
condicbes equilibradas de abundancia, promovem processos anti-inflamatérios que contribuem
para a reducao da inflamacdo. Quando em baixas concentracdes, estas bactérias sdo capazes de

promover a producao de citocinas pré-inflamatérias favorecendo a inflamag&o(7®87,

Dados de um estudo realizado em criangas com obesidade revelaram uma reducgéo da abundancia

de espécies pertencentes aos géneros Faecalibacterium e Blautia, resultando numa diminui¢cao de
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Firmicutes e um consequente aumento de abundancia de Bacteroides ®Y. Tal como na obesidade,
o papel desempenhado por bactérias Blautia torna-se semelhante em DIl uma vez que, estas
bactérias comensais atuam na regulacdo da manutencao do equilibrio microbiano promovendo a
producao de células T (importantes na defesa do organismo) e de AGCC que contribuem com a
inibicdo de processos inflamatérios™. Deste modo, o crescimento da abundancia de bactérias da
espécie Blautia como B. luti group € associado a uma manutencéo eficaz de homeostase intestinal
e constitui um relevante indicador de equilibrio em doencas que afetam a microbiota intestinal, o

gue podera ser benéfico no combate a inflamacao associada a DF.

As patologias intestinais como as DIl e obesidade sdo responsaveis pelo decaimento da colonizacdo
do trato intestinal por bactérias comensais, promovendo o crescimento de bactérias néo
benéficas®. As doencas intestinais (DIl) sdo responsaveis pela reducdo de espécies das familias
Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, do filo Firmicutes, que contribuem para um bom ambiente
intestinal. Nomeadamente as DIl induzem a diminuig&o de espécies de Faecalibacterium prausnitzii,
gue constitui uma das bactérias principais a microbiota saudavel, bem como de bactérias do género
Ruminococcus especialmente de Ruminococcus bromii, Ruminococcus albus e de Ruminococcus
callidus, em comparacdo com individuos saudaveis®®®, Estas reducbes causadas pelas DIl
coincidem com os resultados obtidos no presente estudo uma vez que, em sequéncias das regides
V3-V4 destacam-se os aumentos de frequéncia promovidos pela introducdo de HU registados em
bactérias de R. callidus bem como ao nivel do género bacteriano Ruminococcus ao qual pertence

a espécie anteriormente referida.

Estas bactérias, em conjunto com as restantes bactérias comensais essenciais para o bom
funcionamento da microbiota intestinal melhoram o ambiente intestinal®®. No entanto, em patologias
como DIl, onde se encontram reduzidas, as suas fun¢des sdo alteradas ou mesmo inibidas.
Especialmente as espécies bacterianas do género Ruminococcus anteriormente referidas possuem
diversas funcdes que se revelam benéficas. Entre elas destacam-se a producéo de acetato (AGCC
mais abundante) por R. albus que € utilizado pelas bactérias F. prausnitzii para gerar butirato, AGCC
essencial para a manutencdo da saude intestinal e para o desenvolvimento de células T. Ja as
espécies R. bromii e R. callidus efetuam a degradacao de polissacarideos complexos que se tornam

importantes fontes de energia para os microrganismos que colonizam o intestino©482],

Bactérias pertencentes aos género Bifidobacterium, Lactobacillus e Lactococcus possuem uma
funcdo protetora da mucosa intestinal, funcionando como probiético, isto é, quando em
concentracdes equilibradas contribuem para a manutencao do equilibrio intestinal. Normalmente
estas bactérias encontram-se em reduzidas concentragdes em casos de DI, o que coincide com 0s
resultados obtidos. Nomeadamente para a espécie bacteriana Bifidobacterium gallinarum group
cuja frequéncia foi promovida pela HU nas criangcas com DF. A maioria das espécies de
Bifidobacterium juntamente com Lactobacillus possuem a funcéo de protecdo do organismo contra
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a processos inflamatdérios, promovendo a estimulacéo de producéo e regulacao de interleucina-10
(citocina com poder anti-inflamatorio). Espécies de Lactobacillus tornam-se ainda agentes
essenciais na manutencdo da barreira intestinal contribuindo para o impedimento do crescimento
de bactérias patogénicas devido a producdo de acido lactico®®, Os resultados obtidos
demonstraram que, a terapéutica com HU contribuiu para o ligeiro aumento da frequéncia de

espécies bacterianas produtoras de acido lactico nas criangas com DF.

Ambas as regides hipervaridveis do gene 16S sdo capazes de detetar a presenca de bactérias
Collinsella aerofaciens group, com uma presenca ligeiramente mais acentuada na regidao V3-V4.
Estas estdo associadas a fermentagdo de alguns hidratos para a producdo de AGCC na regido do
colon, essenciais para reagdes anti-inflamatérias®!. Geralmente espécie C. aerofaciens encontra-
se relacionada com um bom ambiente intestinal sendo que, quando em reduzidas concentrages
podera ser associada a inflamag6es intestinais. Deste modo, a maior frequéncia desta espécie apos
a terapéutica podera consistir um indicador satisfatério para a DF uma vez que é associada a um

ambiente intestinal saudavel.

Observou-se ainda a presenca de bactérias ndo benéficas da espécie C. difficile na microbiota
intestinal de criangas com DF. C.difficile consiste numa bactéria gram-positiva, produtora de toxinas
e responsavel por causar diarreias e infecdes. A infecdo causada por estas bactérias ocorre
principalmente em pacientes hospitalizados e com presenca de disbiose, promovendo a patogénese
de doengas intestinais!®". Em individuos com DIl a indugdo de antibiéticos podera contribuir para a
ocorréncia de um desequilibrio na producédo de acidos biliares secundarios contribuindo para a
progressdo da colonizacdo por parte destas bactérias patogénicas®?. A literatura sugere que
condigcbes como doenga falciforme contribuem com inimeros fatores de risco nomeadamente,
exposicao a antibidticos, frequentes hospitalizagfes e ainda hipoxias teciduais, que podem conduzir
ao crescimento de bactérias C. difficile®. De acordo com os resultados obtidos verificou-se uma
diminuicdo da presenca destas bactérias apos a terapéutica com HU uma vez que, de acordo com
os dados obtidos a ocorréncia desta espécie apenas é registada numa das amostras referentes a

periodo anterior & administracdo de HU. Perante estes resultados, € possivel afirmar que a

hidroxiureia podera ter contribuido para a reducéo de infecdes causadas por C. difficile.

Varios estudos sugerem ainda que, a relacado entre os filos bacterianos Firmicutes, bactérias que
mantém o equilibrio nutricional através da sintese de &cidos gordos de cadeia curta, e
Bacteroidetes, responsaveis pela modulacdo da resposta imunitaria, constitui um importante
indicador de equilibrio da microbiota intestinal, contribuindo para a manutencao da estabilidade da
microbiota e sendo o seu valor associado a algumas doencas que afetam o intestino®”8. A relacdo
existente entre Firmicutes e Bacteroidetes, que constituem os filos dominantes da microbiota, é
frequentemente associada a determinados processos inflamatoérios que afetam nomeadamente o
sistema imune, promovendo patologias como doencas inflamatdrias intestinais e diabetes tipo 1 ou
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a nivel do metabolismo favorecendo o desenvolvimento de condi¢des como obesidade ou diabetes
tipo 21, Para um equilibrio intestinal microbiano € necessario que a relagdo
Firmicutes/Bacteroidetes seja adequada, isto é, que a abundancia de Firmicutes seja idéntica a
abundancia de Bacteroidetes. Porém, a relacdo entre estes dois filos pode sofrer alteractes
podendo constituir a causa ou o efeito do desenvolvimento de algumas perturbacdes como doencas
inflamatorias intestinais ou obesidade. Na obesidade ocorre um aumento de Firmicutes e
consequentemente uma diminuicdo de Bacteroidetes, verificando-se um aumento da relagdo. Ja
nas DIl verifica-se um aumento de Bacteroidetes acompanhado de uma diminuigdo de Firmicutes
gue esta relacionado com a variagdo do filo de Proteobacteria, 0 que leva a uma diminui¢cdo do
raciol”®. Em DI, as alteracGes bacterianas sdo associadas a gravidade da doenca observada sendo
a abundéancia desta relagdo menor em pacientes com Doenc¢a de Crohn mais grave. De acordo com
a literatura a relacdo Firmicutes/Bacteroidetes encontra-se reduzida na microbiota de individuos
com DF que podera ser resultado dos efeitos dos eventos isquémicos teciduais causados pela
doencal’. O crescimento de alguns géneros bacterianos com caracteristicas, probidticas
nomeadamente, Bifidobacterium, Lactobacillus e Lactococcus, contribuem para a manutencdo do
equilibrio da relag&o entre Firmicutes e Bacteroidetes influenciando o desenvolvimento de DIl ou
obesidade!®. De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, a administracdo de HU
contribuiu para a manutengéo da relacdo estabelecida entre os dois filos, auxiliando na regulagéo
da disbiose intestinal. Em geral, perante os resultados obtidos observa-se que a terapéutica com
HU contribuiu para a regulacéo da relagéo firmicutes/bacteroidetes, no entanto, verifica-se que em
sequéncias da regido V1-V2 o valor da relagdo F/B diminui ligeiramente, o que podera significar
uma diminuicdo da frequéncia de firmicutes nesta regido. Ja em sequéncias da regido V3-V4
regista-se um ligeiro aumento do valor desta relacdo, o que indica uma maior frequéncia de

bacteroidetes.
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6. Capitulo 6 — Conclusdes

6.1. Conclusdes

A presente investigacdo foi realizada recorrendo a andlise de um total de 64 amostras de
microbioma intestinal de criangas angolas com anemia das células falciformes. O principal objetivo
deste estudo consistiu na avaliagdo de possiveis efeitos induzidos pelo farmaco Hidroxiureia (HU)
no microbioma intestinal destes pacientes baseando-se na pesquisa de variacdes ao nivel de

composicao, diversidade e riqueza bacterianas presentes no trato intestinal.
Em sintese foram registados os respetivos resultados:

¢ Os indices de diversidade alfa (que avaliam a riqueza e uniformidade de espécies) foram,
de um modo geral, reduzidos apés seis meses de administragdo do farmaco.

e As reducgdes relativas a alfa diversidade encontradas em sequéncias das regides V3-V4
foram significativamente superiores a V1-V2 o que, poderd significar a presenca de
diferencas significativas de composi¢éo e diversidade de espécies induzidas pela HU que
ndo sdo observadas em V1-V2.

e Relativamente a composicdo microbiana observou-se um aumento de espécies mais
facilmente detetadas em sequéncias de regides V3-V4 do que em V1-V2, o que podera
significar que, a analise de sequéncias de V3-V4 torna-se mais informativa para o estudo de
alguns grupos taxonémicos.

e Comparando as alteracbes microbianas observadas na DF antes da terapéutica com HU
com os mecanismos inflamatoérios de doencas que afetam o bom funcionamento intestinal
como doencas inflamatérias intestinais (DIl) ou obesidade, € possivel compreender que
determinados géneros e espécies bacterianas benéficas entre elas Ruminococcus callidus
e Blautia luti, encontram-se reduzidos no decurso destas patologias. A reducdo destas
espécies contribui para o aumento do risco de colonizacdo do trato intestinal por parte de
bactérias ndo benéficas como C. difficile conduzindo ao desenvolvimento de diversas
infecoes.

e Verificou-se também que a indugdo de HU contribuiu para o crescimento de espécies dos
géneros Bifidobacterium, Lactococcus e Lactobacillus que possuem caracteristicas
probidticas e influenciam a manutencdo da disbiose intestinal, contribuindo para a
manutencdo da relagéo existente entre os filos firmicutes e bacteroidetes.

e De um modo geral, a terapéutica com HU contribui com o aumento da frequéncia de
espécies benéficas produtoras de acidos gordos e células essenciais para a regulacédo da

barreira intestinal que impede as transloca¢des ocorridas na DF.
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Em suma, a doenca falciforme é muitas vezes caracterizada por provocar dishiose intestinal
uma vez que, 0s seus mecanismos fisiopatoldgicos afetam a integridade da barreira intestinal.
Deste modo, a terapéutica de HU revela-se essencial, ndo apenas na regulacéo de processos
vaso-oclusivos e diminuicdo da necessidade de transfusfes como também na manutencdo da

disbiose intestinal na microbiota causada por esta patologia.

Numa perspetiva da Engenharia Biomédica, o recurso a sequenciacdo de nova geracdo (NGS)
do gene 16S rRNA torna-se bastante importante para o desenvolvimento de novas técnicas de
diagnostico e para o estudo de como determinadas patologias afetam o microbioma intestinal.
A utilizacdo das regides hipervaridveis como V3-V4 torna-se assim essencial para o estudo do
microbioma intestinal uma vez que, constitui uma das regiées mais informativas do gene 16S
rRNA podendo fornecer mais informagdo sobre a composicdo bacteriana da microbiota

intestinal.
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6.2. Perspetivas futuras

Varios estudos sugerem que a administracdo de HU em criancas com anemia das células
falciformes possui beneficios relevantes no que respeita a composi¢édo do microbioma intestinal e a
manutengdo de um bom ambiente intestinal funcional. Ainda assim, futuramente seréo necessarios
estudos mais abrangentes no que respeita & dimenséo da populacdo estudada uma vez que, o
presente estudo foi baseado em 32 amostras provenientes de 16 criancas angolanas, visando

periodos de antes e seis meses ap06s o tratamento com o farmaco.

Embora os resultados obtidos sejam capazes de responder ao desafio inicial serdo necessarios
outros estudos para avaliar mais efeitos no microbioma intestinal induzidos pela HU. Podera
também ser interessante o uso de regides especificas do gene 16S para o estudo de determinados
grupos taxonémicos uma vez que, os resultados obtidos revelam uma maior sensibilidade da regiédo

V3-V4 para o estudo de bactérias Firmicutes quando comparado com V1-V2.

Futuramente, sera também de grande interesse a realizacdo de ensaios clinicos com recurso a
bactérias que se revelam benéficas como Blautia luti e Ruminococcus callidus que possam atuar

probidticos com o objetivo de regular o ambiente intestinal.
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Anexos

1: Protocolo para PCR RS334 e digestdo RFLP
Procedimento para realizacdo do PCR RS334:

1. Identificar 1 tubo de 1.5 mL e os tubos de PCR 0.2 mL;

2. Preparar o Master Mix do PCR (preparar para as amostras pretendidas mais os brancos);

Reagentes:
e mix platinum HS 1l = 12,5 pl;
e Primer 1-fw = 0,5 pl;
e Primer 67-rv=0,5 pl,
o HxO =0,5yl
o DNA =2yl
Volume final = 25 yl em cada tubo de PCR.
3. Colocar 23 pl de master mix em cada tubo de PCR;
4. Pipetar 2 pl de DNA, para o tubo de PCR (amplificar o branco da extragédo e colocar um
branco do PCR onde se coloca agua);

5. Tapar bem o tubo e colocar no termociclador sob as seguintes condigfes:

Condi¢des para PCR: 94°C durante 2 minutos, 35 ciclos (94°C-15 segundos, 60°C-15 segundos,
68°-15 segundos), 4°C até ao fim.

Digestdo RFLP com enzima Bsu36l

1. ldentificar 1 tubo de 0,2 ml com o nimero de aluno respetivo, mais os controlos positivos;

2. Preparar a master mix da digestdo com a enzima Bsu36l;

Reagentes para mix:
e CutSmart buffer = 2 pl;
e BSU36I=1y;
o HO=2yl
Adicionar 5 pl de mix juntamente com 15 pl de produto PCR;

Incubar o produto resultante a uma temperatura de 37°C durante 60 minutos.
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2: Procedimento pararealizacédo de eletroforese

Preparacdo de um gel de agarose a 2%:

e 3 gramas de agarose;
e 150 ml de TBE (buffer);
e 10 pl de gelred (5 pL por cada 50 pL);

Verter o gel no suporte colocado na tina de eletroforese, e colocar 0os pentes necessarios para
formacao dos pocos; esperar 10-15 min até solidificar.

Preparacao da eletroforese:

o 2 ul loading buffer;
e 8l de produto PCR;
e 5yl ladder no primeiro e ultimo poco do gel;

e 100 volts durante 35 segundos;

Visualizar o gel num transiluminador de ultravioleta
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3: PCR do polimorfismo RS334

Figura 25 - PCR do polimorfismo RS334 para a classificagéo das amostras 23F, 23FI, 132F, 132FI| e 115F

Resultados da eletroforese:

Amostra 23F — gen6tipo homozig6tico para anemia falciforme (SS);
Amostra 23FI — gendtipo heterozigético (AS) irmao;

Amostra 132F — gend6tipo homozig6tico para anemia falciforme (SS);
Amostra 132F| — gendtipo heterozigoético (AS) irmao;

Amostra 115F — gend6tipo homozig6tico para anemia falciforme (SS);
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Figura 26 - PCR do polimorfismo RS334 para a caracterizacdo das amostras AF115, Unk1, Unk2 e Unk3
Resultados da eletroforese:
Amostra AF115 — genétipo homozig6tico saudavel (AA);

Amostra ndo classificada unk1 — gendtipo homozigoético para anemia falciforme (SS);
Amostra ndo classificada unk2 — gendtipo homozigo6tico para anemia falciforme (SS);

53



