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RESUMO

O intestino humano abriga milhdes de bactérias, que em conjunto sdo
conhecidas como microbioma ou flora intestinal. Investigar o microbioma
intestinal humano de comunidades tradicionais nos traz informacdes relevantes
de como eram os estados ancestrais do microbioma nas primeiras civilizagdes
humanas e como ocorreram as mudancas ao longo do tempo. Portanto, o
objetivo desta pesquisa foi caracterizar taxonomicamente o microbioma intestinal
de comunidades amerindias tradicionais Yanomami dentro da Amazonia
brasileira e verificar o perfil de resisténcia de Escherichia coli contra os
antibioticos mais utilizados pela medicina. Para isso, foram coletadas amostras
fecais de 18 indigenas Yanomami moradores em aldeias nas areas dos estados
de Roraima e Amazonas, e de 12 individuos ndo-Yanomami moradores da
cidade de Manaus-AM. Inicialmente, apds a extracdo de DNA bacteriano das
fezes, foi realizada uma analise por sequenciamento de nova geracéo da regiao
16S do rRNA, que permitiu a identificagdo taxon6mica das bactérias que
compdem o microbioma intestinal. Em seguida foi avaliada a resisténcia de E.
coli, isoladas diretamente das amostras fecais, contra sete antibidticos da
medicina moderna (Ampicilina, Penicilina, Ciprofloxacina, Cefalexina,
Canamicina, Gentamicina e Tetraciclina) através de antibiograma. Foi
encontrada uma diferenca entre a populacdo Yanomami e a populacdo de
Manaus quando comparado 0s principais géneros encontrados na composi¢cao
do microbioma intestinal, principalmente em relacéo as bactérias caracteristicas
de populagcdes com estilo de vida tradicional, como Prevotella e Treponema. Ja
em relacdo ao perfil de susceptibilidade de E. coli, foram observados altos niveis
de resisténcia por parte das bactérias dos Yanomami, apenas Gentamicina foi
capaz de inibir o crescimento das bactérias de todos os individuos Yanomami.
Diferentemente das bactérias dos individuos de Manaus, que apresentaram um
perfil de sensibilidade para seis dos sete antibidticos testados. Apesar do contato
com as populac¢des urbanizadas, os Yanomami do territério brasileiro ainda
mantém no seu microbioma intestinal as bactérias de uma comunidade
tradicional.

Palavras chave: Microbioma intestinal, Resisténcia aos antibiéticos,
Yanomami



ABSTRACT

The human gut houses millions of bacteria, which together are known as
microbiome or intestinal flora. Investigating the human gut microbiome of
traditional communities brings us relevant information on how the ancestral
microbiome states were in early human civilizations and how changes occurred
over time. Therefore, the objective of this research was to characterize the gut
microbiome taxonomically of traditional Amerindian societies within the Brazilian
Amazon and verify the resistance profile of Escherichia coli against the antibiotics
most used by medicine. For this, fecal samples were collected from 18 Yanomami
Indians living in villages in the areas of Roraima and Amazonas, and 12 non-
Yanomami individuals living in Manaus. Initially, a new generation sequencing
analysis of the 16S rRNA region was carried out, which allowed the taxonomic
identification of the bacteria that make up the intestinal microbiome. The
resistance of E. coli, isolated from fecal samples, was evaluated against seven
antibiotics of modern medicine (Ampicillin, Penicillin, Ciprofloxacin, Cephalexin,
Kanamycin, Gentamicin and Tetracycline) by antibiogram. A difference was
found between the Yanomami population and Manaus population when
compared to the main genera found in the composition of the intestinal
microbiome, especially in relation to the bacteria characteristic of populations with
traditional lifestyle, such as Prevotella and Treponema. In relation to the
susceptibility profile of E. coli, high levels of resistance were observed by the
Yanomami bacteria, only Gentamicin was able to inhibit the growth of the
bacteria. Differently from the bacteria of Manaus individuals, who presented a
sensitivity profile for six of the seven antibiotics tested. Despite the contact with
the urbanized populations, the Yanomami of the Brazilian territory still maintains
in their intestinal microbioma the bacteria of a traditional community.

Key words: Gut microbiome, Antibiotics Resistance, Yanomami.
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1 INTRODUCAO

O intestino humano abriga milhées de bactérias, que em conjunto séo
conhecidas como microbioma ou flora intestinal. Alguns estudos demonstram
que habitantes de areas industrializadas possuem uma diversidade menor de
microrganismos, se comparados com cacadores e coletores de alimentos, por
exemplo, da Africa, Peru e Papua Nova-Guiné (OBREGON-TITO et al., 2015),
aspecto preocupante, pois a auséncia de diversidade bacteriana também tem
sido relacionada a obesidade, diabetes e diversas doencas autoimunes, como
alergias, doenca de Crohn e colite ulcerativa (GIONGO et al., 2011;
YATSUNENKO et al., 2012).

A interacdo hospedeiro-micrébio torna-se determinante nos processos
fisiolégicos do hospedeiro, podendo afetar positivamente respostas imunes, 0
comportamento e inclusive ser responsavel pela homeostase metabdlica dos
mesmos (HENAO-MEJIA et al.,, 2012). Existe um incremento acelerado do
interesse pelo estudo de microbiomas intestinais de comunidades humanas com
formas de subsisténcia tradicionais (cacadores, agricultores e coletores), pois
permite descobrir novas evidéncias sobre o0s estados ancestrais dos
microbiomas e as mudancas histéricas na interacdo hospedeiro-microbio, como
por exemplo, quais bactérias estdo faltando em nossa flora intestinal? Quais
bactérias estamos perdendo? E como estdo relacionadas com os habitos
alimenticios, estilos de vida e algumas doencas das novas civilizacdes?
(OBREGON-TITO et al., 2015). De fato, muitas dessas pesquisas tém permitido
gerar ferramentas dietéticas como probidticos de cepas humanas perdidas, de
extrema importancia na nossa flora para a prevencao de doencas, ou inclusive,
o desenvolvimento de métodos como transplante do microbioma fecal (WEIL &
HOHMANN, 2015), utilizado para o tratamento de doencas intestinais graves,
como aquelas causadas por Clostridium difficile, em casos em que a resisténcia
antibidtica prevalece e estes ndo possuem mais efeitos na erradicacdo da

bactéria.

Apesar da grande importancia para transformar a saude e a medicina

humana, a diversidade microbiana intestinal tem sido pouco explorada,



14

principalmente em relacdo as populacées humanas ancestrais ou com estilos de
vida tradicionais. Sabe-se também que o microbioma humano estudado até hoje,
remota ou urbana, possui uma grande diversidade de genes de resisténcia aos
antibioticos (BARTOLONI et al., 2009; SOMMER, DANTAS & CHURCH, 2009),
porém nao existe uma deteccdo de genes de resisténcia por parte destas
bactérias aos antibidticos da era moderna em sociedades dentro da Amazénia
brasileira. Desconhecimento que aumenta o risco de ameaca e vulnerabilidade
destas comunidades amerindias. Nesse ultimo ponto, ja foi comprovado que a
resisténcia aos antibiéticos da medicina moderna por parte destas comunidades

constitui uma das maiores ameacas para as mesmas (CLEMENTE et al., 2015).

No Brasil, as comunidades com estilos de vida tradicionais sdo 0s povos
indigenas e até o momento, cerca de 80% desses povos habitam as regides da
Amazonia brasileira. Essas sociedades, vivendo em ambientes diversificados,
apresentam imensa variabilidade em termos de tempo e formas de contato,
alimentacéo e formas de subsisténcia, englobando desde grupos que vivem em
contextos urbanos, em transicdo e até os ditos ‘isolados’ (PINA DE BARROS,
2003). Essa rigueza de etnias representa para a Amazonia brasileira um grande
potencial, inigualavel comparado com qualquer outro local do mundo, na
possibilidade de conhecer estes estados mais primitivos e ancestrais do
microbioma humano, o processo de transicdo dos mesmos como resposta aos
estilos de vida urbanizados e sua relacdo com as doencas. Apesar disso, néo
existem estudos na Amazonia brasileira relacionados com esta nova tematica, a
qual, sem duavida, representa uma nova alternativa na busca de solucdes para
algumas doencas das sociedades contemporaneas. Uma abordagem simultanea
de caracterizagdo dos microbiomas nestes estados da transicao e o perfil de
sensibilidade de Escherichia coli pode fornecer informacdes para a criagdo de
politicas de saude publica voltadas para as comunidades Yanomami da
Amazbnia brasileira. Portanto, o estudo teve como objetivo caracterizar
taxonomicamente o microbioma bacteriano intestinal de comunidades indigenas
Yanomami e avaliar o perfil de sensibilidade a alguns antibiéticos de E. coli

encontrados no microbioma desses indigenas.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Microbioma intestinal humano

2.1.1 Composicao e modulacao pela alimentacao

O corpo humano abriga uma variedade enorme de microrganismos que
em conjunto sdo conhecidos como microbioma. Nesse conjunto de
microrganismos sdo encontrados bactérias, fungos e virus (BACKHED et al.,
2012) e seus respectivos genes importantes para definir a sua composicao e
funcado. Dentre todos os microbiomas do corpo humano, o microbioma intestinal
€ aquele que possui uma maior diversidade de microrganismos,
consequentemente aquele que tem fungdes metabdlicas importantes. Para cada
célula humana encontrada no intestino, existem aproximadamente 100 células
bacterianas totalizando cerca de 100 trilhdes de microrganismos (WU e LEWIS,
2013). Ao todo se estima que o0 microbioma intestinal humano abriga mais de
1.000 espécies bacterianas diferentes (SENDER, FUCHS e MILO, 2016). A
maior classe bacteriana encontrada no microbioma intestinal humana pertence
ao filo Bacteroidetes e ao filo Firmicutes (ECKBURG et al., 2005; TREMAROLI
& BACKHED, 2012).

A formacéo do microbioma intestinal € iniciada a partir do nascimento do
bebé, logo ao passar pelo canal vaginal da mée, e as bactérias (principalmente
Lactobacillus) sdo assim transferidas para o filho, ou ainda as bactérias da pele
da mae, caso o0 nascimento seja a partir de cesarea. (PALMER et al., 2007). Os
bebés que nascem de parto natural comecam a desenvolver um microbioma
diferente daqueles que tém um nascimento por cesarea e isso podera ter uma
influéncia na saude dessas criangas no futuro, pois o microbioma de alguns
bebés que nascem pelo parto cesariano esta relacionada com a obesidade na
vida adulta (MUELLER et al., 2015; RIGON et al., 2012).

A fonte de alimentacdo € um fator de fundamental importancia para a
composi¢cdo do microbioma intestinal humano. Desde a alimentacgdo pelo leite
materno, o microbioma intestinal humano vem sendo moldado, com diferencas

significativas dependendo do tipo de alimentacdo (leite e sdlidos), podendo
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apresentar uma maior abundéancia de probidticos no microbioma de criancas
apenas alimentadas com leite nos primeiros dois anos de vida (THOMPSON et
al., 2015). A composicdo do microbioma intestinal vai sendo alterada a partir da
introducé@o de outros alimentos para complementar a alimentacdo com o leite
materno, que sao os alimentos sdlidos que podem estar relacionados com a vida
adulta (LI, ZHOU e LIU, 2013). As bactérias sdo responsaveis ainda pela
degradacdo de alguns tipos de alimentos caracteristicos, e caso essa fonte de
alimentacdo seja alterada, essas bactérias irdo perdendo espaco na flora
intestinal alterando assim a sua composi¢ao, e abrindo oportunidade para outras
bactérias oportunistas (FILIPPIS et al., 2015; FLINT et al., 2012).

O microbioma intestinal tem papel fundamental para respostas
imunologicas, defesa contra patdgenos, uma melhor capacidade metabdlica, no
comportamento e desenvolvimento gastrointestinal (HENAO-MEJIA et al., 2012).
Estudos com comunidades tradicionais demostraram que o microbioma dessas
sociedades remotas possui uma enorme diversidade de microrganismos quando
comparados com as populacdes industrializadas, pois essas sociedades vivem
de uma alimentacdo basicamente rica em fibras, com pouca ingestao de
gorduras, e assim foi verificado a auséncia de doencas e a nao utilizagdo ou
pouca utilizacao de antibiéticos da medicina moderna (CLEMENTE et al., 2015;
DE FILIPPO et al., 2010; MARTINEZ et al., 2015; OBREGON-TITO et al., 2015;
SCHNORR et al.,, 2014; YATSUNENKO et al., 2012). J& as comunidades
industrializadas que possuem um microbioma desenvolvido de forma diferente
tende a ter seu sistema imunoldgico também alterado e assim corre um maior
risco de doencas autoimunes e alergias (BLASER e FALKOW, 2009; HOOPER,
LITTMAN e MACPHERSON, 2012). Outras doengas também vém sendo
relacionadas com o microbioma intestinal, como por exemplo, também
obesidade e diabetes (CLEMENTE et al., 2015; GIONGO et al., 2011).

2.1.2 Doencgas intestinais

As alergias relacionadas aos alimentos dependem dos fatores ambientais
importantes para intestino, principalmente quando esses fatores acabam
afetando as bactérias comensais, podendo assim alterar a composicéo e levar

ao mau funcionamento do sistema imunolégico (PURCHIARONI et al., 2013). Ja
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as doencas inflamatorias intestinais, principalmente doenca de Crohn e colite
ulcerativa, sdo as doencas responsaveis pelas maiores causas de diarreia, dores
intestinais, ocasionalmente seguidas de febre e sangramento retal. A doenca de
Crohn € uma inflamacdo em qualquer 6rgdo do gastrointestinal, principalmente
a parte inferior do intestino delgado e também do intestino grosso. A colite
ulcerativa é caracterizada por Ulceras proximas ao cOlon (KASER, ZEISSIG e
BLUMBERG, 2010) e dificilmente sao separadas uma da outra, sendo
classificadas como doencas inflamatorias intestinais. Pacientes com colite
ulcerativa foram associados com uma boa taxa de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, enquanto que Gammaproteobacteria no intestino sao
relacionados com a doenca de Crohn (GUINANE e COTTER, 2013; LI et al.,
2012).

Estudos relacionando a obesidade com o microbioma intestinal, sempre
indicaram a abundancia de Firmicutes e reducéo de Bacterioidetes, tanto para
em testes realizados em camundongos quanto para humanos (LEY, 2010). Essa
relacdo entre Bacterioidetes e Firmicutes também é encontrada no microbioma
intestinal de pacientes com diabetes tipo 2 (REMELY et al., 2016). Foram
encontrados em pacientes com diabetes tipo 2 algumas espécies como
Akkermansia muciniphilia, Peptostreptococcus anaerobius, Bacteroides
thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus, Peptostreptococcus anaerobius e
bactérias do género Clostridium, oportunistas que levam a outras inflamacdes
(QIN et al., 2012, REMELY et al., 2016).

Em contrapartida desses agentes patdégenos encontrados no intestino
humano, existem microrganismos benéficos a sautde humana que sdo nossos
aliados contra essas doencas intestinais inflamatorias, os probiéticos. Os
probidticos surgem como solucdo para algumas inflamagbes e irritacdes
relacionadas com 0s microrganismos do intestino. Segundo a Organizacao
Mundial de Saude, os probioticos sdo definidos como 0s organismos vivos que
conferem beneficio a saude do hospedeiro quando utilizados de maneira
adequada. Os probiéticos geralmente do género Lactobacillus podem restaurar
a composicdo da flora intestinal, introduzindo metabdlitos melhorados ao

hospedeiro, produzindo acido latico a partir da glicose, podendo ser uma forma
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de tratamento ou prevencao de algumas inflamacdes intestinais, (HEMARAJATA
e VERSALOVIC, 2013).

Outra ferramenta importante para a erradicacao dessas doencas é o
transplante do microbioma fecal (WEIL e HOHMANN, 2015). A infec¢do causada
por Clostridium difficile € uma das principais causas de morte por infec¢cdes no
intestino. A C. difficile esta presente no microbioma de até 20% dos adultos, e
nao causa nenhum dano ao hospedeiro saudavel com bons habitos de higiene
e alimentacdo. Porém com o uso de alguns antibiéticos para o tratamento de
outras infeccdes, a C. difficile se manifesta, pois apresenta uma resisténcia aos
antibiéticos utilizados em outros tratamentos, produzindo toxinas e causando
colites e diarreias agudas. Como resposta aos tratamentos nao eficazes
utilizando antibioticos, o transplante do microbioma fecal permite que o paciente
receba de um doador saudavel e compativel, fezes tratadas em laboratorio com
soro fisioldgico, por via oral ou anal, onde a flora intestinal é rapidamente
recuperada pela alteracdo da sociedade microbiana, uma alternativa para a
eliminacao das bactérias da flora intestinal que séo resistentes aos antibiéticos
modernos (GANC et al., 2015).

Sabendo-se que 0 nosso microbioma intestinal evolui conosco e a nossa
saude depende de certa forma desses microrganismos, torna-se importante
manter um equilibrio na sua composicédo, com a utilizacdo de probidticos na
alimentacdo ou em casos mais graves a alteracao da composi¢cao do microbioma
por meio de transplante é uma sugestao para evitar desenvolvimento de algumas
patologias nos hospedeiros ou ainda uma forma de terapia para o caso de
pacientes que sofrem com doencas intestinais (GUINANE e COTTER, 2013).
Além de doengas intestinais graves, o uso de varios antibioticos também traz a
possibilidade da selecdo microbiana, onde as bactérias se tornam menos
sensiveis e mais resistentes aos antibioticos, sendo assim dificil a sua

erradicacdo e uma preocupacio para a medicina (BACKHED et al., 2012).

2.1.3 Resisténcia aos antibi6ticos

O uso de antibiéticos modernos pode trazer algumas complica¢des devido

a0 seu uso excessivo, causando desequilibrio do microbioma intestinal. Sobre
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este ponto, estudos recentes indicam que a resisténcia aos antibidticos da
medicina moderna por parte de comunidades tradicionais constitui uma das
maiores ameacgas para as mesmas. Sabe-se que o microbioma humano
estudada até hoje, seja ela remota ou urbana, possui uma grande diversidade
de genes de resisténcia aos antibioticos (BARTOLONI et al., 2009; SOMMER,
DANTAS e CHURCH, 2009).

Os antibiéticos surgiram como uma solugéo para as infec¢des bacterianas
gue afetavam a humanidade, principalmente durante a Segunda Guerra mundial.
A descoberta da Penicilina por Alexander Fleming foi um grande marco, pois foi
0 primeiro antibidtico descoberto a ter grande sucesso. Porém, a resisténcia ao
antibidtico causou um problema de salde na mesma década, pela rapida
adaptacao e capacidade de resistir ao antibiotico por parte de algumas bactérias.
Com o passar dos anos, novos antibiéticos foram sendo descobertos, utilizados
com sucesso, e sendo contratados com a resisténcia das bactérias anos depois.
Nos dias atuais a situacdo € ainda pior, sendo que algumas bactérias sao
capazes de resistir a varios antibioticos tradicionais (as chamadas
superbactérias) devido ao uso excessivo, prescricdo inadequada ou uso sem
acompanhamento médico (VENTOLA, 2015).

As bactérias sédo capazes de adquirir a resisténcia por varios mecanismos
como introducé@o de genes exdgenos, transposons ou mutacdes. Entre esses
varios mecanismos estdo as mutacfes espontaneas, transferéncia horizontal,
seja por transformacéo, conjugacéo ou transducéo, e ainda devido a pequenas
populacdes hipermutantes (verificadas principalmente em Escherichia coli), que
sdo capazes de elevar a sua taxa de mutacéo rapidamente quando estdo sob
selecdo (BENNETT, 2008; DZIDIC, SUSKOVIC e KOS, 2008).

A utilizac&do desses medicamentos por um periodo prolongado e sem um
acompanhamento médico pode causar o surgimento de uma superbactéria com
resisténcia a varios tipos de antibidticos. Isso € um aspecto mais agravante ainda
nas comunidades tradicionais, pois um primeiro contato com esses
medicamentos pode trazer riscos com infecgdes mais agravantes. Clemente et

al., (2015) encontraram 28 genes funcionais de resisténcia no microbioma
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intestinal e oral de amerindios isolados mesmo sem nenhum contato prévio com
as sociedades modernas, um achado muito importante para a equipe de saude
que faz um acompanhamento junto a essas comunidades para evitar uma maior
exposicao dos antibidticos e que a resisténcia bacteriana também seja um

problema futuro para aguela comunidade.

2.2 Comunidades amerindias Yanomami

As sociedades amerindias sdo as primeiras civilizacbes que habitavam a
América antes mesmo das primeiras navegacdes europeias chegarem ao
continente com os seus colonizadores. De acordo com a teoria do povoamento
das Américas pelo Estreito de Bering, as populacdes migraram da Asia para a
América através de uma passagem que ligava os dois continentes
(RASMUSSEN et al., 2014), ou também por uma viagem pelo Oceano Pacifico
através de navegacfes (PERKINS, 2013). Essas comunidades se reproduziram,
permaneceram nas novas terras e continuaram com as mesmas fontes

alimentacéo, costumes e religibes até a chegada dos europeus.

Os povos Yanomami vivem em uma sociedade de cagcadores/agricultores
localizados ao norte da floresta tropical no Brasil e também na Venezuela (Figura
1) cujo contato com a sociedade contemporanea é relativamente recente
(TOURNEAU, 2010) (Figura 2). O territério Yanomami possui quase 192.000
kmz2, na regiao dos afluentes da margem direita do rio Branco e esquerda do rio
Negro. Atualmente existem cerca de 35.000 Yanomami vivendo nas tribos no

Brasil e na Venezuela (Instituto S6cio Ambiental, 2016).
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Figura 1. Distribuicédo do territério Yanomami na América do Sul.
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Fonte: Instituto Socioambiental (2009)

A populagdo Yanomami no Brasil tem cerca de 19.247 pessoas,
distribuidas em 251 comunidades (Servi¢co de Epidemiologia — DSEI Yanomami,
2010) em uma area de 96.649 km2. Dentro do Amazonas, a populacéo
Yanomami € a Unica, até hoje conhecida, comunidade tradicional que possui
todos os estagios de transicdo para a urbanizacdo: populacées completamente
isoladas (Tribo na Venezuela), em processo de urbanizacéo (populacdes rurais
nos estados do Amazonas e Roraima) e com membros ja urbanizados (membros
moradores na cidade de Manaus-AM e Boa Vista-RR). Desses trés estagios, s6
um tem sido estudado até hoje. A tribo isolada na Venezuela teve seu
microbioma caracterizado funcional (genes de resisténcia antibiética) e
taxonomicamente. O trabalho pioneiro realizado por Clemente et al., (2015)
analisaram uma populacdo humana ancestral completamente isolada (ha cerca

de 11 mil anos), a mais antiga de que se tenha registro.
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Figura 2. Expansdo dos Yanomami e primeiros registros de contatos com

homem branco ao longo dos seus territérios.
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Mesmo com a complexidade da descoberta, estudos de caracterizacdo de
microbiomas intestinais de individuos da tribo Yanomami experimentando
processo de industrializacdo/urbanizacdo ou jA imersos em ambientes
urbanos/industrializados, ndo foram realizados até hoje. Deste modo,
entendemos que nossos achados podem agregar informacdes relevantes para
minimizar os riscos de ameaca e vulnerabilidade a saude destas comunidades
indigenas, bem como ampliar o entendimento e a busca de solu¢gbes para
algumas doencas das sociedades contemporaneas e/ou urbanizadas,

relacionados a seu estilo de vida.

As aldeias Yanomami no Brasil estdo distribuidas nos territorios dos
estados de Roraima e do Amazonas, sendo algumas delas com acesso a
cidades préximas, como por exemplo Barcelos (Amazonas) e Boa Vista
(Roraima), e outras aldeias bastante isoladas, com acesso restrito, onde o
contato da equipe de saude indigena so € possivel através de deslocamento com

helicopteros. A parte médica é de responsabilidade do Distrito Sanitario Especial
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Indigena Yanomami (DSEI-Y), onde possuem identificados e localizados 37
Pdélos-Base com uma equipe médica para cada regido das aldeias com o auxilio
de transportes aéreos, fluviais ou terrestres para o contato com as tribos. Os
Yanomami contam ainda com a Casa de Apoio a Satude do indio (CASAI) em
Boa Vista para o alojamento dos indigenas que necessitam de medicamentos e
tratamentos mais adequados, onde recebem vacinacdo, vermicidas e
antibiéticos, para tratar de enfermidades comuns na populagdo como febre e
diarreias (FREITAS, 2008).

Os Yanomami alimentam-se basicamente de sementes, raizes e frutos da
floresta, e semanalmente comem da caca e da pesca. A mandioca € um desses
principais alimentos e seve ainda como matéria prima para a fabricacdo de uma
massa para a sua alimentacdo, o biju, e também para o preparo do chibé
(mandica e Agua basicamente) que é diariamente consumido, e também o caxiri,
bebida com um alto teor alcodlico. Praticamente todos os Yanomami, desde a
sua infancia ja fazem o uso do benehé, constituido por folhas de tabaco
enroladas em cinzas que ficam na boca (na regido entre os dentes e os labios
inferiores), sendo uma prética da cultura indigena dessa etnia fazer o uso do

tabaco desde os primeiros anos da infancia (FREITAS, 2008).

Apesar disso os diferentes grupos Yanomami causam uma diversidade
em muitos aspectos para a etnia. Alguns polos possuem contato direto com
garimpeiros nas suas terras, esses com maiores riscos de contaminag&o por
algumas doencas, outros consomem alimentos ja industrializados como arroz e
feijdo, possuem domesticacdo de animais e fazem viagens constantes a cidade
para comprar roupas, facOes, panelas, bebidas alcodlicas, etc. Em alguns
subpolos, os missionarios da igreja Catdélica incentivam as criancas e jovens a
nao consumirem as bebidas alcodlicas, o que é confirmado pelo respeito e

confiangca que os indigenas possuem nos religiosos.

2.3 Estudo dos Microbiomas

2.3.1 Ferramentas

O cultivo de bactérias de microbiomas pelas praticas tradicionais da

microbiologia é capaz de isolar alguns microrganismos e identifica-los em nivel
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de espécie, porém essa pratica depende de varios meios de culturas diferentes
e crescimentos em varias condi¢cfes para a obtencdo de crescimento de até 50%
das bactérias cultivaveis do intestino humano (CLEMENTE et al.,, 2015;
ECKBURG et al., 2005). Os antigos métodos para a identificacdo molecular
dependiam do crescimento das bactérias em placa, e seguiam de extracdo de
DNA dessas colbnias, amplificacao e clonagem desses fragmentos amplificados
para a criagdo de bibliotecas genOGmicas. Uma posterior identificacdo por
sequenciamento em sequenciador automatico dos fragmentos clonais, e
finalmente a identificacdo por comparacdo em banco de dados. Porém a
desvantagem seria de que apenas as espécies bacterianas que apresentaram
crescimento seriam identificadas, perdendo talvez mais da metade das espécies
existentes no microbioma. Portanto, esse métodos antigos subestimavam a

verdadeira diversidade existente.

Atualmente a ferramenta mais utilizada em estudos para identificacéo
taxonémica e filogenia dos microrganismos presentes nos microbiomas € o
sequenciamento de nova geracéo utilizando o gene 16S do rRNA (CLEMENTE
et al., 2015; MARTINEZ et al., 2015; OBREGON-TITO et al., 2015; SCHNORR
et al., 2014). O gene 16S do rRNA possui nove regiées variaveis (V1-V9) que
sdo utilizadas para identificacdo ou analisar a diversidade bacteriana em
microbiomas. Cada regido variavel tem uma vantagem para identificacdo de
certos tipos de bactérias (principalmente patdgenos), porém a regido que
consegue distinguir o maior nimero de espécies/géneros de determinada
amostra € a regido hipervariavel V4, sendo realizados diversos estudos dessa
regido assim como a regiées V1-V2, V5-V6, em alguns casos (CHAKRAVORTY
et al., 2007; CLEMENTE et al., 2015; MARTINEZ et al., 2015; YANG, WANG e
QIAN, 2016).

Atualmente para uma melhor andlise do 16S é necessario uma plataforma
de sequenciamento de nova geragao. Esses sequenciadores proporcionaram a
analise de genomas completos em poucas horas e uma sequéncia de alto
rendimento, sendo uma possibilidade para sequenciar genomas bacterianos
completos com uma certa facilidade (CAPORASO et al., 2012). A utilizagao da

Bioinformatica e Bioestatistica também se tornam indispensaveis para a
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realizacdo dos estudos taxonémicos dos mibrobiomas. Varios pacotes de
conjuntos do softwares ja estao disponiveis para os pesquisadores, assim como
plataformas online com banco de dados e inputs ja disponiveis para se realizar
blast das sequéncias e assim identificar o conjunto de bactérias de cada
individuo (HUSE et al., 2014; SCHLOSS et al., 2009).

2.3.2 Projetos Microbioma Humano

Com o avanco da tecnologia de sequenciamento de nova geracdo uma
nova tendéncia foi lancada em meados de 2008, quando foi proposto o
sequenciamento do microbioma humano, participando cerca de 80 instituicoes
de pesquisa com um financiamento de R$ 360 milhdes de reais, sendo finalizado
em 2012. O Projeto Microbioma Humano (PMH) identificou as comunidades
microbianas de 18 localidades diferentes do corpo humano, com relevancia para
a saude humana, onde foram encontrados 5.140.472 milhdes de genes
bacterianos e pouco mais de 10.000 mil espécies bacterianas presentes no
microbioma humano de uma pessoa saudavel. Além disso, os resultados
mostraram que o microbioma intestinal humano é responsavel pela producao de
anti-inflamatoérios que 0 nosso genoma nao € capaz de produzir, importante na
composicdo da flora intestinal de pessoas com a doenga de Crohn e colite
ulcerativa (CONSORTIUM, 2012; CONSORTIUM, 2012).

Além do PMH, outro projeto foi desenvolvido na Europa por 15 instituicdes
de pesquisas em oito paises diferentes chamado MetaHIT (Metagenémica do
Trato Intestinal Humano). O projeto visava principalmente ter um maior
entendimento sobre duas preocupacdes agravantes da populacdo europeia: a
obesidade e as doencas inflamatorias intestinais, criando um catalogo de 3.3
milhdes de genes, verificando a frequéncia do genoma dos microrganismos em
determinados individuos e relaciona-los com algumas doencas (QIN et al.,
2010). O MetaHIT e o PMH séao utilizados como banco de dados fundamentais
para a realizacdo de estudos comparativos de caracterizacdo de microbiomas
intestinais humanos atualmente, servindo assim como uma ferramenta

bioinformatica importante para explorar ainda mais esse universo bacteriano.
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O estudo do microbioma humano é um caminho a ser seguido atualmente
para a pesquisa e de grande importancia para a saude. A revista Science
realizou a criacdo da Unified Microbiome Initiative (UMI), um ambicioso esforco
de pesquisa envolvendo cientistas de instituicbes dos Estados Unidos para
focalizar nos estudos dos microbiomas, assim como a revista Nature, que fez
uma proposta para a implantacdo da International Microbiome Initiative (IMI),
uma rede de pesquisa com a finalidade de ter um maior compartilhamento de
informacdes sobre os microbiomas e incentivar mais pesquisas voltadas para a
diversidade microbiolégica em todo o planeta. Esses novos convénios, estudos
e pesquisas mostram que a investigacdo dos microbiomas tem uma importancia
atual para a area da saude e uma grande possibilidade para novas descobertas
e novos conhecimentos (ALIVISATOS et al., 2015; DUBILIER, MCFALL-NGAI e
ZHOU, 2015).

Apesar destas novas pesquisas sobre a investigacdo de microbiomas
humanos ainda ndo existem estudos que caracterizem uma populacdo na
Amazoénia brasileira. Uma avaliacdo da composicdo dos microbiomas nestes
estados da transicdo e também a do perfil de sensibilidade de Escherichia coli
pode fornecer informacdes para a criacéo de politicas de salde publica voltadas
para as comunidades Yanomami da Amazoénia brasileira. Portanto, o estudo teve
como objetivo caracterizar taxonomicamente o microbioma bacteriano intestinal
de comunidades indigenas Yanomami e avaliar o perfil de sensibilidade a alguns

antibioticos de E. coli encontrados no microbioma desses indigenas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar taxonomicamente o microbioma intestinal de uma sociedade
amerindia tradicional dentro da Amazobnia brasileira e comparar com o

microbioma intestinal de uma populacao urbanizada de Manaus-AM.
3.2 Especificos

e Identificar molecularmente as bactérias que compdem o microbioma
intestinal.

e Avaliar a diversidade dos microbiomas e a relacdo com os estilos de vida.

e Examinar a resisténcia de isolados de Escherichia coli do microbioma

intestinal Yanomami contra alguns antibiéticos modernos.
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O microbioma intestinal dos Yanomami na Amazonia brasileira
Alencar, R.M.%; Martinez, J.G.12; Fantin, C.2

1 Grupo de pesquisa em Genética Molecular e Citogenética, Laboratério de
Genbmica e Protedmica, Escola Superior de Ciéncias da Saude, Universidade
do Estado do Amazonas, Avenida Carvalho Leal 1777 - Cachoeirinha, Manaus,
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Rodrigo Octavio Jorddo Ramos, 3000, Setor Sul, Coroado I, Manaus, Brasil.

Resumo

O microbioma intestinal humano de comunidades tradicionais estdo sendo alvo
de estudos recentes devido a relacdo da composi¢cdo do microbioma com a
saude, e também devido ao avanco das tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo. O objetivo desta pesquisa foi caracterizar taxonomicamente o
microbioma intestinal da etnia Yanomami, uma sociedade de cacadores-
coletores no norte da floresta amazonica brasileira. Foi feito um sequenciamento
da regidao V1-V2 do gene 16S do rRNA das amostras fecais dos indigenas
Yanomami e individuos da cidade de Manaus-AM para uma melhor comparacao.
Foi encontrada uma diferenca entre a populagcdo Yanomami e populacédo de
Manaus quando comparado 0s principais géneros encontrados na composi¢ao
do microbioma intestinal, principalmente em relacdo as bactérias caracteristicas
de populacdes com estilo de vida tradicional, como Prevotella e Treponema,
além de uma grande abundancia do género Lactobacillus. Porém, quando
analisados os indices de diversidade bacteriana, as duas populacdes
apresentaram indices similares de diversidade alfa. Apesar do contato com as
populacdes urbanizadas, os Yanomami do territorio brasileiro ainda mantém no
seu microbioma intestinal as bactérias de uma comunidade tradicional, apesar
da distancia geogréfica, de alimentacdo e estilo de vida. Ainda assim, a
populacdo de Manaus se mostrou com uma certa proximidade, em relagéo a
diversidade bacteriana, da populagcdo Yanomami.

Palavras chave: 16S rRNA, Microbioma intestinal, Yanomami.
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INTRODUCAO

Com o avanco da tecnologia do sequenciamento de nova geragao, o
estudo do microbioma intestinal humano j& foi possivel ter uma maior
compreensdao de como estdo relacionados a composicdo do microbioma
intestinal com a saude de cada individuo. Com o sequenciamento do gene 16S
do rRNA por uma plataforma de nova geracao € possivel identificar as bactérias
que estdo presentes no intestino humano a partir de técnicas independentes de
cultivo, tendo assim um maior conjunto de resultados em relag&o ao crescimento
de colbnias bacterianas (CONSORTIUM, 2012). Alguns estudos com essa nova
tecnologia demonstraram a importancia de se manter uma alta diversidade
bacteriana em nosso microbioma, algo que ja foi verificado em habitantes de
comunidades tradicionais, como sociedades de cacgadores e coletores de
alimentos, por exemplo, da Africa, Peru e Papua Nova-Guiné (OBREGON-TITO
et al., 2015). E em contra partida, as populacdes industrializadas apresentam em
sua composicao bacteriana intestinal uma auséncia dessa diversidade, sendo
este um resultado importante, j& que a baixa diversidade de bactérias tem sido
relacionada a obesidade, diabetes e diversas doencas autoimunes, como
alergias, doenca de Crohn e colite ulcerativa (GIONGO et al., 2011;
YATSUNENKO et al., 2012).

Atualmente existem estudos relacionados com a composicdo do
microbioma intestinal de comunidades tradicionais, pois permitem descobrir
novas evidéncias sobre os estados ancestrais dos microbiomas e as mudancas
histéricas na interacdo hospedeiro-micrébio (GIRARD et al., 2017; GOMEZ et
al., 2016; MARTINEZ et al., 2015; SCHNORR et al., 2014; SMITS et al., 2017).
Assim podemos tentar responder algumas perguntas como por exemplo, quais
bactérias estdo faltando em nossa flora intestinal? Quais bactérias estamos
perdendo? E como estao relacionadas com os habitos alimenticios, estilos de
vida e algumas doencas das novas civiliza¢gdes? Porém, poucos sdo os estudos
investigando comunidades amerindias (CLEMENTE et al., 2015; OBREGON-
TITO et al., 2015; YATSUNENKO et al., 2012).
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Apesar da grande importancia para transformar a saude e a medicina
humana, a diversidade microbiana intestinal tem sido pouco explorada,
principalmente em relagéo as populagdes humanas ancestrais ou com estilos de
vida tradicionais. Desconhecimento que aumenta o0 risco de ameaca e
vulnerabilidade destas comunidades indigenas, pois ndo ha informacdes
necesséarias para a criagdo de politicas de saude publica voltadas para as
comunidades Yanomami. Portanto, este estudo teve como objetivo caracterizar
taxonomicamente o microbioma bacteriano intestinal de comunidades

Yanomami na Amazonia brasileira e comparar com uma populacdo de Manaus.

MATERIAL E METODOS
Coleta e processamento de amostras

Para dar inicio a regulamentacdo dos aspectos éticos, primeiramente foi
estabelecida uma parceria com o Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami
(DSEI-Y) na cidade de Boa Vista-RR, para obter a sua ajuda, acompanhamento
e vigilancia do processo de pesquisa, além da sua colaboracao para a realizacao
do primeiro contato com o povo Yanomami para a socializacdo da pesquisa, sem
a necessidade da entrada em terras indigenas. A participacdo do povo
Yanomami foi autorizada pelo lider indigena, o Sr. Davi Kopenawa e o
Coordenador do DSEI-Y, o Sr. Jodo Catalano, através do Termo de Anuéncia.
Foi feito também um pedido de estudo do projeto ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) para verificacdo de Mérito
cientifico da pesquisa, e entre outros documentos encaminhados para o Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Amazonas (CEP-UEA /
CONEP).

Com a autorizacdo da pesquisa, a equipe médica da Casa de Apoio a
Saude do indio (CASAI) na cidade de Boa Vista-RR, selecionou aqueles
participantes que se encaixavam no grupo de estudo. Os grupos experimentais
sdo: 1) Individuos das aldeias Yanomami distribuidas nos territorios dos estados
de Roraima e Amazonas (Figura 1), sendo estas representantes do grupo semi-
isolado com uma inicial influéncia urbana (em processo de transigdo). 2)

Habitantes da cidade de Manaus-AM, ndo-Yanomami e com estilo de vida
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completamente urbano desde o nascimento. A coleta de amostras fecais dos
indigenas foi realizada na CASAI de Boa Vista-RR, onde foram selecionados 18
individuos Yanomami saudaveis, que estavam acompanhando seus familiares
com alguma enfermidade na CASAIL. Com o auxilio da equipe médica foram
coletadas amostras fecais dos 18 Yanomami, distribuidos por cada um dos
grupos de faixa etéria: dois bebés de 0 a 11 meses (G 1), seis criancas até 10
anos (G 2), cinco adolescentes e jovens adultos até os 35 anos (G 3) e cinco
adultos de 45 anos em diante (G 4). Do grupo da cidade de Manaus, foram
coletadas 12 amostras, de individuos com a mesma faixa etaria dos indigenas,
um bebé de 0 a 11 meses (G 5), quatro criancas até 10 anos (G 6), quatro
adolescentes e jovens adultos até os 35 anos (G 7) e trés adultos de 45 anos em
diante (G 8).

As amostras fecais dos participantes foram coletadas em recipientes de
polipropileno esterilizados seguindo as consideracdes do manual de
Recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina
Laboratorial (2014), conservadas em gelo e levadas ao Laboratdrio de Gendmica

e Protebmica da Universidade do Estado do Amazonas.
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Fig. 1. Distribuicdo do territério Yanomami. Fonte: Adaptado de Google Maps, 2017.
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Além da coleta das amostras, foram também coletados os dados como
sexo, idade e etnia, por informacfes secundarias através de dados de postos de
saude nos polos do DSEI-Y, e diretamente dos participantes do grupo de
Manaus, para maiores informacdes a respeito dos participantes do presente

estudo.

Identificagdo molecular do microbioma bacteriano

O DNA bacteriano foi isolado diretamente das amostras de fezes dos
indigenas e dos participantes da cidade de Manaus-AM utilizando o Kit
PowerSoil DNA Isolation (MoBio) seguindo as instrucbes do fabricante. A
integridade do DNA foi verificada visualmente em transluminador UV, apds as
amostras serem coradas com Gel Red e submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1%. A pureza e concentracdo do DNA foi estimada em
espectrofotometro Nanodrop2000 (Thermo Scientific, USA) considerando
apenas amostras de DNA com taxa de absorbancia superior a 1.8 (alta pureza),
e a concentracdo final do DNA extraido de no minimo 20 ng/uL para uso no
processo de amplificacéo via Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR), da regiédo
variavel V1-V2 do gene rRNA 16S.

Para amplificacdo da regido variavel V1-V2 do gene rRNA 16S foram
utiizados os primers bacterianos 27F (V1 primer forward) (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 338R (V2 primer reserve) (5-
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’). Tais primers possuem os adaptadores A (Al-
A8) e P1 (P11 - P17), 0os quais sé@o necessarios para o sistema de sequenciamento
na plataforma lonTorrent PGM. Os adaptadores possuem uma regido curta de
12 a 15 pares de bases chamada de barcode (identificador molecular), a qual
permitiu distinguir bioinformaticamente as bibliotecas correspondentes a cada
amostra depois do sequenciamento, segundo a faixa etaria de cada grupo

experimental.

Para a reacdo da PCR foi utilizado o seguinte protocolo: 0,2U de Taq DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific), tamp&o da Taq DNA polimerase 1X

(Thermo Fisher Scientific), MgCI2 1,5 mM (Invitrogen), 5 pmol do primer forward
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contendo os adaptadores “A”, 5 pmol do primer reverse contendo os adaptadores
“P1”, dNTPs 0,2 mM (Invitrogen), 2 yL de DNA (~25ng/uL), e 18,4 yL de agua
ultra pura para completar um volume final da reagao de 30 pL. As amostras foram
levadas para o termociclador automatico e o perfil da PCR foi o seguinte:
desnaturacao inicial a 95°C por 30 segundos; 30 ciclos de desnaturacao a 94°C
por 15 segundos, anelamento dos primers a 64°C por 15 segundos, e extensao
a 72°C por 15 segundos; e uma extenséo final a 72°C por cinco minutos. Ao final,
2 uL do produto da PCR foram corados com 2 uL de Gel Red, e aplicados em
gel de agarose a 1% para confirmacéo da amplificacdo através da eletroforese,
visualizado em transluminador UV, no Laboratério de Genémica e Prote6mica

da Universidade do Estado do Amazonas.

Foram feitas quatro réplicas de PCR para cada individuo, totalizando
cerca de 120 pL por individuo. As bibliotecas foram purificadas pelo método de
beads magnéticas e em seguida submetidas ao Pippin Prep, para a sele¢éo do
fragmento de DNA especifico para o sequenciamento de nova geracdo. Em
seguida as bibliotecas foram novamente purificadas, desta vez pelo método de
colunas (lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit, GE Healthcare Life
Sciences, USA). Uma vez purificada, cada biblioteca foi quantificada através de
fluorimetria (Qubit® 2.0 Fluorometer, Life Science, USA) seguindo as instrucées
do fabricante. Em seguida, as bibliotecas foram mescladas de maneira equimolar
(100 ng por amostra) e levadas para o lon One Touch para a amplificacao clonal,
e logo em seguida foi realizado o sequenciamento em lonTorrent PGM (Life
Technologies, USA) utilizando o kit 400bp no chip 318 lonPGM, no Laboratorio
de Genbmica na Universidade Federal do Amazonas, em ambos 0S casos,

seguindo as recomendacdes do fabricante.

A andlise dos dados foi realizada utilizando o programa Mothur
(SCHLOSS et al., 2009), no Centro Nacional de Secuenciacion Gendmica, na
Universidad de Antiéquia, Colédmbia. Inicialmente, as sequéncias foram
convertidas do formato BAM para o formato FASTQ. O programa PRINSEQ lite
foi utilizado para retirar as sequéncias menores e as sequéncias inespecificas
gue nao continham barcode e iriam atrapalhar na contagem das sequéncias. Em

seguida o programa Mothur foi utilizado de acordo com o seu manual. Os


http://www.biocompare.com/12563-Gel-Purification-Kits-DNA-Recovery-Kits/330809-illustra-GFX-PCR-DNA-and-Gel-Band-Purification-k
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primeiros comandos geraram oito grupos de acordo com a faixa etaria distribuida
em cada uma das duas populagbes estudadas: das populagcdes Yanomami e
Manaus, de acordo com a identificacdo de barcodes perfeitos encontrados nas
sequéncias. Em seguida foi criado o complemento reverso das fitas de DNA
sequenciadas, e foram selecionadas as sequéncias com qualidade superior a 25
de Phred Score. Posteriormente foram utlizados varios comandos com a
finalidade de remover o maximo de sequéncias contendo erros (seja do processo
de PCR ou do préprio sequenciamento), ao final alinhando todas as sequéncias
filtradas. As sequéncias com similaridades de no minimo 97% foram agrupadas
em clusters, cada cluster chamado de Unidade Taxonémica Operacional (OTU).
Com todas as sequéncias filtradas foi feita a comparacéo com o banco de dados
bacteriano RDP do gene 16S do rRNA. Assim, cada sequéncia identificada
recebeu um cddigo, e esse cddigo corresponde a uma OTU identificada no banco
de dados. Ao final, o programa gerou uma tabela contendo a identificacdo
taxondmica de todos os grupos de faixa etaria dos Yanomami e Manaus, com
todas as informacdes complementares como, niumero de OTUs observadas,
cobertura da composicao do microbioma e nimero de sequéncias. Realizada a
identificacdo taxondmica, foi analisada a diversidade bacteriana (alfa) de cada
grupo de faixa etaria. Para isso apenas uma linha de comando foi necessaria
para que o programa rodasse todas as andlises estatisticas e determinasse qual

o melhor indice de diversidade alfa para as amostras.

Apés as andlises em Mothur foram utilizados os programas Minitab,
MEGA e Treefinder para as posteriores andlises estatisticas, e 0 programa

OriginPro para a construcdo dos graficos.

RESULTADOS

Na corrida do lon Torrent nés tivemos um total de 7.445.524 leituras, das
30 amostras de DNA bacteriano, com um carregamento de 79% das amostras
no chip, com um enriquecimento de 100% e uma amplificagcéo clonal de 90%. Os
tamanhos dos fragmentos tiveram média de 272 pares de base, com uma moda
de 384 pares de base, tamanho aproximado dos nossos fragmentos de

interesse.
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NOés obtivemos um total de 279.827 leituras (+ 9.327 sequéncias/amostra)
apos todas as analises no Mothur. A identificagdo dos grupos de faixa etaria dos
Yanomami e dos individuos de Manaus chegou até o nivel de género, onde
foram encontrados: 14 Filos, 23 Classes, 36 Ordens, 72 Familias e 147 OTUs

para género, sendo que 71 dessas OTUs foram identificadas.

Dentre os filos encontrados, a maior abundancia pertence aos filos
Bacteroidetes e Firmicutes. Na populacdo Yanomami foi encontrada uma grande
abundancia de Bacteroidetes em relagéo a Firmicutes, isso para todas as faixas
etarias (Fig. 2). Na populacdo de Manaus, bebés, criancas e adultos
apresentaram uma abundancia similar aos indigenas, porém em idosos a maior
classe bacteriana encontrada pertence ao filo Firmicutes (Fig. 3). A abundancia
absoluta para todos os taxons identificados no presente estudo foi calculada na
frequéncia das sequéncias encontradas dividida pelo nimero de individuos de

cada grupo por faixa etéria.
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Fig. 2. Abundéancia de Bacteroidetes e Firmicutes no microbioma intestinal dos
individuos Yanomami. Dentre todas as faixas etarias, os Bacteroidetes apresentam uma
maior frequéncia na populacao indigena.
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Fig. 3. Abundancia de Bacteroidetes e Firmicutes no microbioma intestinal dos
individuos de Manaus. O filo Bacteroidetes foi encontrado com uma maior frequéncia
nos bebés e nas criangas, enquanto que as bactérias do filo Firmicutes estavam mais
abundantes no microbioma intestinal dos adultos e idosos.

Quando comparadas as abundancias de Bacteroidetes e Firmicutes entre
as duas populacbes é possivel verificar a diferenca entre as localidades.
Bacteroidetes & mais abundante nos Yanomami, e Firmicutes € mais abundante
nos individuos de Manaus (Fig. 4). A Unica variancia foi entre o grupo das
criangas de Manaus, onde a abundancia de Bacteroidetes foi maior, enquanto
que a maior abundancia de Firmicutes foi encontrada nas criangas Yanomami.
O teste de X2 confirmou a diferenca tanto para Bacteroidetes (P-Value = 0.000)
quanto para Firmicutes (P-Value = 0.000) entre os Yanomami e individuos de

Manaus.
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Fig. 4. Comparagdo de abundancia entre Bacteroidetes e Firmicutes encontrada no
microbioma intestinal dos individuos Yanomami e de Manaus. Bacteroidetes com maior
abundéancia nos Yanomami e Firmicutes com maior abundancia nos individuos de
Manaus, com excecao do grupo de criangas de Manaus.

Em relacdo ao género, foram identificados 71 dentre os microbiomas dos
individuos Yanomami e individuos de Manaus. Dentre esses géneros, 60 sédo
compartilhados entre as duas populacdes, sendo dos 11 géneros restantes, seis
exclusivos para 0os Yanomami e cinco para os individuos de Manaus (Fig. 5). Nos
individuos de Manaus foram encontrados Turicibacter, Mitsuokella,
Pseudoflavonifractor, Parasutterella e Megamonas. Nos individuos Yanomami
foram encontrados Pluralibacter, Exiguobacterium, Rhodococcus,

Peptostreptococcus, Succinivibrio e Treponema.
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GENEROS IDENTIFICADOS

Fig. 5. Comparacéo entre os géneros bacterianos exclusivos de Manaus e Yanomami,
e 0s géneros compartilhados entre as duas populagées.

Foi analisado e comparado ainda o numero de géneros encontrados
dentre os grupos, compartilhados ou ndo (Fig. 6). Na composi¢ao encontrada foi
verificado um aumento do numero de géneros de acordo com a idade de cada
individuo, resultado ja& esperado dentre todas as populagbes humanas. O
namero encontrado entre as duas populacdes foi bem similar, com excecao do
grupo dos bebés, ja que o numero de géneros dos Yanomami foi 30% superior

ao numero encontrado nos bebés de Manaus.
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Fig. 6. Comparacédo do nimero de géneros bacterianos identificados entre a populacao
Yanomami e a populagdo de Manaus.

Em relacdo a composi¢cdo do microbioma intestinal dos Yanomami, a
maior classe pertence ao género Prevotella. Essas bactérias apresentaram uma
abundancia maior no microbioma dos Yanomami no total. Mas analisando por
grupo de faixa etéria, foi verificado que as criancas de Manaus tém uma
abundéancia maior dessas bactérias, sendo uma excecdo para este género
comparando todas as faixas etarias (Fig. 7). Ja a populacdo de Manaus
apresentou uma grande abundancia de Bacteroides, enquanto que a populacéo

Yanomami tinha niveis baixos do género para todas as faixas etarias (Fig. 8).

O segundo género mais abundante encontrado no microbioma intestinal
dos Yanomami pertence ao género Lactobacillus. Importante em nosso
organismo, esses probiéticos estdo presentes em todos os individuos indigenas
e sdo encontrados em menor nimero no intestino dos individuos de Manaus
(Fig. 9), sendo assim essas bactérias benéficas ainda estdo presentes no

microbioma intestinal destes indigenas.
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Fig. 7. Abundancia de Prevotella. Grafico mostra o numero de sequéncias encontrado
nas popula¢des Yanomami e populagcdo de Manaus por faixa etéria.
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Fig. 8. Abundancia de Bacteroides. Gréafico mostra o nimero de sequéncias encontrado
nas populacdes Yanomami e populacdo de Manaus por faixa etaria.
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Fig. 9. Abundancia de Lactobacillus encontradas nos grupos estudados.

Quando comparados os doze géneros mais abundantes (no minimo 500
sequéncias/individuo) identificados no microbioma intestinal das duas
populacbes € possivel verificar uma pequena diferenca entre as duas
populacdes estudadas. Foi verificada uma diferenca significativa entre géneros
caracteristicos de populacbes urbanizadas (por exemplo Bacteroides) e
populacdes tradicionais (por exemplo Lactobacillus). Também foi verificado uma
diferenca entre as duas populacdes para outros géneros (Fig. 10). Quando
analisada a composicdo dos microbiomas dos Yanomami e individuos de
Manaus lado a lado, foi verificada uma diferenca de abundéancia relativas de
todos os géneros encontrados (Fig. 11). No teste de anéalise de componentes
principais (PCA) foi confirmada a variancia entre os géneros identificados, e
mostrou quais desses géneros esta causando essa variancia na composi¢cao do

microbioma intestinal das duas populagdes (Fig 12).
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Fig. 10. Abundancia dos doze principais géneros encontrados nos grupos estudados
(excluindo Prevotella). Diferencgas significativas foram encontradas entre os dois grupos
experimentais para alguns géneros.
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Fig. 11. Abundancia relativa de géneros encontrados nos microbiomas intestinais.
Populacdo Yamomami: G1 bebés, G2 criangas, G3 adultos e G4 idosos. Populacéo de
Manaus: G5 bebés, G6 criancas, G7 adultos, G8 idosos.
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Fig. 12. Andlise de componentes principais (PCA) entre todos os géneros identificados.
Prevotella e Bacteroides séo os dois géneros com maior abundancia nos Yanomami e
Manaus, respectivamente, sdo 0s géneros que apresentaram uma maior variancia nos
dados.

Com o intuito de determinar se as composicbées dos microbiomas
intestinais do grupo Yanomami e Manaus eram similares ou nao, foi feita uma
PCA que mostrou homogeneidade entre os grupos, tanto em termos das OTUs
(géneros) presentes/ausentes entre os grupos (Fig. 13), quanto para a
abundéancia dos mesmos (Fig. 14). Assim, ndo foi possivel separar
completamente ou de maneira significativa os grupos baseados nestas variaveis
composicionais dos microbiomas. Apesar disso, 0 microbioma Yanomami se
mostra mais homogéneo entre seus membros do que o microbioma de Manaus,
cuja variancia interna chega a ser a mais alta. Quando realizada a abordagem
de andlise de similaridade de 99%, baseado em distancias Euclidianas das
abundéancias de OTUs presentes em cada grupo, foi possivel separar melhor os
Yanomami de Manaus. Apesar disso, a composi¢cado do microbioma das criancas
(G6) de Manaus ficaram mais similares aos Yanomami do que aos proprios

individuos de Manaus (Fig. 15).



Analise de componentes principais presenca/auséncia OTUs

GE

Second Component
—

1 2
First Component

45

Fig. 13. Analise de componentes principais (PCA) entre os grupos por faixa etaria
analisando a diferenca devido a auséncia ou presenca de cada OTU nos grupos.
Populacdo Yamomami: G1 bebés, G2 criangas, G3 adultos e G4 idosos. Populagéo de

Manaus: G5 bebés, G6 criancas, G7 adultos, G8 idosos.
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Fig. 14. Analise de componentes principais (PCA) entre os grupos por faixa etaria
analisando a abundancia dos géneros identificados nos grupos. Populagdo Yamomami:
G1 bebés, G2 criangas, G3 adultos e G4 idosos. Populagédo de Manaus: G5 bebés, G6

criancas, G7 adultos, G8 idosos.
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Fig. 15. Dendrograma de similaridade (99%) de microbiomas intestinais entre 0s grupos
de faixa etaria para Yanomami e manauaras em termo de abundancia de OTUs.
Populacdo Yamomami: G1 bebés, G2 criangas, G3 adultos e G4 idosos. Populagéo de
Manaus: G5 bebés, G6 criancas, G7 adultos, G8 idosos.

Ja em relacdo a diversidade bacteriana, os indices de diversidade alfa
mostraram um comportamento de tendéncia similar para as duas populacdes
(Fig. 16), com uma diversidade estatisticamente maior para os Yanomami no
indice ace (T-Value = 5.86; P-Value = 0.010). Quando analisada a correlacao
entre o estilo de vida (tradicional=Yanomami x industrializado=Manaus) e a
diversidade bacteriana, os resultados mostraram serem significativos para dita
hipotese (X2 = 9063.081, DF = 3, P-Value = 0.000), permitindo afirmar que o

estilo de vida afeta a diversidade bacteriana.
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Fig. 16. indices de diversidade alfa (ace) para as duas populacdes. Grafico mostra
diferentes indices de diversidade para cada grupo de idade.

DISCUSSAO

A caracterizacdo do microbioma intestinal da populacdo Yanomami em
fase de transicdo para a urbanizac&o nos traz importantes informacfes para um
maior entendimento sobre os estados ancestrais do microbioma humano. A
composi¢cdo do microbioma na populacdo Yanomami, apesar do seu contato
atual com sociedades modernas dentro do estado do Amazonas, ainda
apresenta uma diferenca importante quando comparada com a populagao de
Manaus, fato que foi observado em diversos estudos onde comparavam
populacdes industrializadas e comunidades tradicionais com contato vigente
com a urbanizacéo e seus costumes (MARTINEZ et al., 2015; OBREGON-TITO
et al., 2015; YATSUNENKO et al., 2012). No entanto, quando comparados a
nivel de diversidade bacteriana, os Yanomami e os individuos de Manaus
apresentaram niveis similares de diversidade, diferentemente do que foi

encontrado nos mesmos estudos de comunidades tradicionais e populacdes
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industrializadas, visto que essa comunidade Yanomami em fase de transicao

pode estar cada vez mais proxima das cidades urbanizadas.

O microbioma intestinal dos Yanomami apresentaram uma riqueza no filo
Bacteroidetes em relacdo a Firmicutes. Este perfil de composicdo dessas
bactérias ja estd presente em muitas populagdes tradicionais ao redor do mundo,
desde os africanos até os povos amerindios. Os povos africanos e comunidade
rurais da Ameérica do Sul sempre se mostraram com essa maior abundancia de
Bacteroidetes pela fonte de alimentac&o tradicional dessas populacdes (DE
FILIPPO et al., 2010; OBREGON-TITO et al., 2015; SCHNORR et al., 2014). Em
nosso estudo, verificamos que os niveis de abundancia dessas bactérias para a
populacdo Yanomami e a populacdo de Manaus foram bastante similares, visto
gue a fonte de alimentacédo das pessoas que vivem na cidade néo foi capaz de
alterar drasticamente a composi¢cdo do microbioma intestinal, ja que foi possivel
preservar as bactérias de maior frequéncia encontrada em nossos

antepassados.

Em relacdo a presenca de Firmicutes nos Yanomami foi encontrada uma
abundancia ja esperada para comunidades tradicionais, enquanto que o
microbioma intestinal dos individuos de Manaus apresentou altos niveis dessas
bactérias com o passar dos anos. Isso mostra como 0 hosso microbioma vai se
alterando com o passar do tempo, bebés e criancas de Manaus apresentaram
uma abundancia similar de Firmicutes em comparac¢éo aos indigenas, porém na
fase adulta da vida, esses niveis de abundancia sobem e inclusive ultrapassam
a abundancia de Bacteroidetes na populacdo idosa de Manaus. Isso pode ser
um indicio de como a alimentacdo estara influenciando na composicdo do
microbioma para Firmicutes, visto que o0s niveis alteraram dentro da mesma
populacdo. Sugerimos que a alimentacdo na fase adulta dos individuos de
Manaus possa estar causando essa fase de transicao das bactérias, visto que é
na fase adulta onde podemos estar ingerindo alimentos ricos em gordura, e
essas bactérias sdo importante para a degradacao desse tipo de alimento em
nosso microbioma intestinal (CHAKRABORT], 2015).
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O principal género bacteriano identificado no microbioma intestinal dos
Yanomami foi o género Prevotella. Este género é normalmente encontrado em
grande abundancia no microbioma intestinal de populagdes tradicionais que tém
uma fonte de alimentacdo rica em carboidratos, principalmente fibras
(CLEMENTE et al., 2015; DE FILIPPO et al., 2010; OBREGON-TITO et al., 2015;
SCHNORR et al.,, 2014), diferentemente da composicdo encontrada em
populacées industrializadas que se alimentam de proteinas e gorduras animais,
onde sao encontrados em sua maioria o género Bacteroides (CLEMENTE et al.,
2015; DE FILIPPO et al., 2010; WU et al., 2011). Em nosso estudo verificamos
que a populacdo Yanomami apresentou pouca abundancia de Bacteroides,
mantendo assim as caracteristicas de um microbioma intestinal de uma
comunidade tradicional. Por outro lado, Manaus apresentou uma grande
abundancia de Bacteroides, mas ainda assim foi observado uma maior
abundéancia de Prevotella. Neste caso, a populacdo de Manaus esta mais
proxima da populacdo Yanomami do que qualquer outra populacdo
industrializada, comparada por exemplo, com os indigenas da Venezuela ja
estudados (CLEMENTE et al., 2015; YATSUNENKO et al., 2012). E isso mostra
0 quanto que as duas populagdes do presente estudo ainda possam compartilhar

semelhancas em seus microbiomas.

O segundo maior género encontrado com maior abundancia na populacéo
Yanomami foi o género Lactobacillus, presentes em todas as faixas etarias
estudadas. Essas bactérias benéficas a salde humana se mostraram
abundantes no microbioma de comunidades tradicionais na Africa, em uma
comunidade do Malawi, onde a maior classe bacteriana encontrada foi dos
Lactobacillus (Yatsunenko et al.,, 2012). Essas bactérias tém um grande
potencial de trazer beneficios para as comunidades tradicionais, principalmente
0s Yanomami ja que essas bactérias podem ser utilizadas como tratamento e
prevencédo de diarreias (DI CERBO et al.,, 2016), tendo assim uma protecao
natural em seu microbioma intestinal. Blautia € um género de bactérias
responsavel pela degradacdo de carboidratos complexos, e a sua composi¢cao
no microbioma intestinal humana esta relacionada a auséncia de doencas
intestinais e diabetes (CHEN et al., 2012; MURRI et al., 2013). Encontrado em
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maior abundancia nos indigenas, isso mostra um forte indicio de que os

individuos Yanomami nao sofram com estes tipos de problemas de saude.

As analises de PCA para a composicdo do microbioma intestinal dos
individuos Yanomami e individuos de Manaus mostrou que ndo existe um
agrupamento das bactérias encontradas por localidade, cada grupo por faixa
etaria é diferente quando comparado com a sua prépria populacdo, € nem um
agrupamento por faixa etaria. Pelo alto nUmero de habitantes de Manaus e
também pelos critérios para a selecdo dos participantes da pesquisa, essa
heterogeneidade dos individuos de Manaus ja era de certa forma esperada,
porém dentro dos povos Yanomami também foi encontrado esse perfil de
diferentes componentes das bactérias do microbioma intestinal. Acreditamos
gue isso pode ser explicado pela forma em que estédo organizadas e distribuidas
as aldeias Yanomami em pélo-bases. Cada poélo-base possui suas
caracteristicas especificas como fonte de alimentacdo, formas de contato com
populacdo urbanizada, ajuda de missionarios, contato com garimpeiros, entre
outras coisas que fazem da populacdo Yanomami diversa devido a sua

distribuicéo.

Tanto a populacdo Yanomami quanto a populacdo de Manaus
apresentaram em sua composi¢cdo do microbioma intestinal algumas bactérias
exclusivas da localidade. Essas bactérias podem nos dizer que apesar de
estarem proximos aos estilos de vida e fonte de alimentacéo, ainda assim existe
uma diferenca entre a composi¢cdo do microbioma intestinal entre essas duas
populacdes. Nos Yanomami foram encontrados seis géneros exclusivos, e
alguns deles, ainda ndo tinham sido encontrados em estudos anteriores com
comunidades tradicionais, como por exemplo as bactérias do género Pluribacter
e Exiguobacterium. Pluribacter € um género relativamente recente, descrito por
Brady et al., (2013), pouco se conhece sobre a funcédo dessas bactérias ndo
somente no microbioma, mas também no meio onde sdo encontradas.
Exiguobacterium ja foram encontradas em ambientes com temperaturas muito
baixas, indicando que essas bactérias sdo termoestaveis. Além disso, ja foram
estudadas em microbiomas de insetos, plantas e peixes, porém nunca

encontradas em microbiomas humanos (SEMOVA et al, 2012;
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VISHNIVETSKAYA et al., 2009). Recentemente foi descoberto que
Exiguobacterium isoladas do microbioma intestinal de larvas da farinha tem uma
acdo para degradar plastico (YANG et al., 2015), caracteristica interessante

dessas bactérias encontradas no microbioma dos Yanomami.

Rhodococcus e Peptostreptococcus sdo outros géneros também
exclusivos da populagdo Yanomami, e assim como 0s primeiros citados, sao
poucos o0s estudos que tenham encontrado essas bactérias em microbioma
intestinal de qualquer populagdo no mundo. Rhodococcus é uma bactéria que ja
foi estudada com um poder de catalisacdo para a degradacédo de poluentes
organicos, e sdo sempre isoladas de ambientes quentes, e estdo presentes em
locais como solo e agua (VAN DER GEIZE e DIJKHUIZEN 2004; WANG et al.,
2017). Sendo assim pode ser facilmente encontrada no microbioma intestinal
dos Yanomami devido a falta de higienizacdo dos alimentos antes de sua
ingestdo. As raizes, frutas, folhas e a agua utilizadas pelo Yanomami ndo séo
tratadas antes do consumo e possivelmente essas bactérias se instalaram no
microbioma intestinal desses indigenas. Peptostreptococcus € um género
presente em varias partes do corpo humano, com uma maior abundancia na
microbiota vaginal de mulheres saudaveis. Essas bactérias encontradas no
microbioma intestinal humano geralmente ndo trazem maleficios ao hospedeiro.
Porém em condi¢cBes de imunidade baixa, Rhodococcus e Peptostreptococcus
podem causar infeccbes ao hospedeiro, sejam elas respiratérias, oral,
abdominal, vaginal, na pele e cancer de célon (GIGUERE et al., 2015; HIBBERD
et al.,, 2017; WEINSTOCK e BROWN, 2002). Pelo que foi registrado no
questionario e pelas informac¢des secundarias da CASAI, os Yanomami néo
apresentaram qualquer tipo de infeccbes durante a nossa visita, que poderia
estar relacionada a esses tipos de bactérias. Logo a presenca desses géneros
ndo acarreta a uma diminui¢do da saude dos indigenas e que essas bactérias

podem viver no intestino dos Yanomami sem interferir na sallde dos mesmos.

Dois géneros exclusivos dos Yanomami sdo compartilhados entre outras
populacdes tradicionais ao redor do mundo, sejam elas amerindias ou nao.
Succinivibrio e Treponema foram encontrados no microbioma intestinal de

adultos e idosos indigenas. Succinivibrio geralmente esta presente de forma
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exclusiva no microbioma intestinal de comunidades compostas por cacadores-
coletores, ja que foram identificadas em populacdes tradicionais na Africa
(MORTON et al.,, 2015; SCHNORR et al., 2014) e em duas populagdes
amerindias no Peru (OBREGON-TITO et al., 2015). Succinivibrio € um patégeno
oportunista, e segundo Schnorr et al (2014) as populacbes compostas de
cacadores-coletores tendem a ter mais bactérias oportunistas do que outras
populacdes. Isso € um aspecto que pode ser observado nos povos Yanomami
no Brasil visto que essas bactérias podem ser introduzidas ao microbioma
intestinal humano devido a maneira que a carne de caca é preparada pelos
indigenas, sem a preocupacdo de algum preparo para a higienizacdo ou
cozimento da carne antes do consumo. Outro género encontrado em
comunidades tradicionais também foi encontrado com uma exclusividade para
os Yanomami foi Treponema. Encontrado em criancas de comunidades
tradicionais em Burkina Faso, comunidades de cagadores-coletores na Tanzania
e em amerindios no Peru e na Venezuela, essas bactérias estdo ausentes em
populacdes urbanizadas dos Estados Unidos e em paises da Europa
(CLEMENTE et al.,, 2015; DE FILIPPO et al.,, 2010; GOMEZ et al., 2016;
MORTON et al., 2015; OBREGON-TITO et al., 2015; SCHNORR et al., 2014).
Treponema representa um grupo de bactérias que esteve presente no
microbioma intestinal das primeiras civilizacdes humanas e se manteve até os
dias atuais, mesmo com algumas alteracdes na alimentacao e estilo de vida ao
longo do tempo. Apesar de algumas espécies serem responsaveis por algumas
patologias moderna, as cepas ndo patégenas sdo bastante diferenciadas
filogeneticamente e apresentam funcbes metabdlicas importantes para o
microbioma de comunidades tradicionais (OBREGON-TITO et al., 2015),
importante para a populagdo Yanomami manter essas bactérias em seu

microbioma intestinal.

Em comparagdo com as bactérias encontradas nos Yanomami isolados
da Venezuela voi verificado nos dois microbiomas intestinais uma grande
abundancia de Prevotella em relacdo a Bacteroides, e também uma boa
frequécia de Succinivibrio e Treponema nos indigenas venezuelanos e também
nos brasileiros (CLEMENTE et al., 2015). Oscillospira que tem a funcdo de

degradacéo de carboidratos complexos no intestino grosso estavam presentes
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em grande abundancia no microbioma intestinal dos Yanomami da Venezuela e
nao foram encontrados nos Yanomami do Brasil (CLEMENTE et al., 2015; LIN
et al., 2013). Oxalobacter formigenes foi uma das bactérias presentes no
microbioma intestinal dos Yanomami venezuelanos com maior importancia para
a saude dos indigenas. Com a funcdo de degradacdo do oxalato de calcio
presente no intestino, elas acabam prevenindo o seu hospedeiro contra a
formacédo de pedras nos rins, formado devido a ndo degradagao do oxalato de
calcio (CLEMENTE et al., 2015; KNIGHT et al., 2013). Nos Yanomami brasileiros
essas bactérias ja ndo se mostraram presentes, e uma possibilidade disso € a
introducdo de antibidticos a essa populacdo, ja que alguns antibidticos
comumente utilizados sdo capazes de matar essas bactérias benéficas a saude
humana (LANGE et al.,, 2012), como por exemplo a Cefalexina, um dos
antibioticos utilizados pela CASAI para o tratamento ou prevencéo de doencas

nos Yanomami.

Em relacao as bactérias encontradas apenas no microbioma intestinal dos
individuos de Manaus, todas apresentam fun¢des metabdlicas importante aos
hospedeiros. Mitsuokella e Pseudoflavonifractor estdo presentes normalmente
no microbioma intestinal e oral de algumas pessoas, sdo importantes para a
producdo de butirato, que concede ao hospedeiro alguns efeitos anti-
inflamatorios (ORDIZ et al., 2016; POLANSKY et al., 2015). Outras bactérias
importantes para o sistema imunol6gico do hospedeiro pertencem aos géneros
Turicibacter e Megamonas, responsaveis pela expressdo de proteinas que
produzem propionato (POLANSKY et al.,, 2015; ZHONG et al., 2015).
Parasutterella por sua vez vai expressar acidos biliares importante para a
digestao de algumas proteinas que requerem um maior tempo de digestédo pelo
trato gastrointestinal (OBERLI et al., 2017).

Os niveis de diversidade alfa mostraram que a populacdo Yanomami
possui uma maior diversidade bacteriana que os individuos de Manaus em todos
0s grupos de faixa etaria, porém os niveis dos individuos de Manaus estdo bem
proximos aos indigenas. Esses niveis de diversidade confirmam todos os
resultados descritos até o momento, que apesar da diferenca geogréfica e de

estilo de vida, a composicdo do microbioma intestinal dessas duas populagdes
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estd ainda proxima uma da outra, seja pelos habitos e/ou algum tipo de
alimentacdo ancestral mantidos pelos individuos de Manaus ou também pela
introducao do estilo de vida mais urbanizado aos Yanomami, j& que foi verificado
essa semelhanca entre as duas populacdes. Ja o dendograma de similaridade
nos mostrou como podem estar organizados 0s grupos do presente estudo a
partir de niveis de similaridade. A populacdo Yanomami apresentou niveis de
similaridade bem proximos entre os grupos de faixa etaria e com isso pode se
observar um grupo proximo entre eles. Ja a heterogeneidade da populacéo de
Manaus ficou novamente clara nos indices de similaridade ja que 0s grupos
ficaram relativamente distantes, com uma maior diferenca para o grupo das
criancas de Manaus, ja que elas apresentaram uma similaridade bem préxima

aos Yanomami.

Em todos os resultados observados na identificacdo taxondmica e anélise
da diversidade bacteriana, foi encontrado uma caracteristica semelhante nos
dados que pode ter influenciado algumas analises: as crian¢cas de Manaus. Esse
grupo foi o que variou na abundancia verificada de Bacteroidetes (maior
abundéncia que dos Yanomami) e Firmicutes (menor abundéncia que dos
Yanomami), apresentou o maior nivel de Prevotella para todos os grupos de
faixas etarias estudados, e menor abundancia de Bacteroides entre 0s grupos
de faixa etaria dos individuos de Manaus. E por ultimo, na analise de similaridade
das OTUs encontradas, apresentou uma similaridade muito préxima aos
Yanomami, sendo uma indicacdo que a composi¢do do microbioma intestinal
das criancas de Manaus estd bem proximo ao microbioma intestinal dos
Yanomami. Sugerimos que os habitos de higiene das criancas de Manaus
possam ser uma explicacao para que elas possuam bactérias tdo caracteristicas
da populacao indigena, visto que a partir dos dois anos de idade a crianca tende
a ser mais independente dos seus pais, e até os dez anos de idade possam
ainda descuidar dos habitos saudaveis de higiene antes da alimentagéo, o que
pode estar fazendo com que abriguem em seus intestinos as bactérias

caracteristicas do estilo de vida dos Yanomami.

Por fim, foi caracterizado aqui o microbioma intestinal dos Yanomami

brasileiros e pela primeira vez foi possivel observar qual o estado dessa
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composicdo de uma sociedade amerindia em estado de transicdo para a
urbanizacao. Foi verificado que apesar de diferencas significativas em relacdo a
taxonomia das bactérias encontradas, e diferentes indices de diversidade
bacteriana, a populacdo Yanomami e a populacdo de Manaus estdo bem
préximas no que diz respeito a composicao do microbioma intestinal, seja pela
manutencdo de alguns héabitos alimentares ancestrais pelos individuos de
Manaus ou pela introdugdo de medicamentos e alimentos tipicos de cidades
urbanizadas, as duas popula¢cdes parecem estar compartilhando boa parte do
seu microbioma intestinal. Até 0 momento, esse contato dos povos Yanomami
com a urbanizacéo ja trazem alguns efeitos para os indigenas, como na perda
de algumas bactérias importantes. A introducdo dos alimentos e do uso de
medicamentos da medicina moderna podem estar influenciando na composicao
do microbioma intestinal desses Yanomami e abre uma discusséo de até onde

podemos interferir no estilo de vida desses indigenas.
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Resumo

Os Yanomami representam uma etnia importante na regido amazonica
brasileira, que se encontra em estado de transicdo para a urbanizacdo. Essas
comunidades recebem auxilio do governo no que diz respeito a saude, porém
sofrem com casos de diarreias, causadas principalmente por Escherichia coli. O
objetivo desta pesquisa foi verificar o perfil de resisténcia de E. coli contra os
antibiéticos mais utilizados pela medicina. As bactérias foram isoladas
diretamente das fezes dos Yanomami e também de individuos de Manaus para
uma comparacao. Foi feito uma andlise molecular para a confirmacéo de E. coli
através de sequenciamento da regido V1-V2 go gene 16S do rRNA e em seguida
um antibiograma utilizando Ampicilina, Penicilina, Ciprofloxacina, Cefalexina,
Canamicina, Gentamicina e Tetraciclina. As E. coli dos dois grupos mostraram
um compartilhamento entre as duas populacdes, porém nos resultados do
antibiograma foram encontrados altos niveis de resisténcia por parte das
bactérias dos Yanomami. Apenas Gentamicina foi capaz de inibir o crescimento
das bactérias de todos os individuos Yanomami. Diferentemente das bactérias
dos individuos de Manaus, que apresentaram um perfil de sensibilidade para
seis dos sete antibioticos testados. Esse perfil de resisténcia aos antibidticos ja
foi encontrado em microbioma de populacdes remotas na Amazonia, sendo
importante um acompanhamento mais préximo das equipes responsaveis pela
saude dos Yanomami.

Palavras chave: Escherichia coli, Resisténcia aos antibiéticos, Yanomami.
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INTRODUCAO

Em nosso microbioma intestinal algumas bactérias fazem parte da
composi¢do sem nenhum maleficio a saude, mas algumas dessas bactérias
presentes em nosso intestino tendem a causar problemas de saude,
principalmente diarreias, e podem causar um alto indice de mortalidade, como
no caso de infeccdo causada por Escherichia coli (ADUGNA et al., 2015). A
maior causa de infec¢Bes por essa bactéria é a ingestdo de agua e alimentos
contaminados (GUIMARAES et al., 2012). Em caso de tratamento contra
infecgbes causadas por E. coli sdo utilizados uma grande variedade de
antibioticos. A utilizacdo desses antibidticos pode causar bactérias resistentes
aos antibidticos, uma preocupacdo em todo o mundo, as chamadas
superbactérias (KIM et al., 2015; MARTINS et al., 2015). Segundo a Organizac¢ao
Mundial da Saude (OMS), muitas dessas bactérias sdo conhecidas por causar
infeccbes intestinais e diarreias, jA& que as bactérias da familia
Enterobacteriaceae sdo aquelas que tem um grau critico de resisténcia aos
antibiéticos (OMS, 2017).

A resisténcia adquirida por E. coli no trato intestinal é alvo de preocupacéao
devido a varios mecanismos que a bactéria utiliza para resistir, devido
principalmente a utilizacdo destes medicamentos por seus hospedeiros
(SZMOLKA e NAGY 2013). Em se tratando de comunidades tradicionais
amerindias, a contaminacao por E. coli € muito propicia a essas comunidades
visto que a forma de alimentagao tradicional, sem nenhuma higienizacdo dos
folhas e frutos, carne sem cozimento, bebidas mal fermentadas e principalmente,
por ndo terem uma fonte de agua tratada, eles estdo vulneraveis a uma
contaminagdo por essa bactéria, causando na maioria das vezes diarreias nos
membros de suas comunidades (FREITAS, 2008). J4 que esses indigenas nao
tem um contato muito recente com os antibidticos, uma utilizacdo descontrolada
para o tratamento de diarreias e outras infec¢cdes podem causar um problema
mais grave para esses individuos, justamente pela capacidade de resisténcia

aos antibioticos por parte de E. coli.
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Devido a esta situacdo, realizar um teste de susceptibilidade aos
antibiéticos com os agentes patdgenos a saude humana € de grande interesse
para a saude publica. O objetivo do nosso trabalho foi analisar o perfil de
sensibilidade de E. coli de trés individuos Yanomami e comparar com perfil de
sensibilidade de E. coli de trés individuos de Manaus, esperando que 0s
resultados possam ser relevantes aos 6rgaos que sado responsaveis pela salde

desses indigenas.

MATERIAL E METODOS
Coleta das amostras

Para a obtencdo das amostras todos o0s aspectos éticos e procedimentos
para a coleta das fezes pelos participantes Yanomami e participantes da cidade
de Manaus-AM foram descritos no Capitulo I. No entanto, foram utilizadas
apenas trés amostras de cada populacao, um bebé de até dois meses, um adulto
de 20 a 25 anos, e um idoso de 50 a 55 anos, no intuito de verificar o perfil de

sensibilidade de E. coli a alguns antibiéticos.

Isolamento de Escherichia coli

O isolamento de E. coli foi realizado segundo a metodologia descrita por
Nascimento & Van Der Sand (2007), com modificacdes. As amostras fecais
foram diluidas em solucéo salina a 0,85%, e cultivadas em meio caldo de triptona
de soja (TSB) sendo incubadas a 37°C durante 48 horas. Em seguida foi feita
uma diluicdo seriada (10,102, 103, 10*e 10°) do meio contendo as bactérias
cultivadas e semeadas em meio eosina azul de metileno (EMB) nas cinco
diluicdes diferentes, e incubadas a 37°C durante 48 horas para a visualizacéo do
crescimento das col6nias. Em seguida, as bactérias foram preservadas em
glicerol 20 % a -20°C.

Identificacdo molecular
Para a confirmacdo das linhagens de E. coli, foi realizada uma

identificagdo molecular das colbnias utilizadas no teste. A extragdo de DNA foi

realizada pelo protocolo de Doyle e Doyle (1987) com algumas modificagdes. Ao
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final da extracdo as amostras foram coradas com Gel Red, submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% e a integridade do DNA foi visualizadas em
transluminador UV. Em seguida foi realizada a PCR da regiéo variavel V1-V2 do
gene 16S do rRNA, utilizandos os primers bacterianos 27F (V1 primer forward)
(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 338R (V2 primer reserve) (5-
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3). Para a reacao da PCR foi utilizado o seguinte
protocolo: 0,2U de Tag DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific), tampao da
Tag DNA polimerase 1X (Thermo Fisher Scientific), MgCI2 1,5 mM (Invitrogen),
5 pmol do primer forward contendo os adaptadores “A”, 5 pmol do primer reverse
contendo os adaptadores “Pi”, dNTPs 0,2 mM (Invitrogen), 2 pyL de DNA
(~25ng/uL), e 18,4 uL de agua ultra pura para completar um volume final da
reacao de 30 pL. As amostras foram levadas para o termociclador automatico e
o perfil da PCR foi o seguinte: desnaturacéo inicial a 95°C por 30 segundos; 36
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento dos primers a 64°C
por 15 segundos, e extensao a 72°C por 15 segundos; e uma extenséo final a
72°C por cinco minutos. Ao final da PCR, 2 pL do produto da PCR foram corados
com 2 pL de Gel Red, e aplicados em gel de agarose a 1%, submetidas a
eletroforese e visualizados em transluminador UV para confirmacdo da

amplificagéo.

Os produtos de PCR foram purificados com as enzimas EXOSAP
(Enzimas Exonuclease e Shrimp Phosphatase Alcaline) e em seguida
sequenciados utilizando o kit BigDye (Applied Biosystems) com o0 seguinte
protocolo: 2 yL de cada produto de PCR, 4,4 uL de agua, 1,3 uL de tampao, 2,0
ML do primer reverse 338R e 0,3 pL de BigDye. A ciclagem para reagéo de
sequenciamento foi realizada da seguinte maneira: 96°C por um minuto; 15
ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por um minuto e
15 segundos; 5 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C
por um minuto e 30 segundos; 5 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 15
segundos e 60°C por dois minutos. Os produtos da reagao de sequenciamento
foram precipitados utilizando 2,5 uL de EDTA (125mM) e 30 uL Alcool 100% por
amostra. Apds centrifugacéo foi adicionado 30 pL Alcool 70% e as amostras
foram novamente centrifugadas para uma melhor precipitagdo. Com a placa

totalmente seca foi adicionado 10 yL de Hi-Di formamida e as amostras foram
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eletro-injetadas no sequenciador automatico ABI 3130xI DNA Analysis System

(Applied Biosystems).

A analise dos dados foi realizada inicialmente no software BioEdit 7.2.5
(HALL, 1999), com as sequéncias comparadas na ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) no NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Apds as analises das sequéncias foram utilizados os programas

MEGA e Treefinder para os testes de Neighbor Joininig e de ancestralidade.

Teste de sensibilidade aos antibidticos

A susceptibilidade aos antibioticos foi evidenciada pelo teste de difuséo
de disco em placa com meio Agar Mueller-Hinton, segundo Guimarées et al,
(2012). As bactérias preservadas em glicerol foram reativadas em meio liquido
TSB, e o crescimento das coldnias foi durante 24 horas em 37°C, em shaker com
agitacao de 150 rpm. Em seguida as culturas bacterianas foram inoculadas em
solucdo salina a 0,85%, até atingirem uma turbidez de 0,5 na escala de
McFarland, correspondendo a 1,5 x 102 unidades formadoras de col6nias
(UFC)/mL.

Com o auxilio de um swab estéril, a cultura bacteriana foi semeada em
placa de Petri, com o meio agar Mueller-Hinton, espalhada na superficie de um
extremo ao outro da placa de maneira uniforme. Ap6s o esfregaco e a total
secagem da cultura, os discos de sensibilidade antibi6tica foram inseridos com
o auxilio de uma pinca estéril, e foram aplicados trés discos em cada placa, com
um espaco de 3 cm de distancia entre eles. As placas foram incubadas a 37°C

durante 18 horas para a interpretacao dos resultados.

Escherichia coli (ATCC® 25922™) foi utilizada como controle de
qgualidade no teste. Para a sensibilidade das bactérias foram testados sete
antibioticos: Ampicilina (10 pg), Penicilina (10 pg), Ciprofloxacina (5 pg),
Cefalexina (30 pg), Canamicina (10 pg), Gentamicina (10 pg) e Tetraciclina (30
Hg). O didametro dos halos de inibicdo do crescimento foi medido em milimetros
com o auxilio de paquimetro digital e os antibiogramas interpretados de acordo

as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI,
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sugerido pela ANVISA, OPAS/OMS. As bactérias foram entédo classificadas em
resistentes, intermediarias ou sensiveis de acordo com o tamanho do halo de
inibicdo para cada antibiotico. O teste foi feito em sistema de duplicata, em
diferentes momentos no Laboratorio de Microbiologia da Escola Superior de
Ciéncias da Saude, da Universidade do Estado do Amazonas e no Laboratorio
de Microbiologia Aplicada na Escola Superior de Tecnologia, da Universidade do
Estado do Amazonas.

RESULTADOS

Identificacdo molecular

Ndés obtivemos um total de 18 sequéncias de igual nimero de colbénias
analisadas, sendo cada uma de 305 pares de base correspondentes as regidoes
V1-V2 do gene 16S do rRNA (removendo as sequéncias dos primers e barcode)
e as sequéncias foram individualmente comparadas na ferramenta BLAST. As
sequéncias de 16S rRNA do nosso banco de dados (Yanomami e Manaus)
mostraram uma identidade nucleotidica de 99% até 100% (E-value 7e-156),
superando em todos os casos o limite inferior (97%) a partir do qual uma
sequéncia de 16S rRNA é considerada como pertencente a espécie bacteriana
E. coli. Desta maneira, foi concluido que todas as bactérias isoladas
correspondiam a E. coli. Em relacdo a analise de Neighbor Joininig (Fig. 1), foi
possivel observar trés clusters genéticos (baseados no critério de distancia
genética de zero), sendo que um deles (cluster 3) evidenciou o compartilhamento
de uma mesma linhagem entre individuos Yanomami e individuos de Manaus.
As linhagens restantes ndo sao compartilhadas entre as duas sociedades. As
relagbes de ancestralidade por analise de Maxima Verossimilhanca (Fig. 2)
demonstraram trés direcdes de transmissdo de E. coli entre os dois tipos de

sociedades em momentos diferentes da histéria.
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Fig. 1. Analises de Neighbor Joininig. Col6nias de E. coli de origem fecal em individuos
da etnia Yanomami (Y) e de ambientes industrializados da area de Manaus (M).
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Fig. 2. Relacbes de ancestralidade para a determinacéo de padrdes de dispersao de E.
coli por andlise de Maxima Verossimilhanca de colénias de origem fecal em individuos
da etnia Yanomami (Y) e de individuos de ambientes industrializados da &rea de
Manaus (M). Cada cor indica um padréo de dispersao de E. coli diferente entre as duas
populagdes humanas.
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A primeira (Marrom) sugere um padrdo de dispersédo de E. coli da
sociedade industrializada (Manaus) para os Yanomami no passado recente, mas
nao na atualidade. A segunda (Azul) sugere que a direcdo da disperséo foi dos
Yanomami para a sociedade industrializada, também em um passado recente.
Assim, aparentemente, uma linhagem bacteriana dos Yanomami se torna no
ancestral de origem comum para a maior parte das linhagens atuais de E. coli
na amostra de individuos de Manaus. O terceiro padrdo (amarelo) mostra o
compartilhamento de uma Unica linhagem de E. coli por individuos de ambas as
sociedades, sugerindo que uma dispersdo atual de E. coli aconteceu entre

Yanomami e a populagéo industrializada de Manaus.

Sensibilidade aos antibidticos

Foi verificado que o perfil de susceptibilidade de E. coli dos Yanomami foi
surpreendentemente baixo, em relagdo ndo somente ao controle de qualidade
(ATCC® 25922™), como também quando comparado com o perfil das bactérias

dos individuos de Manaus (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de resisténcia de Escherichia coli aos antibiéticos

Antibidtico ATCC 25922 YANOMAMI MANAUS
Ampicilina 100% 100% 33%
Penicilina 100% 100% 0%
Ciprofloxacina 0% 33% 0%
Cefalexina 0% 100% 0%
Canamicina 0% 0% 0%
Gentamicina 0% 0% 0%
Tetraciclina 0% 67% 0%

Os individuos de Manaus apresentaram bactérias sensiveis a todos os
antibidticos testados, diferentemente das bactérias dos Yanomami que tém um
perfil de resisténcia a seis dos antibiéticos utilizados no teste, sendo sensivel
para todas as bactérias dos trés individuos apenas para Gentamicina (Fig. 3).
Esses resultados mostram que apesar do pouco contato com esses

medicamentos, as bactérias conseguiram por alguma razdo adquirir 0s genes
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responsaveis pela resisténcia a esses antibioticos mais comumente utilizados na
medicina. Os resultados para Cefalexina mostraram que esse é o antibiético
mais resistente por parte das bactérias presentes no microbioma intestinal dos
indigenas, ja que todas as trés faixas etarias apresentaram resisténcia a este
antibiotico (Fig. 4).
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Fig. 3. Classificacdo das cepas de E. coli testadas contra os antibiéticos segundo a
Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI. (A) Bactérias dos individuos
Yanomami altamente resistentes aos antibidticos utilizados, com excecdo da
Gentamicina. (B) Bactérias dos individuos de Manaus com um alto nivel de
sensibilidade.
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Fig. 4. Antibiograma para o antibiotico Cefalexina. (A) Teste de qualidade com a ATCC®
25922™ (B) Amostra do bebé Yanomami. (C) Amostra do bebé de Manaus.

Os resultados do teste foram comprovados estatisticamente pelo teste de
X2. Todos as classificacbes para sensiveis, intermediarias e resistentes
mostraram uma diferencia significativa pelo teste de ANOVA com Tukey’s HSD
(P <0,05).

DISCUSSAO

Os achados do presente estudo mostraram pela primeira vez como estéo
as E. coli do microbioma intestinal dos Yanomami em fase de transicao para a
urbanizacdo em relagédo a alguns dos antibioticos mais utilizados pela medicina
moderna. As E. coli de Manaus e dos Yanomami se mostraram compartilhadas
entre as duas localidades ndo somente nos clusters como também no teste de
ancestralidade. Isso nos informa o quanto de troca de bactérias essas duas
populacdes estdo tendo desde os nossos ancestrais. Foi verificado que E. coli
de Manaus possivelmente se originou de linhagens dos Yanomami e com 0
passar dos anos tivemos essa troca entre as duas localidades nas duas direcoes,

sendo assim, as analises confirmam a proximidade dessas duas populagdes.

Os resultados encontrados no teste de sensibilidade aos antibi6ticos de
E. coli do microbioma intestinal dos Yanomami foram bem distantes dos dados
encontrados nos individuos Yanomami isolados na Venezuela, quando a E. coli
dos indigenas foi sensivel para todos os antibi6ticos testados (CLEMENTE et al.,
2015). Porém, ainda que o resultado do antibiograma classificou essas bactérias
sensiveis no estudo de Clemente (2015), foram encontrados genes de

resisténcia aos antibidticos quando foram investigados o resistoma dessas
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mesmas bactérias, sendo assim com uma possivel pressdo seletiva aos
antibioticos poderiam tornar essas mesmas bactérias resistentes. Esse perfil de
resisténcia identificado nas bactérias presentes no microbioma intestinal dos
Yanomami em territério brasileiro ja foi encontrado em comunidades indigenas
remotas na Bolivia e no Peru, onde mesmo com baixa exposicdo aos
antibidticos, foi encontrado um alto nivel de resisténcia aos mesmos em E. coli
isoladas das fezes dos moradores dessas comunidades (BARTOLONI et al.,
2004, 2009).

A populacdo Yanomami no territério brasileiro recebe apoio da equipe
médica da CASAI, e dentre os tratamentos e medicamentos utilizados contra
algumas infeccbes bacterianas nesses indigenas, muitos antibiéticos sao
utilizados. A informacdo é de que todos os indigenas, enfermos ou nao, ja
tiveram contato alguma vez com um antibidtico pelo menos. Os resultados de
resisténcia a Ampicilina e Penicilina estdo dentro do padréo que foi encontrado
de alta resisténcia de E. coli por parte desses antibi6ticos inclusive resisténcia
encontrada no controle de qualidade (BARTOLONI et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2014). Ja os resultados para Ciprofloxacina e Cefalexina sdo mais preocupantes
pois sdo os dois antibidticos mais utilizados pela CASAI nos tratamentos desses
indigenas, principalmente para Cefalexina que foi resistente para as trés faixas
etarias. Um alto nivel de resisténcia pode ocasionar uma ineficiéncia por parte
do medicamento em um eventual tratamento, jA que o gene de resisténcia pode
ser transferido de maneira horizontal para outras bactérias da mesma e até de
diferentes espécies (CLEMENTE et al., 2015). A presenca dos genes de
resisténcia aos antibioticos ja é conhecida em estudos prévios de comunidades
amerindias de Bolivia, Peru e Venezuela, e isso pode ser explicado pelo contato
com os antibiéticos naturais presentes no solo (D’COSTA et al., 2011), troca de
materiais contendo antibiético com as pessoas urbanizadas (CLEMENTE et al.,
2015) e ainda a utilizacdo desses antibidticos por parte da CASAI, pode fazer

com que esse perfil de resisténcia para alguns antibioticos seja mais agravante.

A populagcdo Yanomami no Brasil sofre com a diarreia em praticamente
todo o territério. Nos polos-base examinados no presente estudo, todos

apresentavam algum individuo que estava sofrendo com a diarreia ou teria
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apresentado os sintomas ha pelo menos seis meses. E importante frisar que o
tratamento com a utilizacdo dos antibiéticos por parte da CASAI é fundamental
para a saude desses indigenas, mas salientamos a necessidade de um estudo
e a busca por outros antibidticos que ndo apresentem esse perfil altamente
resistente aos Yanomami, e um acompanhamento pela equipe médica da CASAI

aos individuos que j& utilizam os antibidticos aqui testados.
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4 DISCUSSAO GERAL

Os Yanomami que vivem em territorio brasileiro representam uma etnia
importante para a cultura e diversidade na Amazonia. Esses povos com estilo de
vida tradicional, representam uma oportunidade Gnica de um maior entendimento
de como estd a composicdo do microbioma intestinal de uma civilizacao
ancestral em fase de transicéo para a urbanizacdo. Os resultados encontrados
no presente estudo mostraram que os Yanomami ainda mantém um microbioma
caracteristico de uma comunidade tradicional, e manteve algumas bactérias
presentes nos Yanomami isolados na Venezuela (CLEMENTE et al., 2015).
Apesar disso, a proximidade da composicdo do microbioma intestinal dos

indigenas com os individuos de Manaus j& é evidente.

Sobre a saude dos indigenas estudados, apenas as diarreias eram uma
enfermidade enfrentado pelos indigenas. Inicialmente, as diarreias estéo
presentes em todos os pélos investigados, possivelmente como resultado da
ingestdo de 4gua néo tratada nas aldeias, j4 que todos os pélos ja tem algum
tipo de contato com a urbaniza¢cdo. O melhor pélo encontrado em relacdo a
saude foi o Marari, jA que a maioria dos individuos desse polo ndo apresentou
casos de diarreia recente. O p6lo além de manter uma dieta natural, recebe ajuda
dos missionarios, podendo influenciar diretamente a saude dos indigenas. Em
alguns polos a alimentacdo tradicional era mantida pelos individuos, sem
nenhuma introducdo de qualquer alimento caracteristico das sociedades
urbanizadas. Porém esses polos também apresentaram individuos com
diarreias, sendo assim, n&o correlacionamos a fonte de alimentacgéo tradicional
com a auséncia de diarreia nos indigenas, e sim com a agua, ja que nao utilizam

agua tratada para o seu consumo, e todos compartilham de uma mesma fonte.

Em relagc&o ao perfil de sensibilidade de E. coli do microbioma intestinal
dos Yanomami foram encontrados resultados semelhantes aos estudos prévios
com comunidades amerindias (BARTOLONI et al., 2009; 2004). Entao,
sugerimos outros estudos que possam acompanhar essa relacao de microbioma
intestinal humano e a resisténcia aos antibidticos modernos, e até onde elas

possam influenciar na saude dessas comunidades tradicionais.
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5 CONCLUSAO

A composicdo do microbioma intestinal Yanomami ainda mantém aquelas
bactérias que sdo caracteristicas de uma comunidade com estilo de vida
tradicional. Assim, o microbioma intestinal dos Yanomami se distingue do
microbioma dos individuos de Manaus pela taxonomia devido a diferenca

de abundancia absoluta de algumas bactérias.

Os niveis de diversidade bacteriana das duas popula¢des foram similares,
sendo dificil distingui-los estatisticamente. Apesar da diferenca
geografica, de alimentacéo e estilo de vida, a populacdo de Manaus se
mostrou com uma certa proximidade da populacdo Yanomami em relacéo

aos niveis de diversidade bacteriana.

As amostras fecais da populacdo Yanomami tem presenca de E. coli
como componente do seu microbioma intestinal, e existem varios eventos
disperséo (transmisséo) de E. coli tanto atual como no passado recente,
entre os Yanomami e a populagdes urbanizada de Manaus, em ambas as

direcdes.

As E. coli presentes no microbioma intestinal dos Yanomami
apresentaram um perfil de resisténcia alto, apenas Gentamicina foi capaz
de inibir o crescimento dessas bactérias em todos os individuos
indigenas. J& a populacao de Manaus se mostrou sensivel para a maioria,

apenas Ampicilina teve individuos resistentes e intermediario.
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7 APENCIDE

Tabela 1. Concentracao das amostras de DNA

Amostra Quant. DNA (ng/ Quant. PRC
uL) purificado (ng/ uL)
Y1 28.9 20.7
Y3 26.4 25.3
Y 4 25.6 13.9
Y5 24.7 27.7
Y 6 20.9 26.2
Y7 29.5 32.9
Y 8 32.3 25.9
Y 10 29.3 30.3
Y 12 22.4 27.3
Y 13 22.9 20.7
Y 14 24.6 30.1
Y 15 21.5 28.7
Y 16 23.5 24.9
Y 17 30.4 21.5
Y 18 27.3 30.8
Y 19 315 26.8
Y 20 32.2 30.3
Y 21 28.7 20.2
M 22 20.8 17.5
M 24 34.9 21.1
M 25 33.5 20.7
M 26 21.6 22.7
M 28 20.6 16.0
M 29 21.5 17.5
M 30 20.8 20.6
M 31 24.7 25.3
M 32 23.1 18.9
M 33 20.9 17.5
M 38 21.9 16.6
M 41 22.7 20.3
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Tabela 2. Combinag¢des primers/barcode

PRIMER
AMOSTRA COMBINACOES
Y1 Al P11
Y3 A3 Pil
Y4 A4 Pil
Y5 A3_Pi12
Y 6 A4 P12
Y7 A2 P12
Y 8 A2_Pi13
Y 10 A2 Pi4
Y 12 Al P12
Y 13 A2 _Pi5
Y 14 A2_Pi16
Y 15 A3_Pi13
Y 16 A3_Pi4
Y 17 A4 P14
Y 18 A4 P15
Y 19 A2_Pi7
Y 20 A4 P16
Y 21 A3_Pi5
M 22 A6_Pi17
M 24 A7_Pi12
M 25 A7 P13
M 26 A8 P17
M 28 A7_Pi4
M 29 A6_Pi12
M 30 A6 P13
M 31 A8_Pi3
M 32 A6_Pi4
M 33 A5 P17
M 38 A6 P16

M 41 A8 P14
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Tabela 3. Sequéncias barcodes

brimer fuslonado SEQUENCIA5'-3

Primer forward vl 27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Primer reverse v2 338R TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
A1MF CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCACTTCGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
A2MF CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGGACAATGGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
A3MF CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGGCAATTGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
A4MF CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGAGACGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
ASMF CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCCGGAGAATCGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
A6MF CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTGGCAACGGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
ATMF CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCAATTGGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
ABMF CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGAAGGCAGGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
P11IMR CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTTCCACTTCGCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
P12MR CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTTCCTGCTTCACGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
P13MR CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCTGCCATTCGCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
P14MR CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCAGCCAATTCTCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
P15MR CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCTGGCAATCCTCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
P16MR CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCTAGGAACCGCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
P17MR CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTCCTGAATCTCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

MARRON - Adaptador A / VERMELHO- barcodes/ VERDE- primer forward

ROSA Primer_do_ION (P1) / VERMELHO- barcodes/ AZUL -primer reverse
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Tabela 4. ANOVA/Tuckey - Ampicilina
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ATCC AdultoM IdosoM BebéM

AdultoY

IdosoY

Bebé Y

ATCC \ P>0,05 P<0,05* P>0,05
AdulM  P>0,05 \ P>0,05 P>0,05
I[dosoM P<0,05* \ P>0,05
BebéM P>0,05 P>0,05 P>0,05 \
Adul Y P<0,05* P>0,05 P<0,05* P>0,05
IdosoY P<0,05* P>0,05 P<0,05* P>0,05
Beb P<0,05* P>0,05 P<0,05* P>0,05

P<0,05*
P>0,05
P<0,05*
P>0,05
\
P<0,05*
P<0,05*

P<0,05*
P>0,05
P<0,05*
P>0,05
P<0,05*
\
P<0,05*

P<0,05*

P>0,05

P<0,05*

P>0,05

P<0,05*

P<0,05*
\

* Diferentes estatisticamente

Tabela 5. ANOVA/Tuckey — Penicilina

ATCC AdultoM IdosoM BebéM

AdultoY

IdosoY

Bebé Y

ATCC \ P>0,05 P>0,05 P>0,05

AdulM P>0,05 \ P>0,05 P>0,05

IdosoM P>0,05 P>0,05 \

BebéM P>0,05 P>0,05 P>0,05 \

Adul Y P<0,05* P>0,05 P>0,05 P>0,05

IdosoY P<0,05* P>0,05 P>0,05 P>0,05
Beb P<0,05* P>0,05 P>0,05 P>0,05

P<0,05*
P>0,05
P>0,05
P>0,05
\
P<0,05*
P<0,05*

P<0,05*
P>0,05
P>0,05
P>0,05
P<0,05*
\
P<0,05*

P<0,05*

P>0,05

P>0,05

P>0,05

P<0,05*

P<0,05*
\

* Diferentes estatisticamente

Tabela 6. ANOVA/Tuckey - Ciprofloxacina

ATCC AdultoM IdosoM BebéM

AdultoY

IdosoY

Bebé Y

ATCC \ P>0,05 P>0,05 P>0,05
AdulM P>0,05 \ P>0,05 P>0,05
I[dosoM P>0,05 P>0,05 \ P>0,05
BebéM P>0,05 P>0,05 P>0,05 \
AdulY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
IdosoY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
Beb P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05

P>0,05
P>0,05
P>0,05
P>0,05
\
P>0,05
P>0,05

P>0,05
P>0,05
P>0,05
P>0,05
P>0,05
\
P>0,05

P>0,05
P>0,05
P>0,05
P>0,05
P>0,05
P>0,05

* Diferentes estatisticamente

Tabela 7. ANOVA/Tuckey — Cefalexina

ATCC AdultoM IdosoM BebéM

AdultoY

ldosoY

Bebé Y

ATCC \ P>0,05 P>0,05 P>0,05

AdulM P>0,05 \ P>0,05 P>0,05

IdosoM P>0,05 P>0,05 \

BebéM P>0,05 P>0,05 P>0,05 \

AdulY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05

IldosoY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
Beb P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05

P>0,05
P>0,05
P>0,05
P>0,05
\
P<0,05*
P<0,05*

P>0,05
P>0,05
P>0,05
P>0,05
P<0,05*
\
P<0,05*

P>0,05

P>0,05

P>0,05

P>0,05

P<0,05*

P<0,05*
\

* Diferentes estatisticamente



Tabela 8. ANOVA/Tuckey — Canamicina
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ATCC AdultoM IdosoM BebéM AdultoY IdosoY BebéY
ATCC \ P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
AdulM P>0,05 \ P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
IdosoM P>0,05 P>0,05 \ P>0,05 P>0,05 P>0,05
BebéM P>0,05 P>0,05 P>0,05 \ P>0,05 P>0,05 P>0,05
AdulY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 \ P>0,05 P>0,05
I[dosoY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 \ P>0,05
Beb P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 \
* Diferentes estatisticamente
Tabela 9. ANOVA/Tuckey — Gentamicina
ATCC AdultoM IdosoM BebéM AdultoY IdosoY BebéyY
ATCC \ P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
AdulM P>0,05 \ P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
I[dosoM P>0,05 P>0,05 \ P>0,05 P>0,05 P>0,05
BebéM P>0,05 P>0,05 P>0,05 \ P>0,05 P>0,05 P>0,05
AdulY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 \ P>0,05 P>0,05
IdosoY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 \ P>0,05
Beb P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 \
* Diferentes estatisticamente
Tabela 10. ANOVA/Tuckey — Tetraciclina
ATCC AdultoM IdosoM BebéM AdultoY IdosoY BebéyY
ATCC \ P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
Adul M P>0,05 \ P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
IdosoM P>0,05 P>0,05 \ P>0,05 P>0,05 P>0,05
BebéM P>0,05 P>0,05 P>0,05 \ P>0,05 P>0,05 P>0,05
AdulY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 \ P<0,05* P>0,05
I[dosoY P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P<0,05* \ P>0,05
Beb P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 \

* Diferentes estatisticamente



8 ANEXOS

8.1 Folha de Rosto

g WOHQQ MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Saude - Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
%‘M FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesquisa:
Caracterizagao taxonémica e funcional do microbioma bacteriano intestinal de sociedades amerindias rurais no Alto Rio Negro, Amazonas brasileiro:
estudo metagendmico da estrutura composicional e sua relagéo com fontes de alimentagao e prevaléncia de doengas intestinais

2. Numero de Participantes da Pesquisa: 60

3. Area Tematica:

Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa na qual esteja prevista a dissociagéo irreversivel dos dados dos participantes da pesquisa;)
Estudos com populacdes indigenas;

4. Area do Conhecimento:
Grande Area 4. Ciéncias da Salde, Grande Area 2. Ciéncias Biologicas

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome:

Cleiton Fantin

6.CPF: 7. Enderego (Rua, n.%):

011.830.849-19 JOSE DE ARIMATEIA ALEIXO ap201 MANAUS AMAZONAS 69060081

8. Nacionalidade: 9. Telefone: 10. Outro Telefone: 11. Email:

BRASILEIRO (92) 8182-8204 cleitonfantin@hotmail.com

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugdo CNS 466/12 e suas complementares. Comprometo-me a
utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou ndo.
Aceito as responsabilidades pela condugéo cientifica do projeto acima. Tenho ciéncia que essa folha sera anexada ao projeto devidamente assinada
por todos os responsaveis e fara parte integrante da documentagéo do mesmo.

o 10 A1, 16 Jﬂm/\,)\d)ﬁcf(/n \,

Assinatura

INSTITUIGAO PROPONENTE

12. Nome:
Escola Superior de Ciéncias da Satde da
Universidade do Estado do Amazonas/UEA

13. CNPJ: GIM. Unidade/Orgao:
ol 2%0. t&é/%@% o

15. Telefone: 16. Outro Telefone: ‘

(92) 3611-4698

Termo de Compromisso (do responsavel pela instituicdo ): Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugdo CNS 466/12 e suas
Complementares e como esta institui¢do tem condigdes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugao.

Responsavel: MSO‘SW Sousa E"U‘\)/-L\‘,@\CPFZ 6 L3. 833.3 u . UL’
Cargo/Fungéo: ‘D\( /\ﬂfﬂ 7

Data: J(Q e Z()/L

R ! " SO0 SUpeDr e Gienca 02 Sage ESATUER
PATROCINADOR PRINCIPAL

Nao se aplica.




8.2 Carta de Anuéncia DSEI-Y

GOVERNQ DO ESTARO DO

AMAZONAS
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA E RECURSOS
NATURAIS DA AMAZONIA — MBT

CARTA DE ANUENCIA PARA AUTORIZAGAO DE PESQUISA

lImo Sr. Jo&o Batista Catalano e llmo Sr. Davi Kopenawa

Solicitamos autorizagao institucional para a realizagdo da pesquisa intitulada
‘CARACTERIZACAO TAXONOMICA E FUNCIONAL DO MICROBIOMA
BACTERIANO INTESTINAL DE SOCIEDADES AMERINDIAS RURAIS NO ALTO RIO
NEGRO, AMAZONAS BRASILEIRO: ESTUDO METAGENOMICO COMPARATIVO
DA ESTRUTURA COMPOSICIONAL E SUA RELACAO COM FONTES DE
ALIMENTACAO E PREVALENCIA DE DOENGCAS", para que seja realizada a coleta
dos dados e amostras biolégicas dos participantes indigenas na sede do Distrito
Especial de Saude Indigena Yanomami, pelo aluno deste programa de pds-graduacéo
Rodrigo Maciel Alencar sob ocrientagdo do Prof. Dr. Cleiton Fantin Rezende,
pesquisador da Universidade do Estado do Amazonas.

A pesquisa tem como objetivo investigar quais sdo as espécies de bactérias
que existem na flora intestinal (a partir de fezes) da comunidade indigena Yanomami e
estabelecer relagdes com as fontes de alimentacio e a prevaléncia de doencas, nao
s6 intestinais, mas também de tipo diabético e cardiaco. Ao mesmo tempo, tenta se
detectar se as bactérias possuem genes de resisténcia aos antibiéticos da medicina
moderna, pois recentes estudos indicam que dita resisténcia, em casos de bactérias
patogénicas, constitui uma das maiores ameacas para a salde e a vida das
comunidades indigenas. Esse estudo representa uma nova alternativa na busca de
solugbes para algumas doengas das sociedades tradicionais Yanomami, assim como
um ponto de partida para a criagdo de planos de prevencdo e protecdo dos povos
indigenas frente as futuras doengas j& presentes nas sociedades urbanas. A coleta de
dados e amostras fecais esta prevista para o periodo de janeiro de 2017 a fevereiro de
2018, apés aprovag&o do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
do Estado do Amazonas — UEA/ESA.

Necessitamos de acesso aos dados de satide dos individuos indigenas, assim
como o questionario e amostras coletadas. Ao mesmo tempo, pedimos autorizagéo
para que o nome desta instituicdo possa constar no relatério final bem como em
futuras publicagdes na forma de artigo cientifico.

Na certeza de contarmos com a colaboragdo e empenho desta Diregao,
agradecemos antecipadamente a atengio, ficando a disposicdo para quaisquer
esclarecimentos que se fizerem necessaria.

1/2
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Boa Vista, 2 de mavsmmbao de QA6

@

=
Prof. Dr. Cleiton Fantin Rezende

Pesquisador Responsavel pelo Projeto

9 Concordamos com a solicitagdo ( ) N&o concordamos com a solicitagéo

]
Sr. Joég/Batista Catalano _
Coordenador do Distrito Especial de Saude Indigena Yanomami

[,

J
Sr. Davi Kopenawa

Lider Yanomami

Impressdo do dedo polegar
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8.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

GOVERNO DO ESTADO DO

AMAZONAS
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS - UEA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/UEA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Colaborador(a),

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa CARACTERIZACAO TAXONOMICA E
FUNCIONAL DO MICROBIOMA BACTERIANO INTESTINAL DE SOCIEDADES AMERINDIAS
RURAIS NO ALTO RIO NEGRO, AMAZONAS BRASILEIRO: ESTUDO METAGENOMICO
COMPARATIVO DA ESTRUTURA COMPOSICIONAL E SUA RELAQAO COM FONTES DE
ALIMENTACAO E PREVALENCIA DE DOENCAS, sob a responsabilidade do Pesquisador Dr.
Cleiton Fantin, da Universidade do Estado do Amazonas, localizada em Manaus, na Avenida Carvalho
Leal, 1777, Cachoeirinha, CEP: 69065-001, com o telefone (92) 3878-4368 e email:
cleitonfantin@hotmail.com. A pesquisa tem como objetivo caracterizar taxondmica e funcionalmente o
microbioma intestinal de sociedades amerindias tradicionais com estilos de vida semi-urbanizados
dentro da Amazonia Brasileira, e comparar com individuos de uma sociedade industrializada (Manaus).
Tem como objetivos secunddrios: a. Identificar molecularmente as espécies que compdem a microbiota
bacteriana intestinal. b. Avaliar a existéncia de relacio entre a composi¢do dos microbiomas, a
prevaléncia de doengas intestinais observadas e estilos de vida. c. Examinar a capacidade antimicrobiana
(exclusdo de bactérias patégenas intestinais modernas) da microbiota intestinal. d. Detectar a presenga
de genes funcionais de resisténcia antibidtica na microbiota intestinal. Esse estudo tem a importancia de
investigar quais sdo as espécies de bactérias que existem na flora intestinal (a partir de fezes) da
comunidade Yanomami e estabelecer relagdes com as fontes de alimentagao e a prevaléncia de doengas,
nio sé intestinais, mas também de tipo diabética e cardiaca. Esse estudo representa uma nova alternativa
na busca de solucdes para algumas doencas das sociedades tradicionais Yanomami, assim como um
ponto de partida para a criagdo de planos de prevengdo e protecdo dos povos indigenas frente as
ameacas para a vida e a saide que representam as futuras doengas presentes ja nas sociedades urbanas.

Toda a pesquisa com seres humanos envolve riscos, porém o procedimento que serd utilizado nesta
pesquisa minimiza qualquer tipo de risco ou desconforto para o participante, para praticamente nenhum.
O procedimento utilizado para a obten¢do das amostras fecais, o qual € voluntario e individual, nao
apresenta nenhum desconforto significativo para as pessoas, mas apesar disso, possiveis desconfortos
podem estar associados a preferéncia dos participantes no modo em que deseja coletar a amostra, pois a
maneira sugerida pelos pesquisadores pode ndo cumprir com padrdes do dia a dia do participante,
porém, apesar disso, o participante € livre na sugestdo de alternativas com as quais possa se sentir mais
confortdvel, e serd assim respeitada a sua decisdo. O tipo de procedimento utilizado nessa pesquisa
apresenta um risco minimo, pois se trata da coleta de amostras fecais de forma NAO INVASIVA. A sua
obtencdo se da de forma natural e fisiologica desde o participante, ndo afetando a sua integridade fisica,
moral ou mental. O questiondrio e a coleta do material biolégico serdo realizados pelo préprio
participante (com o auxilio de mdscara e luvas), ou por um membro da equipe de confianga do mesmo, e
entregue aos pesquisadores posteriormente com o material j4 armazenado e o questiondrio ji
devidamente preenchido, sem a necessidade de contato direto dos pesquisadores com o participante.

Caso o(a) Sr.(a) aceite participar da pesquisa, ndo receberd nenhuma compensacao financeira. O Sr.(a) e
o seu acompanhante, se necessdrio, terd a garantia de ressarcimento das possiveis despesas geradas pela
pesquisa (Item IV.3.g, da Resolucdo CNS n°. 446 de 2012). Todo material que serd utilizado (penico,

UEA Universidade do Estado do Amazonas
hd Av: Djalma Batista, 3578 - Flores
UNIVERSIDADE  CEP: 69050-010 / Manaus - AM

DO ESTADO DO
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coletor universal, papel, pldstico esterilizado, mdscaras e luvas) serd disponibilizado pela equipe da
pesquisa. A equipe de pesquisa ird at€ o local onde se encontra o participante sendo assim nao é
necessario o transporte ou deslocacdio do mesmo. O Sr.(a) estard assegurado(a) ainda do direito a
indenizagdes e cobertura material para reparacdo a qualquer dano, causado pela pesquisa, se houver
(Resolugdo CNS n°® 466 de 2012, IV.3.h,IV.4.ce V.7).

Os beneficios esperados com o estudo sdo: Um diagndstico detalhado da composicao da flora bacteriana
intestinal nas comunidades Yanomami. Isso inclui uma descri¢do daquelas bactérias benéficas e aquelas
que podem chegar a representar um risco para a saide. Uma descri¢do das provdveis doengas que
possam afetar futuramente as comunidades também serdo incluidas, baseadas no perfil bacteriano
observado. Recomendagdes sobre o uso de fontes de alimentagio mais adequadas para manter a satide
intestinal também serao obtidas a partir do estudo. No final, esta informacao derivada da pesquisa serda
repassada e explicada ndo s6 para as comunidades Yanomami, mas também para as instituicdes de saide
encarregadas da atengdo primdria em ditas comunidades, permitindo a criagdo de planos de prevengdo e
cura de forma antecipada por parte das autoridades para a protecdio dos povos indigenas frente as
ameacas iminentes que representam as futuras doencas de origem bacteriano existentes ja nas
sociedades urbanas.

Lembramos que a sua participacdo ¢ voluntdria, e vocé pode desistir, em qualquer momento, mesmo
apds ter iniciado o questiondrio ou a coleta de amostras fecais, sem nenhum prejuizo para voce.

Se o(a) Sr.(a) estiver de acordo em participar deverd preencher e assinar o Termo de Consentimento
Pés-esclarecido que se segue, e receberd uma via original do mesmo.

Nome do pesquisador responsével: Cleiton Fantin
Endere¢o: Universidade do Estado do Amazonas, Av. Carvalho Leal, 1777, Cachoeirinha, 4°
andar do Prédio Anexo, CEP: 69065-001, Manaus — AM.
Telefone para contato: (92) 3878-4368.
Email para contato: cleitonfantin@hotmail.com

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Amazonas - UEA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
Localizada na Av. Carvalho Leal, 1777, 3° andar do Prédio Administrativo, CEP: 69065-
001, Cachoeirinha Manaus — AM
Telefone para contato: (92) 3878-4368
Email para contato: cep.uea@ gmail.com

O sujeito de pesquisa ou seu representante legal, quando for o caso, devera rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — assinando na tltima pédgina
do referido Termo.

O pesquisador responsavel deverd, da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — assinando na dltima pdgina do referido Termo.

UEA Universidade do Estado do Amazonas
hd Av: Djalma Batista, 3578 - Flores
UNIVERSIDADE  CEP: 69050-010 / Manaus - AM 23

DO ESTADO DO
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CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o
Sr.(a) , portador(a) da cédula de
identidade declara que, apds leitura minuciosa do TCLE, teve

oportunidade de fazer perguntas, esclarecer dividas que foram devidamente explicadas pelos
pesquisadores, ciente dos servicos e procedimentos aos quais serd submetido e, néio restando quaisquer
dividas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO em
participar voluntariamente desta pesquisa.

E, por estar de acordo, assina o presente termo.

Assinatura do participante

Ou Representantc ]egal Impressdo do dedo polegar
caso o participante ndo saiba

assinar

Assinatura do Pesquisador

de de

UEA Universidade do Estado do Amazonas
e Av: Djalma Batista, 3578 - Flores
UNIVERSIDADE  CEP: 69050-010 / Manaus - AM
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