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RESUMO

O entendimento sobre as caracteristicas de microbiomas saudaveis € o
primeiro passo para a identificacdo de possiveis marcadores associados ao
desenvolvimento de doenca. Este estudo teve como objetivo realizar o mapeamento
do microbioma intestinal em uma amostra de individuos brasileiros sadios, por meio
da técnica de sequenciamento genético de alto rendimento shallow shotgun, além de
comparar a composigdo taxondmica com a do produto RBX2660, suspenséo de
microbiota fecal obtida a partir da doagdo de americanos sadios. Os participantes
foram avaliados quanto a habitos de vida e dados do histérico médico, além de
avaliacao dietética e nutricional. Por meio da andlise taxonémica, foi evidenciado que
a microbiota intestinal era composta por cinco filos - Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia -, com predominio da classe
Clostridia, da familia Lachnospiraceae e do género Blautia. A comparacdo com o
RBX2660 evidenciou composicdo semelhante, com diferenca apenas na classe
predominante: Clostridia na amostra brasileira e Bacteriodia no produto. Na avaliagao
dietética e nutricional, foi observado percentual significativo do consumo energético
total proveniente de alimentos processados ou ultraprocessados e ingestao deficitaria

de fibras.

Palavras-chave: microbioma intestinal; sequénciamento génico; shallow shotgun;

saudavel; avaliacdo nutricional.



ABSTRACT

Understanding the characteristics of healthy microbiomes is the first step
towards identifying possible markers associated with the development of disease. This
study aimed to map the intestinal microbiome in a sample of healthy Brazilian
individuals, using the shallow shotgun high-throughput genetic sequencing technique,
in addition to comparing the taxonomic composition with that of the product RBX2660,
a fecal microbiota suspension obtained from from the donation of healthy Americans.
Participants were evaluated regarding lifestyle and medical history data, in addition to
dietary and nutritional assessment. Through taxonomic analysis, it was shown that the
intestinal microbiota was composed of five phyla - Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria and Verrucomicrobia -, with a predominance of the
Clostridia class, the Lachnospiraceae family and the Blautia genus. Comparison with
RBX2660 showed a similar composition, with difference only in the predominant class:
Clostridia in the Brazilian sample and Bacteriodia in the product. In the dietary and
nutritional assessment, a significant percentage of total energy intake from processed

or ultra-processed foods and a deficient fiber intake were observed.

Keywords: gut microbiome; gene sequencing; shallow shotgun; healthy; nutritional
assessment.
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1 INTRODUCAO

O corpo humano é habitado por um conjunto de microrganismos Vivos
constituido por bactérias, fungos, virus, protozoarios e, arqueias, denominado
microbiotal?. O termo microbioma refere-se aos microrganismos de um determinado
habitat e aos genes que constituem seu genoma (metagenoma)!. Assim como as
células microbianas, principalmente bacterianas, superam em namero as células do
préprio individuo, o metagenoma possui uma variedade genética que ultrapassa
numericamente o genoma humano®4. O trato gastrointestinal abriga grande parte
desses microrganismos, predominantemente na porc¢éao distal do intestino delgado e
no intestino grosso, constituindo o microbioma intestinal?2.

De maneira geral, 0 microbioma intestinal € o mais amplamente estudado
devido as elevadas densidade e variedade de espécies microbianas que o compée®.
A baixa densidade microbiana de alguns sitios, como pulméo, leite materno e
placenta, limita o rendimento do sequenciamento génico das amostras desses sitios,
o que dificulta a caracterizagdo de constituintes do microbioma saudavel®. No
intestino, mais de mil espécies bacterianas foram identificadas, com predominio de
dois filos: Bacteroidetes e Firmicutes, com grande variagdo na razao
Firmicutes/Bacteroidetes entre diferentes individuos®.

A diversidade microbiana é definida pela variedade e abundancia relativa de
diferentes tipos de microrganismos®. A elevada diversidade é uma caracteristica de
microbiomas saudaveis, fundamental para o exercicio de suas funcées no organismo
humano, para a resisténcia frente a agentes estressores e para a resiliéncia -
capacidade de se restaurar a partir de uma modificagdo composicional ou funcional,
definida como dishiose!®. A diversidade é subdividida em alfa, relativa a amostras de
um mesmo habitat; beta, referente a amostras de habitats distintos; e gama,
englobando todos os habitats de um dado individuo®. Ha grande diversidade
microbiana entre diferentes individuos®. Contudo, h4 maior semelhanca comparando-
se 0 mesmo habitat em diferentes individuos do que comparando-se diferentes
habitats em um mesmo individuo®.

O microbioma intestinal comeca a se estabelecer ao nascimento e, ao longo da
vida, sofre significativas modificacbes composicionais e funcionais’. Os fatores

genéticos exercem um papel central a medida que influenciam o sistema imune, a
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arquitetura intestinal e a susceptibilidade a doencas, como a obesidade®. Estudos de
genotipagem evidenciaram relacbes entre variantes genéticas humanas e o
microbioma intestinal, por meio de acdo na imunidade inata e adaptativa, além de
alteracéo de integridade da barreira intestinal®°. Como exemplo, as mutac¢des no gene
NOD2 foram identificadas como fator de risco para o desenvolvimento de doenca
inflamatéria intestinal'©,

Fatores presentes ao nascimento e nos primeiros anos de vida podem
influenciar na composicdo de um microbioma saudavel na fase adulta®. Em
prematuros, difere-se de nascidos a termo, provavelmente devido a acdo de fatores
ambientais, como uso de antimicrobianos, internacdo hospitalar e, eventualmente,
alimentacdo enteral, além da imaturidade organica®. H4 menor diversidade e maior
colonizacao por espécies potencialmente patogénicas da familia Enterobacteriaceae
do filo Proteobacteria, além da reducdo de anaerdbios estritos, como aqueles
pertencentes aos géneros Bifidobacterium e Bacteroides®.

A via de parto também influencia na composicdo do microbioma intestinal*®. Ao
nascimento, o intestino é estéril’. O microbioma se estabelece a partir do contato com
0 ambiente e com o microbioma materno, seja por meio da pele, vagina e/ou do
contelido fecal'®'!, Durante o parto vaginal, o recém-nascido adquire um microbioma
semelhante ao vaginal materno, com predominio de bactérias dos géneros
Lactobacillus, Prevotella, Bifidobacterium, além de anaerodbios facultativos, como
Escherichia coli, Staphylococcus sp., Bacteroides fragilis e Streptococcus sp.>1011,
Enquanto na cesariana, o microbioma intestinal € menos diversificado, proveniente do
ambiente hospitalar e da pele materna, predominando Staphylococcus sp.,
Corynebacterium sp., Propionibacterium sp., em detrimento de Escherichia coli,
Shigella sp. e Bacteroides sp.>'°. HA& ainda maior colonizagdo por patdgenos
oportunistas, como Haemophilus sp., Enterobacter cancerogenus, Enterobacter
hormaechei, Veillonella dispar e Veillonella parvula®1°. Essas diferencas podem
explicar a associacdo entre cesariana e risco aumentado de obesidade e afec¢cbes
cronicas de ordem imunolégica, tais como como asma, doencas do tecido conjuntivo
e doenca inflamat6ria intestinal*?-16,

A diversidade do microbioma intestinal aumenta com a idade: aos trés anos de
idade, o microbioma ja apresenta composicdo e diversidade semelhantes a de
adultos, caracterizado pelo predominio de trés filos: Firmicutes, Bacteroidetes e

Actinobacteria>’*8, Ao contrario de adolescentes e criancas, o microbioma de adultos



12

€ mais estavel e sua composicao € influenciada principalmente por fatores ambientais
qguando comparado a fatores genéticos'®. O envelhecimento é associado a redugéo
de diversidade microbiana, devido a alteragcdes na digestao e absorcao de alimentos,
mudancas de habitos dietéticos e menor ativagdo do sistema imune?!!, Observa-se
reducdo de anaerébios, como Bifidobacterium sp. e aumento de bactérias
pertencentes ao filo Proteobacteria e ao género Clostridium®.

Ao longo de toda a vida, os habitos dietéticos constituem-se um dos principais
fatores ambientais associados a variacdo intra e interindividual da composicéo
microbiana®. A amamentacdo, por exemplo, esta associada ao desenvolvimento de
um microbioma intestinal mais saudavel, devido a lactoferrina e aos oligossacarideos
presentes no leite humano que favorecem a colonizagdo por espécies de
Bifidobacterium sp. e Bacteroides sp., uma vez que utilizam esses carboidratos como
Unica fonte de carbono®'1° A presenca de simbiontes, como dos géneros
Bacteroides, Parabacteroides, Clostridium, Lactobacillus e Bifidobacterium, além de
Faecalibacterium prausnitzii, nos primeiros anos de vida, favorece o desenvolvimento
de um microbioma saudavel, por meio da sintese de acidos graxos de cadeia curta
gue tém acao imunomoduladora, inibem o crescimento de patdégenos e possivelmente
possuem propriedades supressoras de tumor®2°, O uso de férmulas para nutricdo
infantil foi associado a maior colonizacéo por Escherichia coli e Clostridioides difficile,
além de menor diversidade microbiana quando comparado ao aleitamento materno®®.
A interrupcéo do aleitamento e a introdugdo de alimentos solidos determinam grandes
alteracdes do microbioma, quando passam a predominar Bifidobacterium sp.,
Clostridium coccoides e Bacteroides sp.°.

Estudos de curta duracédo realizados com dietas restritivas evidenciaram
alteracGes rapidas e reprodutiveis sobre a composicdo microbiana'”?t. Um estudo
avaliou o efeito do consumo de dieta a base de vegetais ou de proteina animal durante
cinco dias consecutivos?l. A dieta a base de vegetais, com grande quantidade de
fibras e baixo teor de gorduras e proteinas, foi associada a um aumento do género
Prevotella e do filo Firmicutes que metabolizam polissacarideos vegetais - Roseburia
sp., Eubacterium rectale e Ruminococcus bromii?t. Ja a dieta a base de proteina
animal foi associada ao aumento de microrganismos tolerantes a bile do filo
Bacteroidetes - Alistipes sp., Bilophila sp. e Bacteroides sp., com predominio deste??.
Entretanto, o efeito foi transitério, com duragdo de poucos dias a semanas?!. Contudo,

quando avaliadas populacbes em diferentes pontos geograficos, os habitos
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alimentares estdo associados a composi¢do do microbioma, sugerindo que padrdes
dietéticos a longo prazo podem promover alteracdes persistentes>22, Existem, ainda,
guestionamentos acerca do tema, pois 0s estudos apresentam heterogeneidade
metodoldgica, os resultados ndo sdo padronizados e faltam dados literarios com
registros alimentares a longo prazo??. Também néo se sabe por quanto tempo ou com
qual frequéncia as alteracdes dietéticas devem ser realizadas para alcancar um efeito
duradouro, com potenciais implicacées ao hospedeiro??.

Além da dieta, o microbioma sofre influéncias de outros fatores ambientais,
como estilo de vida e uso de medicamentos’'’. A pratica de exercicio fisico diaria é
associada a aumento da diversidade microbiana, com predominio de Firmicutes que,
por meio da producdo de &cidos graxos de cadeia curta, apresentam potencial de
atuar favoravelmente na integridade da barreira gastrointestinal e inibir a producéo de
citocinas inflamatérias’?6, A obesidade e as doencas relacionadas também estdo
associadas a alteracdes do microbioma?’. Estudos com modelos animais
evidenciaram aumento da razédo Firmicutes-Bacteroidetes?®2%, Esses achados foram
confirmados em estudos subsequentes que evidenciaram ainda reducdo da
diversidade microbiana, além de menor abundancia relativa média de microrganismos
associados negativamente com obesidade, como a arquea metanogénica
Methanobrevibacter smithii e a bactéria Akkermansia muciniphila, representante do
filo Verrucomicrobia?’-30-36,

O tabagismo é outro fator relacionado ao estilo de vida que influencia o
microbioma intestinal do individuo, com potencial papel no desenvolvimento de
doencas associadas a este habito!”3’. A grande diversidade de bactérias presente no
cigarro, variando de microrganismos do solo e comensais a potenciais patégenos
humanos, incluindo os géneros Acinetobacter, Burkholderia, Clostridium e Klebsiella,
além de Pseudomonas aeruginosa, pode favorecer a colonizagdo dos hospedeiros,
com consequente aumento do risco de pneumonia, meningite, endocardite e
bacteremia3®3°, Além disso, o tabaco aumenta a susceptibilidade a infeccGes, por
meio de efeito imunossupressor e favorecimento a formacao de biofilme e aderéncia
a células do hospedeiro®’.

Em relagdo aos medicamentos, a associacado entre os antimicrobianos e o
microbioma é a mais estudada, sendo o impacto de seu uso determinado por
caracteristicas, como classe, dose, tempo de uso, farmacodinamica e espectro de

acdo*®4l, Reducdo de diversidade microbiana, menor abundancia de Bifidobacterium
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sp. e maior risco de colonizagdo por cepas resistentes a antimicrobianos foram
associados ao uso dessas drogas, com efeito podendo se estender por dias a anos*°.
A infecgéo por Clostridioides difficile € um exemplo de doenga associada a disbiose
secundaria ao uso de antimicrobianos, representando potencial gravidade ao
hospedeiro?°.

O uso croénico de inibidores de bombas de prétons (IBP) tem sido associado a
modificacdo do microbioma em todo o trato gastrointestinal, com reducédo de
diversidade, aumento de bactérias provenientes da microbiota oral e maior
abundancia da classe Gammaproteobacteria e dos géneros Enterococcus e
Veillonella, em detrimento da familia Ruminococcoceae e do género
Bifidobacterium#-43, Os IBP ainda tem sido relacionados ao aumento do risco de
infeccdo intestinal por Salmonella sp., Campylobacter sp. e Clostridioides difficile*3-46.
A hipocloridria gastrica tem sido associada a sobrevivéncia e migracao de bactérias
potencialmente patogénicas para o intestino com consequente ativacao de vias pro-
inflamatérias#242,

O antiadiabético oral metformina também esta associado a alteracdes de
composicdo do microbioma que podem contribuir para seu efeito hipoglicemiante*’.
Nos usuéarios do medicamento, verificou-se aumento de abundancia da espécie
Akkermansia muciniphila, que exerce fator protetor contra obesidade, diabetes e
doencas cardiovasculares**4’. Essa bactéria atua na manutenc¢éo da integridade da
mucosa, reduzindo a migracao de lipopolissacarideos pré-inflamatérios e melhorando
a glicemia*’. Os imunossupressores foram associados a mudangas no microbioma,
principalmente em modelos animais*®. AlteragGes na barreira intestinal identificadas
em individuos em uso desses medicamentos, como reducéo na secrecdo de muco,
aumento da permeabilidade intestinal e resposta imunoldgica ndo apropriada, podem
ser relevantes no desenvolvimento de efeitos adversos e na colonizagcdo por
microrganismos patogénicos*.

A localizac&o geografica também esta estabelecida como uma das principais
causas de variagao interindividual no microbioma, potencialmente influenciada pela
combinacdo de fatores genéticos e ambientais®. Na Africa, foram encontrados
elevados niveis de Prevotella sp. e reducdo dos géneros Shigella e Escherichia em
criancas®®. No continente Europeu, ha variagGes entre norte e sul, com maior
proporcao de Bifidobacterium sp. no norte, enquanto, no sul, predominam Bacteroides

sp. e Lactobacilli sp.5.
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Além da variabilidade interpessoal e em um mesmo individuo ao longo do
tempo, ha ainda, em menor escala, variabilidade nos diversos segmentos do trato
gastrointestinal®2. O microbioma intestinal tem sido estudado a partir de amostras
fecais, que sdo representativas do intestino grosso, mas apresentam diferencas em
relacdo a composicdo do intestino delgado®>°3. HA grande dificuldade em se obter
amostras representativas de outras regides do trato gastrointestinal, limitando a
andlise de sua composicédo microbiana®*°. O desenvolvimento de novas tecnologias,
como o uso de cépsulas e cateteres para obtencdo de amostras, além das amostras
provenientes de ileostomia, permitiu o avango de novos conhecimentos'®>4,

O microbioma intestinal € provavelmente formado a partir de microrganismos
deglutidos dos microbiomas oral e salivar, sob a interferéncia de fatores, como acidez
gastrica, acdo de &cidos biliares e enzimas digestivas, producdo de peptideos
antimicrobianos e motilidade gastrointestinal®?°*%5, Estudo utilizando amostras
duodenais de 250 pacientes obtidas por endoscopia evidenciou que cerca de 90% dos
microrganismos identificados também estdo presentes em amostras de saliva,
reforcando a hipétese da relagéo oral-intestinal®*.

O intestino delgado possui a maior area de superficie do organismo humano,
cerca de cem vezes maior do que o intestino grosso e é responsavel pela digestédo e
absorcao de carboidratos, proteinas e lipidios®*. A presenca de camada de muco mais
fina e difusa permite maior interacdo entre o microbioma e o hospedeiro, determinante
na resposta imune a microrganismos comensais e patogénicos, por meio das células
dendriticas da lamina prépria e placas de Peyer®2545 A guantidade total de
microrganismos no intestino delgado € menor quando comparada ao intestino grosso,
devido ao curto tempo de transito intestinal e as altas concentracdes de bile e acido
cloridrico, notadamente nas suas porcées iniciais®>. No duodeno e jejuno, ha
predominio de comensais anaerébios facultativos favorecidos pelo metabolismo de
acucares simples e amino4cidos, como espécies dos filos Proteobacteria e Firmicutes
e da ordem dos Lactobacillales!®52, A medida que se aproxima do intestino grosso, ha
um aumento quantitativo progressivo do microbioma®. O ileo terminal, portador de
camada de muco mais espessa, apresenta composi¢cdo semelhante a do intestino
grosso, colonizado por leveduras e anaerébios, incluindo espécies das familias
Clostridiaceae, Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae, Ruminococcaceae,

Enterobacteriaceae e Bacteroidaceael8>2,



16

No intestino grosso, o tempo intestinal mais lento e o pH neutro a levemente
acido favorecem a colonizagdo®?. Ha predominio de anaerdbicos, principalmente
representantes do filo Bacteroidetes e das familias Ruminococcaceae e
Lachnospiraceae do filo Firmicutes e, em menor numero, espécies dos filos
Proteobacteria, Actinobacteria e Verrucomicrobia (Akkermansia), com pouca variagao
entre coélons ascendente e descendente'®>2, A espessa camada de muco col6nico
favorece a diversidade da composicdo microbiana do limen até a mucosa®’. A
camada mais externa é colonizada por microrganismos que se utilizam dos nutrientes
da dieta, como das familias Ruminococcaceae e Lachnospiraceae do filo Firmicutes
e Bacteroidia do filo Bacteroidetes®>®’. Na camada mais interna, encontram-se
espécies que utilizam a mucina como fonte de energia dos géneros Akkermansia e
Ruminococcus, além de algumas espécies de Bacteroides sp.52.

O microbioma intestinal codifica milhares de enzimas e metabdlitos
microbianos, chamados em conjunto de metaboloma, por meio do qual o microbioma
exerce diversas fun¢des no organismo humano, desempenhando papel fundamental
na salde e na doencal'”:%8, Os microrganismos auxiliam na digestdo, obtencdo e
absorcao de nutrientes da dieta e sintese de vitaminas, alterando, dessa forma, o valor
nutritivo e energético dos alimentos!’5%60, Também intervém na deposicdo de gordura
corporal, com consequente impacto no risco de desnutricio e obesidade3%>. A
interagcdo do microbioma com xenobidticos interfere na eliminagdo de toxinas
exdgenas e na biodisponibilidade de farmacos; no perfil lipidico, por meio do
metabolismo de sais biliares; na formacdo de calculos renais, por meio do
metabolismo de oxalato de calcio; e na suscetibilidade de um hospedeiro a varias
neoplasias, por meio da interagdo com carcinégenos®?. Um microbioma saudavel é
fundamental para o desenvolvimento, homeostase e funcionamento adequado do
sistema imunoldgico, com potencial de atenuar ou evitar a ocorréncia de doencas tais
COmo a asma, as neoplasias e as afecc¢des autoimunes e de alterar a suscetibilidade
a colonizacéo por enteropatégenost314:16.17.61

O microbioma intestinal é crucial para evitar a coloniza¢do por microrganismos
patogénicos!’. A interacdo com o sistema imune do hospedeiro garante a integridade
da barreira gastrointestinal, por meio do efeito na capacidade de renovagéo de células
epiteliais intestinais e sua vascularizacao, além de regulacdo de funcdes endocrinas

intestinais’. O microbioma também inibe a proliferacdo de patégenos, por meio de
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competicéo por nutrientes, modificacdo do pH, secrecéo de peptideos antimicrobianos
e ativacdo do sistema imune!?'’,

Devido & ampla possibilidade de atua¢gdées microbianas no organismo humano,
0 microbioma tem sido alvo de pesquisas sobre diversas doencgas cronicas, incluindo
cancer, doencas inflamatérias, metabdlicas, cardiovasculares, autoimunes,
neurolégicas e psiquiatricas®?. A relevancia dessas acdes microbianas para a salde
humana, provavelmente, é variavel entre individuos®?. O desenvolvimento de técnicas
de sequenciamento de DNA de alto rendimento e o avan¢o da bioinformatica estao
possibilitando a analise de amostras de forma mais eficiente e com menor custo,
favorecendo a expanséo de estudos sobre o tema?.

Contudo, os estudos de microbioma saudavel ainda sdo focados em bactérias,
devido a limitacdo de métodos moleculares para a identificacdo de representantes do
dominio Archaea, virus e eucariotos®. Em relacdo ao dominio Archaea, as espécies
do género Methanobrevibacter sdo as mais prevalentes, com destague para
Methanobrevibacter smithii, que tem como funcdo otimizar a digestdo de
polissacarideos da dieta por outros microrganismos, alterando sua expressao génica
na presenca de bactérias intestinais, como Bacteroides thetaiotaomicron3°,

O viroma humano é constituido principalmente por virus que infectam bactérias,
os bacteriéfagos (fagos)®©3. Ha predominio da ordem Caudovirales, compreendendo
as familias Siphoviridae, Podoviridae e Myoviridae®*. Existem evidéncias do papel dos
fagos intestinais em doencas, como doenca inflamatéria intestinal, cancer colorretal,
diabetes tipo 1 e artrite reumatoide®3.6°.

Os eucariotos identificados em humanos sdo, em geral, patdgenos, mas
existem representantes constituintes do microbioma saudavel, interagindo para
contribuir com o equilibrio imunolégico microbiano®>%667, Ha a hipétese de que
eucariotos multicelulares, como os helmintos, constituiram o microbioma intestinal
durante a evolugéo, mas foram eliminados durante o desenvolvimento, com potencial
prejuizo de imunomodulacéo e interagdo com outros microrganismos®,

Com relacdo ao microbioma fungico, estima-se que existam 10°-108 células
fungicas por grama de fezes, interagindo com os outros componentes do microbioma
via mutualismo, comensalismo ou competicdo®. Os principais filos de fungos sédo
Ascomycota e Basidiomycota, com predominio dos géneros Saccharomyces,
Malassezia, Candida, Penicillium e Aspergillus®®. Os fungos induzem a resposta

imune do hospedeiro, ativando receptores expressos em varias células imunes,
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seguido pela liberacdo de moléculas antimicrobianas’™. Estudos recentes tém
demonstrado o papel da micobiota intestinal em diferentes doencas, incluindo

diabetes tipo Il, cancer colorretal e doenca inflamatéria intestinal6%79.71,
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Mapear o microbioma intestinal em amostra de individuos brasileiros sadios, por

meio da técnica de sequenciamento genético de alto rendimento shallow shotgun.
2.2 ESPECIFICOS
1. Analisar a diversidade de microrganismos constituintes do microbioma intestinal;

2. Comparar a microbiota de individuos sadios brasileiros com o produto RBX2660;

3. Avaliar parametros dietéticos na populacéo de individuos sadios brasileiros.
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3 JUSTIFICATIVA

O entendimento sobre as caracteristicas de microbiomas saudaveis é o
primeiro passo para a identificacdo de possiveis marcadores associados ao
desenvolvimento de doencas’®. A partir desse conhecimento, podem ser
desenvolvidas estratégias para auxiliar no diagndéstico, prevencado e tratamento de
diversas doengas, por meio do estudo de microbioma®©273, A infeccéo recorrente por
C. difficile € um exemplo de condicéo tratada utilizando-se o transplante de microbiota
fecal ou, mais recentemente, a suspensdo de microbiota fecal sadia (produto
RBX2660), com o objetivo de restaurar a comunidade microbiana intestinal de um
estado disbidtico para um estado saudavel.

O microbioma saudavel é de dificil definicdo, desde o termo saudavel até a
caracterizacao de microrganismos constituintes, devido a grande variabilidade intra e
interindividual®?. Os conceitos de microbioma saudavel sdo provenientes de estudos
realizados na Europa e na América do Norte, que ndo podem ser extrapolados para
outras populacdes geograficamente distintas, como a brasileira, devido a diferencas
culturais, étnicas, de habitos alimentares e de industrializacédo®?. Diante da escassez
de estudos envolvendo o Brasil, 0 estudo do microbioma da populagéo brasileira sadia
representa grande contribuicdo para o conhecimento do microbioma intestinal
saudavel.

A reducéo da diversidade do microbioma € associada ao aumento do risco de
infeccdes, por permitir a proliferacdo de patégenos, e a ocorréncia de doencas, como
obesidade, doenca inflamatéria intestinal, diabetes tipo 1 e 2, dermatite atépica e
psoriase*”’4-80_ O uso de antimicrobianos e a dieta ocidental com alto teor de gordura
e acucar refinado e baixo teor de fibras tém sido associados a reducéo da diversidade
microbiana®>!’. Nos paises desenvolvidos ocidentais, especula-se o papel do
microbioma intestinal com diversidade consistentemente reduzida na maior
prevaléncia de doencas crénicas em relacdo aos paises em desenvolvimento®1/:74,
Nesse contexto, € relevante a adequada caracterizacdo dos habitos dietéticos da
populacao do estudo para a identificacdo de possiveis associacdes com a avaliagao

taxondmica encontrada.
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4 REVISAO DA LITERATURA

O conhecimento sobre microbioma intestinal, inicialmente proveniente de
estudos de cultura de microrganismos expandiu-se, permitindo o entendimento da
organizacdo microbiana e a interagcdo entre varias espécies em comunidades
complexas!!. Resultados de experimentos em animais e, estudos celulares,
fisiologicos e epidemioldgicos demonstraram que essas comunidades podem
desempenhar um papel importante sobre a saude humana e o risco de doencas e
participar ativamente no desenvolvimento de resisténcia microbiana e na resposta a
medicamentos®®.

Inicialmente, por meio da cultura fecal, Escherichia coli, microrganismo Gram
negativo anaerobio facultativo foi considerado um dos mais principais constituintes do
microbioma intestinal>1!. O desenvolvimento de técnicas de cultivo anaerébio permitiu
a identificacdo de mais espécies microbianas intestinais por meio de registros que
apontavam o0 género Bacteroides e cocos anaerdbios prevalentes e abundantes,
enquanto os géneros Clostridium, Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus,
Streptococcus e anaerdbios facultativos, como E. coli, presentes em menor
numero®8l, Entretanto, os estudos que utilizam cultura apresentam limitacdo quanto
a capacidade de isolar e identificar espécies e cepas bacterianas, principalmente em
habitats com menor densidade microbiana®. Quando se leva em consideracdo a
avaliacao de fungos, virus e outros eucariotos, essa limitacao é ainda maior devido as
dificuldades técnicas de cultivo®.

O avanco de técnicas que dispensam a realizacdo de cultura, como
sequenciamento do material genético e hibridizagéo in situ de fluorescéncia (FISH),
permitiu a identificacdo mais precisa de espécies por meio da analise de DNA®. Uma
variedade de amostras biolégicas pode ser analisadas por meio de métodos de
sequenciamento, em que o material genético é extraido e dividido em fragmentos de
acidos nucleicos®.

A técnica de PCR universal € uma abordagem direcionada que utiliza primers
projetados a partir de regides altamente conservadas, como os genes de RNA
ribossomico (rRNA) 16S que sédo universalmente conservados entre bactérias®?. Os
primeiros estudos utilizando o gene 16S RNA ribossomal verificaram que os géneros
Bacteroides, Clostridium, Streptococcus, Lactococcus e a espécie Eubacterium
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rectale representavam dois tercos do microbioma intestinal®®. Esses dados foram
corroborados por estudos subsequente nos quais, Bacteroides sp., Clostridium cluster
XlVa e Clostridium grupo IV representavam de 85-95% das espécies conhecidas
isoladas de amostras fecais®28. Essa técnica tem como principal desvantagem a
menor precisdo®8’. A avaliacédo de diversidade pode ser prejudicada pela presenca
de vérias copias de 16S no genoma de uma mesma bactéria, além do
compartiihamento de genes semelhantes por diferentes espécies e cepas,
impossibilitando a distingcdo entre elas®’. Além disso, ndo avalia outros constituintes
do microbioma, como virus e eucariontes, e sO identifica microrganismos ja
conhecidos?®’.

Depois dos estudos utilizando o gene 16S RNA ribossomal, a técnica de
sequenciamento génico de alto rendimento, denominada shallow shotgun, foi
desenvolvida®2. E um método de extracio imparcial ou n&o direcionado, em que todo
0 material genético presente em uma amostra € extraido e analisado
simultaneamente®?8’, Sdo constituidas bibliotecas separadas de DNA e RNA; a
biblioteca de DNA é usada para identificacdo de bactérias, fungos, virus de DNA e
parasitas, enquanto a biblioteca de RNA é usada para identificacdo de virus de RNA
e genes especificos®8’. Apresenta como vantagens a maior precisdo, gerando dados
com maior quantidade, qualidade e variedade; permite a pesquisa de genes
especificos como os relacionados a viruléncia ou resisténcia antimicrobiana e a
identificac@o de genes que codificam funcGes bioldgicas??87.

O conjunto de dados de sequenciamento é entdo analisado e submetido a uma
etapa inicial de pré-processamento que consiste em filtragem de baixa qualidade e
complexidade, com objetivo de remover artefatos provenientes de erros do
instrumento de sequenciamento e na preparacdo das amostras e de possiveis
contaminacdes com material genético®?. Apds essa etapa, é realizada a remocéo do
material genético do hospedeiro®. Por meio de algoritmos de bioinformatica, os
segmentos de acidos nucleicos séo analisados, identificados e organizados em um
catadlogo de genes microbianos - as bibliotecas de sequenciamento - contendo o
material genético dos microrganismos do ambiente analisado®. E, por fim, os genes
sdo agrupados em genomas e, entéo, alinhados a um banco de dados de referéncia
para atribuir cada sequéncia a um taxon microbiano (bactérias, fungos, protozoarios
e, ainda, representantes do dominio Archaea) e determinar sua abundancia na

amostra®?.
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Essas técnicas de sequenciamento genético de alto rendimento permitiram o
desenvolvimento da metagendmica, que é o estudo da sequéncia genética de uma
comunidade microbiana e, por meio dela, da diversidade taxondmica e das
propriedades funcionais dos seus membros em um determinado habitat®86-88, Ao
contrario dos estudos gendmicos convencionais, em gue as espécies microbianas sao
avaliadas isoladamente, a metagendmica considera as interacbes entre 0s
microrganismos e a influéncia de tais interacdes sobre a comunidade de determinado
habitat, permitindo uma analise mais eficaz de comunidades microbianas
complexas®. Esse avanco também permitiu a identificacdo de grande parte das
espécies microbianas ainda néo identificadas®®®°,

As definigbes iniciais de microbioma saudavel foram estabelecidas a nivel
taxondmico como um conjunto de microrganismos presente de forma predominante
nos individuos sadios, de modo que qualquer alteragcdo na composicdo microbiana
seria definida como dishiose®’2. O conceito atual refere-se a um nucleo funcional
saudavel definido a partir de um conjunto de fungBes metabdlicas e moleculares
realizadas por um microbioma em um habitat especifico, que ndo necessariamente é
constituido pelos mesmos microrganismos em todos os individuos®. Esse conjunto de
funcdes inclui a existéncia microbiana e colonizacdo (adeséo as células hospedeiras
e utilizacdo de energia); a capacidade de resistir a estressores externos, como dieta,
medicacdes e competicdo com microrganismos patogénicos (resisténcia) e a posterior
capacidade de retornar a um estado saudavel (resiliéncia), garantindo sua
estabilidade ao longo do tempo®>8°, Além disso, essas funcdes abrangem processos
especificos desempenhados por cada microbioma em seu habitat (producdo e
metabolismo de substancias), garantindo o estabelecimento de relagbes simbidticas
com o hospedeiro®°.

A presenca de diferentes microrganismos capazes de desempenhar funcoes
semelhantes, chamada de redundéancia funcional, é determinante para o
desenvolvimento e estabilidade temporal de um microbioma saudavel®?7591, Dessa
forma, apesar das variacbes de composicéo inter e intra individual do microbioma
intestinal, a funcdo metabdlica é conservada®. Portanto, quanto maior a diversidade,
maior a disponibilidade de agentes para desempenhar as fun¢des necessarias a
subsisténcia e maior a capacidade de se restabelecer frente a agentes estressores® 2,
Esse conceito reforca a superioridade da definicdo funcional (metabolémica) em

relacdo a definicdo taxondmica de microbioma saudavel®? 75,
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Os estudos utilizando shallow shotgun reforcaram a existéncia de elevada
variabilidade entre as amostras, tanto em individuos saudaveis quanto em diferentes
sitios do mesmo individuo, j& identificada previamente em estudos com 16S RNA?,
Contudo, a identificacdo de um conjunto de genes universal reforcou a teoria de
nucleo funcional apesar da variabilidade a nivel taxondmico®’.

A caracterizacdo do microbioma intestinal de individuos saudaveis foi alvo de
estudos em varios continentes. Os primeiros estudos realizados nos Estados Unidos
e Japéo, envolvendo um pequeno numero de individuos saudaveis, permitiram a
caracterizacéo de trés gigabases de sequéncia génica microbiana3°?. Houve também
a identificacdo de semelhancas e diferencas na constituicdo do microbioma entre as
duas populacdes, bem como de diferencas entre adultos e criancas no estudo
japonés®9?,

O primeiro grande estudo a avaliar o microbioma intestinal de individuos
saudaveis, Metagenomes of the Human Intestinal Tract (MetaHIT), incluiu uma coorte
de 124 adultos europeus, predominantemente saudaveis, em 2010, com resultados
consistentes com os de estudos anteriores: 80% dos genes microbianos de 89
genomas de referéncia foram identificados®. Quase todos os genes identificados
foram de origem bacteriana, equivalente a cerca de mil espécies, com uma média de
160 espécies por individuo, estimando-se que quase 40% dos genes eram
compartilhados por pelo menos metade da coorte®®. Uma pequena proporcéo, cerca
de 0,8% foram de origem archeal e 0,1%, eucaridtica e viral®®. A avaliacédo
metagendmica identificou 75 espécies comuns a 50% dos individuos e 57 espécies
comuns a 90%, com elevada variabilidade de abundancia (12 a 2.200 vezes) para
essas 57 espécies®. Foi ainda identificado um metagenoma compartilhado pelos
individuos da coorte, correspondente a um nucleo funcional incluindo funcdes
importantes para a interacdo hospedeiro-bactéria, como a degradacdo de
polissacarideos complexos, a sintese de acidos graxos de cadeia curta, aminoacidos
e vitaminas indispensaveis®.

Um outro estudo, denominado Projeto Microbioma Humano (HMP), avaliou o
microbioma de um total de 4.788 amostras de 18 sitios corporais de 242 adultos
saudaveis nos Estados Unidos®. Em todos os individuos, foi utilizado 16S RNA e, em
139 individuos, shotgun®. Para avaliar a estabilidade temporal do microbioma, 131
individuos foram submetidos a amostragem em tempo adicional®. Os resultados

evidenciaram grande diversidade microbiana entre os diferentes habitats e em um
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mesmo habitat entre individuos distintos®. A variacéo foi consistentemente menor em
um mesmo sujeito ao longo do tempo do que entre sujeitos, tanto ha composicdo do
microbioma quanto na fungdo metabdlica®.

Um dos objetivos do HMP era identificar a existéncia de um conjunto de
microrganismos, genes ou capacidades funcionais de determinado habitat corporal,
compartilhado por todos ou pela grande maioria dos humanos, que constituiria o
microbioma central®®. Nenhuma unidade taxonémica foi encontrada em todos os
habitats e individuos, mas cada habitat corporal possui um ou alguns tdxons presentes
em quase todos os individuos®°. Em relagdo ao microbioma intestinal, verificou-se
amplas variacOes da relacdo entre Bacteroidetes e Firmicutes, com dominancia de
Bacteroidetes em alguns e minoria em outros em que predominavam Firmicutes®,

Outros estudos tentaram estabelecer padrbes de microbioma intestinal de
acordo com géneros bacterianos predominantes. Em 2011, o agrupamento de
amostras metagendmicas fecais humanas de trés continentes resultou na proposta de
trés enteroétipos, independentes de idade, sexo, formacdo cultural e localizacdo
geogréfica®®94. O enter6tipo 1, com predominio do género Bacteroides; o enterdtipo
2, do género Prevotella, cuja abundancia é inversamente correlacionada com
Bacteroides sp.; e o enterétipo 3, com predominio do filo Firmicutes, principalmente o
género Ruminococcus®%4, Essa caracterizagdo possui limitagcdes, pois nem sempre
h& diferenciacdo tdo bem definida, além de ndo levar em consideragéo as variacoes
nos niveis de espécies e cepas que podem ser relevantes para diferencas funcionais
entre individuos®3.

Esses resultados demonstram, portanto, que uma ampla variedade de
conjuntos de microrganismos pode produzir um microbioma central a nivel funcional,
e que os desvios desse nucleo podem estar associados a saude e doencga, como a
obesidade associada a reducdo de diversidade bacteriana e alteragdo na

representacdo de genes bacterianos e vias metabdlicas®.
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5 MATERIAIS E METODOS

O estudo faz parte de uma linha de pesquisa sobre mapeamento de
microbioma intestinal saudavel realizada pela Rebiotix, empresa de biotecnologia do
grupo Ferring focada em estudos de microbioma intestinal e suas possiveis aplicacdes
no tratamento de doencas associadas a dishiose. O produto RBX2660, suspensao de
microbiota fecal de individuos sadios, foi aprovado pelo Food and Drug Administration

(FDA) para tratamento de infeccéo recorrente por Clostridioides difficile®”.

5.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (CAAE: 42475420.2.0000.5149) e os individuos participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

5.2 PARTICIPANTES

O estudo incluiu individuos de ambos os sexos, entre 18 e 49 anos, definidos
nesse estudo como sadios a partir da aplicacédo de critérios de exclusao semelhantes
a de estudos de referéncia em microbioma saudavel, relativos a condicbes que
poderiam influenciar a estabilidade do microbioma, conforme especificado a

seguir®’98,

5.2.1 Critérios de exclusdo:
a) Indice de massa corporal (IMC) menor do que 18 ou maior ou igual a 30;
b) Historia de doenca gastrointestinal:
b.1 Inflamacdo intestinal crénica (por exemplo, doenca celiaca, retocolite
ulcerativa, doenca de Crohn);
b.2 Sindrome do intestino irritavel;
b.3 Gastroenterite infecciosa, colite, diarreia cronica ou persistente de origem
desconhecida;
b.4 Infeccdo recorrente por Clostridioides difficile;
b. 5 Gastrite ou infec¢ao por Helicobacter pylori ndo tratada;
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b.6 Constipacéao intestinal cronica;

b.7 Existéncia de polipos ou massas gastrointestinais, displasia ou cancer;

b.8 Cirurgias do trato gastrointestinal nos ultimos 5 anos.
c) Histéria de doencas pulmonares, hematoldgicas, cardiovasculares, hepéticas ou
renais cronicas clinicamente significativas (néo resolvidas, que requerem tratamento
meédico continuo ou medicac¢ao);
d) Cirurgia do trato gastrointestinal nos ultimos 5 anos;
e) Historia de diabetes tipo 1 ou tipo 2;
f) Uso de antibidticos ou antiparasitarios nos ultimos 3 meses;
g) Uso dos seguintes medicamentos nos ultimos 6 meses: metformina, drogas
imunossupressoras, inibidores de bomba de prétons ou probiéticos;
h) Realizacéo de dietas com restricdo de FODMAPs (oligossacarideos, dissacarideos,
monossacarideos e poliois fermentaveis) ou glaten no més anterior;
i) Tabagismo ativo;
j) Infeccé@o por virus da imunodeficiéncia humana (HIV), hepatite C (HCV) ou hepatite
B (HBV);
[) Mulheres gestantes ou lactantes;

m) Sintomas respiratérios sugestivos de infeccdo por COVID-19.

5.3 METODOS

5.3.1 Entrevista de triagem e aplicacdo de questionario

O recrutamento dos individuos foi inicialmente realizado no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e incluiu funcionarios dos
setores administrativo e assistencial. Em seguida, foi estendido aos académicos da
Faculdade de Medicina da UFMG. Neste processo, 0s possiveis participantes eram
solicitados a sugerirem outros participantes de seu ciclo de convivio pessoal.

Os individuos foram submetidos a entrevista de triagem inicial de maneira
remota entre os meses de janeiro e setembro do ano de 2021, devido as restricdes
impostas pela pandemia da COVID-19. Aqueles que n&o apresentavam condi¢oes
impeditivas a caracterizagcdo de um possivel individuo sadio, receberam o TCLE e
foram também convidados a responderem questionario sobre habitos de vida e dados

especificos de histérico médico (APENDICE B).
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5.3.2 Coletade amostras de sangue para exclusao de infec¢cdes virais e gestacao

Todos os participantes selecionados foram submetidos a coleta de amostras
de sangue para exclusao de infec¢bes por HIV, HBV ou HCV, por meio da pesquisa
dos anticorpos anti-HIV, anti-HCV, anti-HBc total e IgM e antigeno HBsAg. As
mulheres foram submetidas também a dosagem de beta-HCG sérico para exclusédo
de gestacdo. As amostras coletadas foram analisadas pelo laboratorio Sdo Paulo e

os individuos foram incluidos no estudo apds acesso aos resultados negativos.

5.3.3 Coleta e armazenamento de amostras de fezes

Foi fornecido aos individuos selecionados um kit coletor de fezes, ColOff®,
constituido de frasco plastico estéril com péa coletora e pipeta, além de revestimento
para assento sanitario, evitando possivel contaminagdo com o microbioma ambiental.
Apés a coleta, as amostras foram divididas em duas aliquotas de aproximadamente
um grama de material fecal por frasco, congeladas a -80°C, sem adicdo de
estabilizadores, em um periodo de até quatro horas, e armazenadas no Banco de
Tumores e Tecidos do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da
UFMG.

5.3.4 Avaliacao dietética e nutricional

Os participantes foram convidados a participar de avaliacdo dietética e
nutricional, realizada por nutricionista por meio de recordatorio alimentar de 24 horas
(R24h). As medidas caseiras foram convertidas em gramas com auxilio da Tabela
para Avaliagdo de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras e, para a estimativa dos
macro e micronutrientes, foram utilizadas trés tabelas de composicao de alimentos:
Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TBCA), desenvolvida de forma
integrada entre a Rede Brasileira de Dados de Composicdo de Alimentos
(Brasilfoods), Universidade de Sao Paulo (USP) e Food Research Center
(FORC/CEPID/FAPESP); Tabela Brasileira de Composi¢cdo de alimentos (TACO),

desenvolvida pelo Nucleo de Estudos e Pesquisas em Alimentagdo — NEPA da
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Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP); e FoodData Central, desenvolvida
pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América®-10%,

Foi avaliada aingestdo dos grupos alimentares carboidratos, proteinas e
lipidios, com individualizagdo de gorduras nos subgrupos saturadas, mono e poli-
insaturadas e colesterol. O consumo de fibras, micronutrientes - caélcio, ferro,
magneésio, fosforo, sodio, potassio, cobre, zinco - e vitaminas - retinol, tiamina,
riboflavina, niacina, piridoxina e vitamina C também foi analisado. Os alimentos foram
avaliados também de acordo com a extensdo do processamento a que Sao
submetidos, que se refere aos processos fisicos, biolégicos e quimicos que ocorrem
apos serem obtidos da natureza e antes de serem consumidos'®?, Foi utilizado o
sistema de classificagcdo NOVA que divide os alimentos em quatro grupos: alimentos
alimentos in natura e minimamente processados (Grupo 1), ingredientes culinérios
processados (Grupo 2), alimentos processados (Grupo 3) e ultraprocessados (Grupo
4)192. O grupo 1 inclui frutas, vegetais, grdos, leguminosas, raizes e tubérculos,
cogumelos, carnes, aves, peixes e frutos do mar, ovos e leite'®?. O grupo 2 engloba
sal, 6leos vegetais, manteiga, banha, amidos, acucar, melaco, mel e outras
substancias extraidas de alimentos ou da natureza e utilizadas na culinariat®?. O grupo
3 compreende vegetais, frutas e legumes enlatados ou engarrafados; nozes e
sementes salgadas ou acucaradas; carnes salgadas, curadas ou fumadas; peixe
enlatado; frutas em calda; frutos secos acucarados e queijos'®2. E, por fim, o grupo 4
€ o dos alimentos ultraprocessados: bebidas enlatadas; lanches embalados doces ou
salgados; biscoitos, pastelaria, bolos; cereais adocados e em barras; margarinas;
bebidas lacteas adocadas; extratos de carne e frango; molhos “instantaneos”;
formulas infantis; pizza, salsichas e hamburgueres'®?,

Os dados obtidos foram utilizados para calcular o valor calérico total (VCT) e
por quilograma de peso corporal, além da porcentagem desse aporte total
correspondente a cada macronutriente e ao grau de processamento dos alimentos.
Os célculos foram realizados no software Microsoft Excel®. Também foi realizado o
célculo do indice de Qualidade de Dieta Revisado (IQD-R), correspondente ao
indicador norte-americano Healthy Eating Index (HEI) utilizado em estudos
internacionais de microbioma, adaptado e validado para a populagcéo brasileira,
revisado apds a publicacdo do Guia Alimentar para a Populagdo Brasileira04-106,
Trata-se de um indicador de qualidade da dieta, obtido por uma pontuacgao distribuida

em 12 componentes (9 grupos alimentares, 2 nutrientes e a soma do valor energético
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proveniente da ingestdo de gordura solida, alcool e aclUcar de adicdo) que

caracterizam diferentes aspectos de uma dieta saudavel (Tabela 1),
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Tabela 1 — Distribuicdo da pontuacéo e das porgcdes dos componentes do indice de
Qualidade da Dieta original e revisado.

Pontuacio {ponios)

Companentes o 5 a8 1o 20
Q0o

Fruta total o % 3 1 5 porpies

Verduras e Lepumes 0 £ ¥ 415 porgies

Cireais iogais? o * 519 porgies

Leite & derivados 0 £ % 3 porgies

Carnes e ovos 0 € % 1 a2 porgies

Leguminosas o % | porgio

Cordura total Z45 # > % 30% doVET

Sodio 248 & 3> S24E

Codestercd 20,45 £ 5 Z03g

Variedade da dieta 30 & 3 2 B,0 tipos de alimentos
HEI-2005

Fruta total® 0 € 20,6 copo egf1.000 kcal

Fruta inbaira® 0 £—3» 20,4 copo gl 000 kcal

Vegetais totais 0 < 21,1 copo eq/1.000 kcal

‘egetais verdes-

meuros e alaranjados 0 £—3 20,4 copo egfl 000 keal
e Leguminosas

Cereais totais 0 £—3 23,0 unidade ag/1.000 kcal

Cereais integrais 0 €—% 21,5 unidade agf1.000 kcal

Leite & derivados o 2 1,3 copo egl.000 kcal

Carnes e lepuminosas 0 £ ¥ 2 2.5 unidade eqfl.000 keal

Olaos 0 & 3 2 12 g1.000 kcal

Cordura saturada 215 & » 10 € 7% doVET

Sodio 220 £ ¥ 1,1 €3 =0,7 g/1.000 keal

Gord_AA 250 £ ¥ = 20% doVET
Q0 _Revisado

Frutas totais® 0 ¢ 1,0 porcio .000 keal

Frutas integrais® 0 £—3 0,5 porgdo 000 keal

Vegetais totais” 0 £ 1,0 porciod1 000 keal

‘epetais vendes-

escuros e alaranjados 0 €3 0,5 porciod] 000 keal
& Leguminosas?

Careais tofais? 0 £—3% 2,0 porgies’] 000 keal

Ceareais integrais 0 «— 1,0 porgio 000 keal

Leile & derivados® 0« # 1.5 porgiod1 000 keal

E;L”rﬁn;‘:: ® 0 ¢ > 1,0 porgia/1 .000 keal

Olans o€ % 0,5 porgio 000 keal

Ginrcfura saturada 215 £ % 10 £ 7% doVET

Sodio 22 0E ¥ 1,0 &= 0,7 g/1.000 keal

Gord_AA 235 £ ¥ = 10% doVET

* Cereais totais = representa o grupe dos Cereais, raizes e wiséroulos

® Inclui frutas e sucos de frutas naturais

* Exclui frutas de sucos

? Inclui lapuminosas apenas depois que 2 pontuacdo méxima de Cames, ovos e lepuminosas for atingida

2 Inclui leite & derivados e bebidas 3 base de soja

T inclui as porduras mono & poliinsaturadas, dleos das oleaginosas e pordura da peiea

IQ0: indice de Qualidade da Diats; HER Healthy Fating indey; Gord_AA: Calorizs provenientes da pordura sélida, dleool
apicar de adicio; VET: Valor Energético Total; Bq: equivalente

Fonte: Previdelli, Agatha & Andrade, Samantha & Monfort-Pires, Milena & Ferreira, Sandra & Fisberg,
Regina & Marchioni, Dirce. (2011). Indice de Qualidade da Dieta Revisa-do para populacéo brasileira.
Revista de Saude Publica. 45. 794-798.



32

5.3.5 Analise de amostras fecais

Uma vez completada a coleta de toda a coorte, um frasco de cada amostra dos
participantes foi enviado para a empresa Rebiotix, Roseville, Minnesota, Estados
Unidos da América, onde foi realizada a avaliacdo taxonémica do material fecal por
meio de técnica de sequenciamento genético de alto rendimento shallow shotgun.

O material genético foi extraido das amostras com PowerSoil® Pro (QIAGEN)
automatizado para alto rendimento no QiaCube® HT (QIAGEN), usando Placas
Powerbead Pro (QIAGEN) com esferas ceramicas de 0,5 mm e 0,1 mm. As bibliotecas
de sequenciamento foram preparadas com um procedimento adaptado do kit
lllumina® DNA Prep e o material genético sequenciado no lllumina® NextSeq usando
terminacdo unica 1x150 e NovaSeq usando 1x100 leituras.

As amostras foram filtradas por qualidade, com remocdo de amostras com
menos de 10.000 leituras de sequéncia, pontuacdo Q < 30 ou comprimento < 50
bases. A andlise dos dados foi realizada computacionalmente alinhando as leituras a
um banco de dados de genoma humano usando Bowtie2, John Hopkins University,
com uma pontuacdo minima de alinhamento de [-0,6 + -0,6 * L], em que L é o
comprimento da leitura. Os arquivos FASTQ p6s-QC foram, em seguida, convertidos
para arquivos FASTA usando shi7, depois cortado para um comprimento maximo de
100 bp. Esses FASTAs foram usados como insumos para as etapas de analise
subsequentes, sendo processados para dados de unidades taxondmicas operacionais
(OTU) por meio de um banco de dados (Diversigen).

O microbioma da coorte brasileira foi comparado com a composicdo microbiana
do produto RBX2660, uma suspensao de microbiota preparada a partir de fezes
humanas doadas por individuos americanos sadios, aprovado nos Estados Unidos
pelo FDA para tratamento de infeccdo recorrente por Clostridiodides difficile'®. Os
dados da coorte brasileira e do RBX2660 foram coletados usando métodos idénticos
e submetidos a métodos de analise taxondmica idénticos, permitindo que os dados
taxondmicos fossem comparados de forma padronizada.

O RBX2660 foi produzido a partir de material fecal de doadores selecionados
por meio do preenchimento de um questionario de saude e estilo de vida para
avaliacao de critérios de exclusdo semelhantes aos utilizados para a coorte brasileira.
Em seguida, foram submetidos a coleta de sangue para pesquisa de HIV, hepatites

A, B e C, e sifilis, além de coleta de fezes para pesquisa de toxina de Clostridioides
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difficile, norovirus, rotavirus, adenovirus, ovos e parasitas, enterococos resistentes a
vancomicina, Vibrio sp., Listeria sp. e Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
Cada dose de RBX2660 consistia de 50 gramas de fezes humanas em 150 mL de
soro fisiolégico 0,9% em veiculo de polietilenoglicol 3350, contendo 2107 unidades
formadoras de coldnias (UFC)/mL de suspensdo, incluindo >1x10° UFC/mL de

Bacteroides sp., em uma bolsa de enema de dose Unica pronta para uso.

5.3.6 Analises estatisticas

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a distribuicdo dos
dados demograficos dos participantes. A partir da verificacdo da distribuicao
gaussiana ou nao das variaveis, foram obtidas as medidas de tendéncia central e de
dispersédo de IMC e idade. O programa SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, EUA)
foi utilizado para as analises.

As andlises estatisticas e a visualizacdo dos resultados de OTU foram
realizadas pela BioRankings Analytics, St. Louis, Minessota, EUA. A distribuicao
multinomial de Dirichlet (DM) foi utilizada para avaliar as abundancias relativas médias
de grupo no nivel de classe taxonémica (1), com limites de confianca, usando

estimativa de maxima verossimilhancal®,

5.3.7 Avaliagéo de disbiose intestinal

O microbioma da coorte brasileira foi avaliado por meio do Microbiome Health
Index (MHI), calculado a partir da razdo (Bacteroidia + Clostridia) /
(Gammaproteobacteria + Bacilli). E um indice desenvolvido para analisar a alteragéo
de microbioma associada ao uso de antibiéticos, mas que também apresentou boa

acuracia para avaliacdo do microbioma de individuos sadios®.
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5.3.8 Avaliacdo de diversidade microbiana

A diversidade alfa foi avaliada por meio do indice de Shannon, um indicador
utilizado para estimar de forma quantitativa a diversidade de grupos taxonOmicos

presentes em uma amostrall®.
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6 RESULTADOS

6.1 PARTICIPANTES

Dentre os 74 individuos submetidos a entrevista inicial, 50 foram selecionados
apos preenchimento do questionario e realizacdo de exames de sangue. Os 24
individuos foram excluidos devido a uso de medicamentos (8), especificamente
inibidores de bombas de protons (4), antimicrobianos (2), antiparasitarios (1) e
imunossupressores (1); doencas gastrointestinais (7); tabagismo (5); indisponibilidade
de realizacdo de exames de sangue (3) e cirurgia gastrointestinal recente (1). Nao
houve exclusédo de participantes devido a exames de sangue positivos para infec¢oes
virais ou gestacdo. A amostra de um dos participantes necessitou de ser desprezada
por atraso no congelamento e ndo participou da analise taxondmica, totalizando 49
amostras.

As caracteristicas demogréficas dos participantes estéo sintetizadas na Tabela
2. A média de idade foi 31,2 anos (+ 6,8), a mediana de IMC foi 24 (22-27) e 25
participantes eram do sexo feminino (51%). Em relacdo a pratica de atividade fisica,
22 participantes (44,9%) realizavam regularmente, sendo que 16 deles (32,6%) com
frequéncia igual ou superior a 3 vezes por semana. Quanto ao grau de instrucao, 25
participantes (51%) tinham o ensino superior completo, enquanto treze apresentavam
ensino superior incompleto (26,5%), dois possuiam curso técnico, oito concluiram o
ensino médio e dois completaram o ensino fundamental. A média de horas de sono
foi de 7,1 (£ 0,85). Em relacdo ao uso crénico de medicamentos, 17 (34,7%)
participantes relataram o uso, sendo eles anticoncepcional combinado oral (8);
espironolactona para tratamento de acne (2); antidepressivos e ansioliticos (10),
especificamente fluoxetina (1), topiramato (1), venlafaxina (2), desvenlafaxina (3),
alprazolam (1), serrazina (1), bupropiona (1), escitalopram (2), mirtazapina (1) e

lamotrigina (1).
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Tabela 2 - Dados demograficos e associados ao estilo de vida dos individuos sadios.

Variavel

N (%) / média (DP) / mediana (11Q)

Sexo feminine

Idade (média), anos

Altura (mediana), cm

Peso (mediana), kg

IMC (mediana), kg/m?
Ensino superior completo, n (%)
Ensino superior incompleto, n (%)

Ensino técnico, n (%)

Ensino médio, n (%)

Ensino fundamental, n (%)

Pratica de atividade fisica, n (%)

Horas de sono (média)

6.2 AVALIACAO DIETETICA E NUTRICIONAL

25 (51%)
31,2 (£ 6,8)
169 (162-175)
71 (64-78)
24 (22-27)
25 (51%)
13 (26,5%)
2 (4%)

8 (16,3%)
2 (4%)
22 (44,9%)
7,1 (+0,85)

A ingestdo alimentar foi avaliada em 36 individuos, 19 do sexo feminino

(52,8%), por meio da quantificacdo absoluta e proporcional dos grupos alimentares,

além do célculo do IQD-R e das calorias por grau de processamento de alimentos. Os

resultados estdo representados na tabela 3, incluindo o percentual de calorias

provenientes de alimentos in natura e minimamente processados (Grupo 1),

ingredientes culinarios processados (Grupo 2), alimentos processados (Grupo 3) e

ultraprocessados (Grupo 4) que também foram analisados. O banco de dados

completo da avaliac&o dietética encontra-se nos APENDICES C e D.
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Tabela 3 - Analise descritiva do valor caldérico, macronutrientes, 1QD-R, e valor
caldrico por grau de processamento.

Componente da dieta

Mediana (11Q)

Kcal
Kcal sexo feminino
Kcal sexo masculino
Kcal/kg de peso
Kcal/kg de peso sexo feminino
Kcal/kg de peso sexo masculino
Carboidratos (% do VCT)
Proteinas (% do VCT)
Gorduras totais (% do VCT)
Gorduras saturadas (g)
Gorduras monoinsaturadas (g)
Gorduras poli-insaturadas (g)
Colesterol (mg)
Fibras (g)
IQD-R
Grupo 1 (% do VCT)
Grupo 2 (% do VCT)
Grupo 3 (% do VCT)
Grupo 4 (% do VCT)

1.599 (1.280-2.435)
1.303 (1.030-1.653)
2.166 (1.599-2.649)
22,59 (17,78-29,60)
21,43 (16,72-25,11)
28,83 (19,86-35,98)
45,62 (37,52-54,68)
18,72 (12,99-25,31)
32,78 (28,30-39,59)
21,54 (15,97-27,77)
16,72 (10,93-21,18)
11,23 (7,92-16,83)

240,87 (159,93-431,64)

19,69 (10,52-23,65)
68,73 (60,46-76,92)
52,78 (35,83-65,26)
5,45 (3,99-7,60)
17,48 (7,34-29,09)
25,30 (10,09-36,76)

6.3 PERFIL DE MICROBIOMA INTESTINAL DE INDIVIDUOS BRASILEIROS

SADIOS

A andlise do microbioma da coorte de brasileiros sadios evidenciou 5 filos com

abundancia relativa média (11) acima de 1%: Firmicutes (11 60-65%), Bacteroidetes (17
10-15%), Actinobacteria (11 5-7%), Proteobacteria (11 2-3%) e Verrucomicrobia (11 1-

2%). Em relacgdo as classes, houve predominio de Clostridia (11 60-65%) e Bacteroidia

(1m 10-12%) (figura 1). As classes Actinobacteria e Coriobacteriia, em seguida, foram

encontradas com 1 de aproximadamente 2% cada (grafico 1).
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Grafico 1 - Abundancia relativa média de Classes.
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As barras representam o IC de 95%. Pontos sem barras de erro indicam que o IC de 95% é muito

pequeno para ser visivel no grafico.

Lachnospiraceae foi a familia mais abundante (m 30-40%), seguida por
Ruminococcaceae (m 10-12%) e Bacteroidaceae (mm 7-9%). Eubacteriaceae,
Streptococcaceae, Rikenellaceae, Bifidobacteriaceae, Coriobacteriaceae e
Verrucomicrobiaceae foram as outras familias com abundancia acima de 1% (gréfico
2).
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Grafico 2 - Abundancia relativa média de Familias.
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Em relacdo aos géneros, houve predominancia de Blautia (11 12-15%). Em
seguida, com frequéncia semelhante (11 7-8%), Bacteroides e Faecalibacterium; além
de outros representantes nado identificados a nivel de género, da ordem Clostridiales
e da familia Lachnospiraceae (figura 2). Os géneros Alistipes, Bifidobacterium,
Collinsella, Coprococcus, Dorea, Eubacterium, Fusicatenibacter, Roseburia e
Ruminococcus, além de representantes ndo identificados a nivel de género, da ordem
Bacteroidales e do filo Firmicutes apresentaram abundancia relativa média entre 2-

5%; seguidos por Akkermansia e Streptococcus com 1T 1-2% (gréafico 3).
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Grafico 3 - Abundancia relativa média de Géneros.
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As barras representam o IC de 95%. Os pontos sem barras indicam que o IC de 95% é muito pequeno
para ser visivel no grafico. Os taxons sinalizados com a letra U ndo foram identificados a nivel de
género e cada U identifica um nivel taxondmico acima. LachnospiraceaeU: familia; BacteroidalesUU e

ClostridialesUU: ordens; FirmicutesUUUU: filo.

O microbioma da coorte brasileira apresentou mediana de pontuacdo do MHI
igual a 61,2 (28,8-136) conforme representado no grafico 4. A diversidade alfa,
quantificada por meio do indice de Shannon, apresentou valor mediano de 1,2 (0,8-

1,4), conforme representado no gréfico 5.
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Gréfico 4 - Avaliacdo da disbiose baseado no Microbiome Health Index (MH]I).
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Gréfico de dispersdo com linha maior representando mediana e as duas linhas menores, os percentis
25 e 75 (intervalo interquartilico). A linha pontilhada marca o valor do MHI de 7,2 e representa o valor
de corte. As amostras acima sao consideradas saudaveis, enquanto as amostras abaixo sao
consideradas disbiéticas.
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Gréfico 5 - Diversidade alfa representada pelo indice de Shannon.
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Gréfico de dispersdo com linha maior representando mediana e as duas linhas menores 0s percentis
25 e 75 (intervalo interquartilico).

6.4 COMPARACAO DA COORTE BRASILEIRA COM O PRODUTO RBX2660

O microbioma da coorte de individuos brasileiros sadios foi comparado ao
microbioma constituinte do produto RBX2660 obtido por meio de amostras fecais de
individuos americanos sadios. Na coorte brasileira, prevaleceu a classe Clostridia e,

no produto RBX2660, a classe Bacteriodia (grafico 6).
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Gréfico 6 - Distribuicdo dos microbiomas a nivel de classe em individuos brasileiros
saudaveis (BRA) e amostras RBX2660.

0.8 & RBXZ2660
+ BRA

Mean relative abundance (n)

As barras representam o IC de 95% e pontos sem barras indicam que o IC de 95% é muito pequeno
para ser visivel no gréfico.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliada a composicdo do microbioma intestinal de 49
brasileiros definidos como sadios a partir da utilizacdo de critérios semelhantes aos
de estudos de referéncia em microbioma, como o HMP*!, A adocéo desses critérios
teve como objetivo permitir comparacdes entre individuos de populacdes distintas,
além, de modo inerente, evitar a inclusdo de comorbidades e situacbes com maior
potencial de alterar qualitativa ou quantitativamente o microbioma intestinal.

A amostra, caracterizada por distribuicdo igualitaria de sexo e pertencente a
faixa etaria entre 18 a 49 anos, minimiza a variabilidade a medida que anula a
interferéncia de fatores, como crescimento, desenvolvimento, envelhecimento e
influéncias hormonais na infancia e adolescéncia. Também, acerca dos dados
demogréficos, outras caracteristicas dessa amostra como o0 predominio de
participantes com ensino superior completo, que em sua maioria nao realizava
atividade fisica com frequéncia superior ou igual a trés vezes por semana, acrescenta
dados desse perfil de individuos e pode ajudar a entender os resultados a medida que
comparacdes futuras forem feitas.

Outro dado relacionado aos habitos de vida refere-se a alimentagdo. Para a
avaliacdo do consumo alimentar, foi utilizado o recordatério de 24 horas (R24h), que
se mostrou superior a0 uso do questionario de frequéncia alimentar (QFA)
semiquantitativo, que faz a estimativa da dieta habitual dos Ultimos doze meses!!?.
Ainda que todos os métodos de afericdo do consumo alimentar apresentam
limitacdes, o uso do QFA foi relacionado a superestimativa da ingestao de frutas e
hortalicas, falseando as avaliagoes de qualidade de dieta em estudos avaliando o IQD-
R112,113.

A mediana do consumo caldrico foi de 1.599 (1.280-2.435) kcal que se traduz
em 22,59 (17,78-29,60) kcal/kg de peso corporal, sendo 1.303 (1030-1653) kcal e
21,43 (16,72-25,11) kcal/kg para sexo feminino e 2.166 (1.599-2.649) kcal e 28,83
(19,86-35,98) kcal/kg para o masculino. Esses valores sdo considerados adequados
conforme as recomendacdes nutricionais para adultos'#15, Um pouco mais da metade
(52,78%) do total de calorias diarias foi proveniente de alimentos in natura e
minimamente processados, como frutas, leite, graos e cereais, seguidos em ordem

descendente pelos alimentos ultraprocessados, como biscoitos recheados,
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refrigerantes e salgadinhos, responsavel por 25,30%; alimentos processados, como
paes e queijos, representando 17,48%; e ingredientes culinarios processados, como
Oleos, sal, acucar e farinha, com 5,45%. Estudo transversal dos dados de consumo
alimentar individual de 34.000 individuos maiores de 10 anos de idade no Brasil
evidenciou resultados semelhantes: 58,1% da ingestdo energética diaria foi
proveniente de alimentos in natura ou minimamente processados; 20,4% de
alimentos ultraprocessados; 10,9% de ingredientes culinarios processados; e 10,6%
de alimentos processados'!’. Nao ha critérios de referéncia estipulados para
determinar faixas ideais de consumo dos diferentes graus de processamento de
alimentos. Entretanto, o consumo maior de alimentos ultraprocessados e processados
foi associado a ingestéo relativamente alta de acucares livres e de gorduras totais,
saturadas e trans, e ao baixo consumo de proteinas e fibras alimentares1>117-120 Este
padrdo alimentar foi relacionado a obesidade e sindrome metabdlicall’~120, A
Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) prop6s a valorizacdo do consumo de
alimentos ultraprocessados como um indicador da m& qualidade das dietas, sem, no
entanto, especificacdo de taxa de consumo ideal'l”!18 |dealmente, tém sido
recomendado preferir o consumo de alimentos ndo processados e minimamente
processados em detrimento de produtos processados e ultraprocessados®!’ 118,

O consumo de carboidratos representou 45% do VCT, enquanto as gorduras
somaram 32% e as proteinas, 18%, que sdo valores considerados adequados, de
acordo com evidéncias de aumento dos riscos de doengas crbénicas nao
transmissiveis, associadas a alimentagdo, além dos efeitos de caréncia
nutricional**4115, A ingestéo diaria de colesterol (240 mg) também esteve dentro do
valor de referéncia, enquanto a mediana de ingestéo de fibras de 19,69 g/dia (10,52-
23,65), foi deficitaria em relacéo a ideal que € de 25 g/dia para o sexo feminino e 38
g/dia para o masculino!4115. O consumo reduzido de fibras e elevado de alimentos
com alto teor de gordura e indice glicémico é caracteristico da chamada "dieta
ocidental” de nagdes industrializadas'?'. A fibra ndo é digerida pelo organismo
humano, mas € metabolizada por certas espécies do microbioma intestinal e resulta
na producdo de acidos graxos de cadeia curta'?l. Portanto, um maior consumo de
fibra favorece o crescimento desses microrganismos'?!. As sociedades rurais e menos
industrializadas apresentam um consumo de fibra significativamente maior e tem
como caracteristica uma maior abundancia do género Prevotella em seu microbioma

intestinal*?!. J& nos individuos provenientes de regides mais industrializadas, ha
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reducdo de diversidade e maior abundancia dos géneros Bacteroides,
Bifidobacterium, Ruminococcus, Faecalibatcerium, Alistipies e Blautial?l. Essas
alteracdes podem ter associacdo com aumento da prevaléncia de doenca inflamatoria
intestinal, obesidade, diabetes melito tipo 1l e sindrome metabdlica verificada nessas
sociedades!??.

Fontes de dados sobre a tendéncia do consumo alimentar brasileiro, utilizadas
pelo Ministério da Saude, obtidas por meio do programa Pesquisas de Orgamentos
Familiares, realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica IIBGE), foram
utilizadas para estimar a proporcdo de ingestdo de carboidratos, lipideos e
proteinas!®. Isto foi feito de maneira indireta, por meio da estimativa de despesas
efetuadas com a aquisi¢cdo de alimentos para consumo no domicilio'6. A (ltima,
realizada em 2008-2009, evidenciou resultados semelhantes, com consumo
energético médio de 1.710 kcal e 2.163 kcal para sexo feminino e masculino,
respectivamente!'®. O consumo de carboidratos representou cerca de 55% do total,
lipidios 27% e proteinas 17%, enquanto a ingestao diaria de colesterol foi 217 e 276
mg no sexo feminino e masculino, respectivamente, valores considerados adequados
conforme as recomendac¢des nutricionais, com excec¢ao para a ingestao de fibras, 18,2
no sexo feminino e 23,5 g no sexo masculino, considerada deficitarial*®.

O IQD-R, utilizado para verificar a qualidade da dieta neste estudo, demonstrou
boa confiabilidade para avaliacdo e monitoramento da dieta de brasileiros'®>'12, O
valor médximo € de 100 pontos e quanto mais elevado o escore, mais proxima a
ingestdo se encontra dos intervalos ou quantidades recomendados!!?. O IQD-R
mediano da populacdo do estudo foi de 68,73 (60,46-76,92), semelhante ao de um
grande estudo com 15.105 adultos, entre 35 e 74 anos de idade, que incluiu individuos
de niveis técnico e superior de 6 cidades do Brasil que teve um IQD-R médio de 72,6
pontos!??, A utilizacéo do IQD-R apresenta vantagens ao analisar varios componentes
da dieta simultaneamente, com base na densidade energética, avaliando sua
qualidade, independente da quantidade de alimentos consumida'!?. Pode ser aplicado
a individuos e populacdes e facilita a mensuracdo de possiveis associagbes com
desfechos de saude!*?.

Com relacdo a avaliacdo do microbioma, foram evidenciados representantes
de cinco filos, em ordem decrescente: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria e Verrucomicrobia. A classe Clostridia e as familias Lachnospiraceae

e Ruminococcaceae do filo Firmicutes foram as mais abundantes. No filo
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Bacteroidetes, a classe Bacteroidia e a familia Bacteroidaceae foram as mais
abundantes. Estudos brasileiros avaliaram o microbioma intestinal de pequenas
amostras de controles sadios, por meio do sequenciamento genético utilizando o RNA
ribossomal 16S, e também identificaram os filos Firmicutes e Bacteroidetes como os
mais abundantes'?>-125, Em dois estudos, com vinte e oito e dez participantes cada, o
filo Bacteroidetes e a classe Bacteroidia foram os mais abundantes, enquanto outros
dois estudos evidenciaram o filo Firmicutes como o mais abundante!??-25, Em um
desses estudos, envolvendo onze participantes, a classe Clostridia e as familias
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae e Bacteroidaceae foram as mais frequentes!??,
Enquanto o outro estudo, com sete individuos, encontrou 0s géneros
Faecalibacterium, Blautia e Bifidobacterium como os mais abundantes??>. Dois desses
estudos realizaram avaliacdo nutricional, mas apenas o estudo envolvendo dez
individuos exibiu dados relacionados a ingestédo caldrica total diaria e porcentagens
relacionadas aos grupos alimentares!?3124, Entre os dez individuos do grupo controle,
cinco eram obesos e os outros cinco com IMC normal'?4, Entre os Ultimos, a mediana
de consumo caldrico total foi de 1.802 Kcal (1.527-2.018), sendo majoritariamente
proveniente de carboidratos (51,2%), seguido por gorduras (28,8%) e proteinas
(6,22%)1%4,

Com base na proposta de classificacdo do microbioma em trés enteroétipos, o
microbioma da amostra selecionada pode ser classificado como enterétipo tipo 3,
caracterizado pelo predominio do filo Firmicutes, principalmente do género
Ruminococcus e grupos relacionados a ordem Clostridiales e a familia
Lachnospiraceae'?®. A familia Lachnospiraceae é bastante heterogénea e faz parte
dela espécies que tém sido relacionadas a varias doencas, mas também possui
representantes responsaveis pela producéo de varios metabdlitos essenciais a saude
do hospedeiro, como os acidos graxos de cadeia curtal?’. Os géneros Blautia, o0 mais
abundante no nosso estudo, e Roseburia que esteve presente com abundancia de
2%, ambos pertencentes a esta familia sdo considerados os maiores produtores de
acidos graxos de cadeia curta, principal fonte de nutricdo dos colondcitos e envolvidos
na maturacdo do sistema imune e no controle de processo inflamatério intestinal'?’. O
género Blautia apresenta, ainda, potencial efeito probidtico, a partir da producdo de
bacteriocinas capazes de inibir a colonizacao intestinal por bactérias patogénicas??®.
Especificamente, Blautia obeum e Blautia producta podem inibir a proliferacédo de

bY

Clostridium perfringens e enterococos resistentes a vancomicina'?®®, Ha ainda
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evidéncias de correlacdo negativa de espécies do género Blautia com obesidade,
cancer colorretal, diabetes e doenca de Crohn, além de associacdo com aumento de
sobrevida na doenca do enxerto-versus-hospedeiro'?®, Entretanto, ha relatos de maior
abundancia de Blautia em individuos com retocolite ulcerativa associada a colangite
esclerosante primaria, sindrome do intestino irritdvel e cancer de mamat?®. Esses
dados conflitantes séo, possivelmente, devido a diferencas a nivel de espécies e
cepas??®®. Neste contexto, estudos metagendmicos associaram aumento de
Lachnospiraceae a diabetes melito tipo 2 em humanos e modelos animais?®.
Bactérias integrantes desta familia participam ativamente do metabolismo de
polissacarideos, incluindo amido, inulina e arabinoxilano e, por conseguinte
contribuem para aumento da obtencdo de energia da dieta com efeito nos niveis
glicémicos'?’.

A familia Ruminococcaceae, que tem no género Feacalibacterium um dos seus
principiais representantes, também possui como caracteristica a producéo de acidos
graxos de cadeia curta, principalmente o butirato!?®. A diminuicdo de sua abundancia
tem sido implicada em doencas inflamatorias intestinais (retocolite ulcerativa e doenca
de Crohn), encefalopatia hepatica e diarreia associada ao uso de antimicrobianos,
além de maior risco de infeccdo por Clostridioides difficile?®. Presente com
abundancia relativa média em torno de 7 a 8%, seus membros sédo considerados
comensais, com papel relevante na saude intestinal, em especial Faecalibacterium
prausnitzii, uma das bactérias anaerébicas mais abundantes no microbioma intestinal
humano e que exerce papel importante na manutencéo da homeostase intestinal?°.
Possui propriedades imunomodulatérias e antiinflamatérias, sendo considerada um
indicador de saulde intestinal'?®. A reducdo de F. prausnitzii foi encontrada em
individuos com doenca inflamatoéria intestinal, diabetes tipo 2 e doenca hepatica
gordurosal?®.

Em relacdo ao filo Bacterioidetes, os géneros Bacteroides e Alistipes foram os
mais abundantes, em torno de 7 a 8% e 2 %, respectivamente. Exercem efeitos
benéficos no intestino, mas se comportam como patdégenos oportunistas provocando
infecgOes extra-intestinais a partir de translocacéo bacteriana e bacteremia, incluindo
abscessos intra-abdominais e no sistema nervoso central*3%131, Espécies do género
Bacteroides atuam na imunomodulacéo intestinal e competem com microrganismos
patogénicos por meio da producédo de toxinas antimicrobianas, além de serem os

principais produtores de vitamina K e contribuirem para o aumento da densidade
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mineral 6ssea'®®. Quanto ao género Alistipes, evidéncias sugerem efeito protetor
contra hepatopatia cronica fibrosante e encefalopatia hepatica, doencas
cardiovasculares e seus fatores de risco, como hipertensdo arterial sistémica e
aterosclerose®3!.

No filo Actinobacteria, membros do género Bifidobacterium constituem-se no
seu principal representante e estdo entre os primeiros microrganismos identificados
como constituintes do microbioma intestinal'®2. Na amostra estudada, sua abundancia
foi em torno de 5%. Tém sido utilizados como probiéticos devido a potenciais efeitos
benéficos em casos de diarreia e constipacdo, bem como na prevencédo de infeccbes
gastrointestinais, como € o caso da infec¢cdo causada pela E. coli enterohemorragica,
a partir da sintese de acetato, acido graxo de cadeia curta que regula funcao de
barreira do epitélio intestinal do hospedeiro!32. Dois estudos brasileiros que avaliaram
o microbioma intestinal de pacientes com doenca hepatica gordurosa néo alcodlica e
diabetes melito tipo 1, respectivamente, evidenciaram reducdo de abundancia de
Bifidobacterium quando comparado aos controles sadios??124, Entretanto, os dados
de abundéancia n&o foram relatados.

O filo Proteobacteria foi 0 quarto mais abundante, representado pelas classes
Deltaproteobacteria e Gammaproteobacteria. Seus géneros nao apresentaram
abundancia relativa média acima de 1%. O filo Verrucomicrobia foi representado pelo
género Akkermansia. A bactéria Akkermansia muciniphila, espécie mais estudada do
género, tem sido associada a possiveis efeitos protetores contra obesidade, diabetes
e doencas cardiovasculares, sendo utilizada como probiético na sindrome
metabdlica®3134, Também tem efeito benéfico comprovado na integridade da barreira
intestinal, ativacdo do sistema imune e reducdo de inflamacdo®®3. No entanto, em
modelos animais, a proliferacdo excessiva de cepas de A. muciniphila, promovida por
dieta deficiente em fibra, exacerbou a inflamacdo provocada por bactérias
patogénicas, por meio da degradacdo da camada de muco, além de associagdo com
tumorigénese no cancer colorretal em camundongos?®.

Estudos metagendmicos internacionais que incluiram individuos sadios
constataram que o género Blautia foi também o mais abundante em austriacos
(12,79%), enquanto houve dominio do género Bacteroides em americanos (38,38%),
chineses (39,7%), dinamarqueses (39,70%), franceses (13,43%), espanhdis (23,33%)
e em, um estudo brasileiro com 18 individuos (28,91%)69%0.122,138-146 3 género

Prevotella foi predominante em estudos na Malasia (32,65%), Venezuela (24,89%) e
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Peru (14,85%), Eubacterium na Rdssia (12,52%) e Clostridium na Suécia
(10,31%)137:143-147 Em uma andlise de amostras de fezes de 367 individuos japoneses
sadios, entre 0 e 104 anos, foi evidenciada elevada abundancia de Blautia (16,69%)
e Bifidobacterium (17,93%) e baixa abundancia de Bacteroides (11,37%) em adultos
(21 a 69 anos)'®’. Nos idosos, verificou-se reducdo da diversidade, com menor
presenca de Blautia'®’. Tais dados corroboram a tese da existéncia de padrées de
microbioma distintos entre populagdes diferentes, muito possivelmente influenciada
por habitos alimentares, fatores genéticos, entre outros.

O produto RBX2660, utilizado na comparacdo com 0 microbioma da coorte
brasileira, € uma suspenséo de microbioma preparado a partir de amostras fecais de
individuos americanos selecionados a partir dos mesmos critérios empregados para
compor a coorte brasileira. Por meio dessa andlise, foi evidenciada uma composicao
semelhente, contudo houve um predominio da classe Clostridia na coorte brasieleira
e Bacteroidia no produto.

O MHI, utilizado para avaliagdo de disbiose intestinal, foi desenvolvido com o
objetivo de detectar possiveis alteracdes microbioma ap6s uso de antimicrobianos®.
No entanto, apresentou boa acuracia para analise do microbioma de individuos
sadios!®®. As quatro classes taxonomicas utilizadas, Bacteroidia, Clostridia, Bacilli e
Gammaproteobacteria, foram escolhidas a partir de evidéncias de associacdes com
microbioma saudavel e dishiose, respectivamente!®. Bacteroidia e Clostridia s&o
classes envolvidas no mecanismo de resisténcia a colonizacdo de patégenos, pois
atuam modulando a funcado da barreira intestinal, por meio da metabolizacao de sais
biliares, sintese de acidos graxos de cadeia curta, competicdo por nutrientes
essenciais e ativagcdo do sistema imunoldgico do hospedeiro’-148.

Apesar de espécies das classes Gammaproteobacteria e Bacilli serem
comensais e desempenharem papel importante na homeostase e saude do
microbioma, como dos géneros Escherichia e Lactobacillus, respectivamente, ha
também uma variedade de bactérias patogénicas'®®148, A proliferacdo de
gamaproteobactérias dos géneros Shigella, Salmonella, Yersinia, Klebsiella e
Pseudomonas, e bacilos dos géneros Enterococcus e Streptococcus foi encontrada
em varios contextos envolvendo desordens metabdlicas (diabetes e doencgas
cardiovasculares) e inflamacéo intestinal (doenca inflamatéria intestinal, doenca
celiaca e cancer colorretal), além de potencialmente prejudicar a resposta imune a

outros patégenos’148-152,
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Portanto, um baixo indice, proveniente da reducédo de Bacteroidia e Clostridia
ou aumento de Gammaproteobacteria e Bacilli, € consistente com disbiose!®. Nessa
amostra de individuos brasileiros sadios, a mediana do MHI foi de 61,2 (28,8 -136),
enquanto o ponte de corte para indicar auséncia de disbiose é 7,2, obtido a partir do
calculo para varias coortes de individuos sadios, em que mais de 90% das amostras
apresentaram valor acima de 7,2.1°® Quando este indice foi testado a partir da
avaliac@o a nivel de filo, por meio da relacdo Firmicutes/Bacteroidetes e a nivel de
ordem (Clostridiales, Lactobacillales, Enterobacterales e Bacteroidales) nao
apresentou desempenho superiori®®,

O indice de diversidade de Shannon, utilizado para avaliar a diversidade alfa,
é amplamente utilizado em estudos de microbioma'®3. Ele estima quantitativamente a
variabilidade biologica, por meio de dois aspectos diferentes que contribuem para a
diversidade em uma comunidade: riqueza (numero de espécies) e uniformidade
(variedade e abundancia relativa)!®3. Quanto mais elevado o indice, maior a
diversidade, ficando, em geral, entre 1,5 e 3,53, Entretanto, ndo apresenta um bom
rendimento em amostras pequenas e em populacdes geneticamente mais
heterogéneas, possiveis explicacdes para o valor ndo muito elevado verificado no

nosso estudoi®s.
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8 CONCLUSAO

O microbioma da coorte de brasileiros sadios é constituido por representantes
de cinco filos - Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria e
Verrucomicrobia, em ordem decrescente de abundancia. A classe Clostridia e a
familia Lachnospiraceae foram as mais abundantes e o género Blautia foi o
predominante. A comparacdo com o0 produto RBX2660 evidenciou composicao
semelhante, com diferenca apenas na classe predominante: Clostridia na amostra
brasileira e Bacteriodia no produto.

A avaliacédo dietética e nutricional evidenciou achados semelhantes a de outros
estudos envolvendo a populacdo brasileira, padrdo frequentemente encontrado em
outras sociedades industrializadas??!. O percentual significativo do consumo
energético total proveniente de alimentos processados ou ultraprocessados,
considerado indicador de ma qualidade da dieta, além da ingestéo deficitaria de fibras
encontrados no estudo tém sido associados a doenca inflamatoria intestinal,
obesidade e sindrome metabdlica e podem ter papel relevante na constituicdo do

microbioma intestinal da amostral??,
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9 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Esse estudo foi pioneiro em realizar a avaliagdo taxondmica do microbioma
intestinal em uma amostra constituida exclusivamente por brasileiros sadios, por meio
da técnica de sequenciamento genético de alto rendimento, shallow shotgun, com
identificacéo a nivel de filo, classe e género. A avaliag@o nutricional e dietética fornece
informacdes sobre habitos alimentares da populacdo brasileira, relevantes no
contexto do estudo, diante da grande influéncia da dieta na composi¢cdo microbiana.
A incluséo de informacdes quanto ao historico médico prévio e habitos de vida
permitiram também uma melhor caracterizagdo da amostra.

A pequena amostra utilizada e o desenho transversal séo limitagdes do estudo.
Além disso, a falta de informac¢des taxonémicas a nivel de espécie e cepas, bem como
do estudo dos metabdlitos bacterianos limitam a melhor caracterizacdo do
microbioma. Entretanto, esse estudo pode contribuir para o conhecimento do
microbioma intestinal em individuos sadios, fornecendo informagdes sobre a amostra
analisada. A grande maioria das pesquisas nesse campo € realizada em outros
paises. Diante da variabilidade de microbioma encontrado em diferentes regibes
geogréficas, é ainda mais relevante o estudo de microbioma no Brasil, pois apresenta
uma combinagdo de extensa distribuicdo demografica com diversidade de climas,
dietas e costumes. Pelo mesmo motivo, essa grande variedade limita a generalizacao
dos achados do nosso estudo para toda a populacédo brasileira e pode explicar as
diferencas em relacdo a outros estudos nacionais.

A homogeneidade quanto ao sexo dos individuos, auséncia de extremos de
IMC e idade e o fato de incluir populacdo urbana em sua totalidade contribuiram para
uma coorte mais similar, contudo ndo necessariamente geneticamente homogénea,
haja visto a caracteristica miscigenacao brasileira. A utilizac&o de critérios de sele¢cao
e exclusado semelhantes a de grandes estudos internacionais, como o HMP, minimiza
a influéncia de fatores com maior potencial de alterar o microbioma intestinal e permite
comparar os resultados obtidos.

Os dados gerados pela avaliagdo metagendmica por shotgun podem ainda ser
utilizados para pesquisas futuras, uma vez que as amostras fecais foram colhidas e
armazenadas em duplicata. O estudo por meio do shalow shotgun pode permitir a

identificacdo de genes especificos, como os envolvidos em resisténcia antimicrobiana,
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fornecer informacfes relevantes sobre microrganismos resistentes na populacéo
brasileira sadia, estudar populacdes bacterianas especificas e tracar seu perfil

patogénico ou nao.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé, , foi selecionado para participar de um projeto de pesquisa que tem como
objetivo identificar os microorganismos constituintes da microbiota intestinal de
individuos saudaveis. Sua participacdo neste estudo é voluntaria, gratuita e nao
havera qualquer tipo de remuneragcdo. O anonimato sera mantido em todas as etapas

e vVocé podera se recusar a participar deste estudo a qualquer momento.

A inclusdo no estudo sera realizada apds confirmacdo de que o participante é
saudavel. Para tanto, sera realizada entrevista e aplicacdo de um questionario para
avaliar habitos de vida e estado geral de salude. Serdo, ainda, coletadas amostras de
sangue para exclusédo de infec¢des por HIV e virus de hepatite B e C. No caso das
mulheres, excluindo aquelas submetidas a método cirdrgico anticonceptivo ha mais
de 6 meses, também sera realizada a dosagem de beta-HCG sérico com objetivo de
excluir gestacdo atual. Caso ndo apresentem restricbes a participacdo no estudo,
serdo coletadas amostras de fezes e, posteriormente, encaminhadas para estudo
genético da populacéo bacteriana em laboratério de referéncia nos Estados Unidos
da América. As amostras de fezes vao ser armazenadas no Banco de Tumores e
Tecidos do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG e

podem ser utilizadas para estudos futuros.

O beneficio esperado com este estudo € identificar o padrdo de microrganismos
presentes em individuos saudaveis. Os riscos associados a pesquisa estariam
associados a eventual desconforto ou constrangimento em responder as perguntas.
Para evitar esses possiveis riscos, as informacdes coletadas serdo mantidas em sigilo
até a publicagéo dos resultados, e para evitar constrangimentos, a abordagem para
responder as perguntas sera realizada de maneira discreta, preservando a
individualidade de cada um. Outra possivel complicacéo resulta da pun¢éao venosa,
gue podera trazer dor ou inflamacgéo na veia, contudo essas sao auto-limitadas e nao

exigem tratamento especifico.

Eu, , li o texto acima e compreendi 0 estudo ao qual fui convidado a participar. A

explicacédo que recebi menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou
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livre para interromper minha participacdo no estudo a qualquer momento sem

qualquer énus.

Eu, , aceito participar do estudo e concordo que as informagdes e amostras de sangue

e fezes coletadas sejam utilizadas neste projeto de pesquisa.

O participante, ao aceitar fazer parte desta pesquisa, receberd uma via deste

documento com o0 mesmo conteudo.

Nome completo do participante:

Assinatura: Data:

Em caso de duvidas com respeito a pesquisa, vocé podera consultar:

Instituto Alfa de Gastroenterologia - Av. Professor Alfredo Balena, 110 — 20 andar ala
oeste

CEP: 30130-100 / Belo Horizonte — MG / Telefones: 31 33079251 ou 31 330794
COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 20 andar - Sala 2005. Campus
Pam-
pulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592

NUmero do documento:
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APENDICE B - Questionario de habitos de vida e histérico médico

* Ocupacéo:

* Fumante: ndo / sim - N° cigarros/dia:

* Horas de sono por dia (em média):

» Atividade fisica: ndo / sim - frequéncia:

* Presenca de animais de estimag&o ou animais de fazenda em seu ambiente: n&o /
sim - Especifique:

* Viagens realizadas nos ultimos 6 meses: nao / sim - Especifique:

Dieta:

* Tipo de dieta: Variada / Vegetariana / Outro - Especifique:

* Restricdes alimentares: Lactose / Gluten / Outros:

* Mudanca alimentar nos ultimos 6 meses: Nao / Sim - Especifique:

» Modificacdes significativas de peso nos ultimos 3 meses: N&o / sim - Especifique:

Histérico médico prévio:

* Doencas diagnosticadas nos ultimos seis meses:

- Histéria de doencas respiratérias: ndo / sim - Especifique:

- Historia de doencas hematolégicas: ndo / sim - Especifique:

- Historia de doencas hepaticas: nao / sim - Especifique:

- Histéria de doencas renais: nao / sim - Especifique:

- Histéria de doencas urogenitais: ndo / sim - Especifique:

- Histodria de alergias: ndo / sim - Especifique:

- Histdria de doencas gastrointestinais:

a) Inflamacao intestinal cronica (por ex. doenca celiaca, retocolite ulcerativa, do-
enca de Crohn), sindrome do intestino irritavel: ndo / sim - Especifique:

b) Gastroenterite infecciosa, colite ou gastrite, diarreia crbnica ou persistente de
origem desconhecida, infeccéo recorrente por Clostridioides difficile ou infec¢cao
por Helicobacter pylori ndo tratada: ndo / sim - Especifique:

c) Constipacgéo intestinal crénica: ndo / sim.

d) Existéncia de polipos ou massas gastrointestinais, displasia ou cancer: nao /

sim - Especifique:

« Cirurgias do trato gastrointestinal nos ultimos 5 anos: ndo / sim - Especifique:
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* Cirurgia de remocéao do apéndice: ndo / sim - data

Historia gestacional (apenas mulheres):
* Gravidez atual: ndo / sim
* Lactante: ndo / sim

* Nimero de gestacdes a termo:

Medicagdes (nos ultimos 6 meses):

» Medicacéao de uso crbénico: ndo / sim - Especifique:

* Medicacéao de uso eventual: ndo / sim - Especifique:

* Medicag¢do homeopatica: ndo / sim

» Uso prévio de probidticos ou prebidticos: ndo / sim - dose:

» Uso regular de inibidores de bombas de protons: nao / sim

» Uso de drogas imunossupressoras (incluindo prednisona com dose igual ou superior
a 20mg/dia por periodo superior a 30 dias): ndo / sim

* Uso prévio de metformina: ndo / sim

* Uso de antibiéticos ou antiparasitarios nos ultimos 3 meses: nao / sim
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Fe_ Ca_ | Mag_ | Fés_m Cob_m | Zn_m Rib_m | Piri_m | Nia_m
mg mg mg g Na_mg K_mg g g Ret_mcg | Tia_mg g g g VitC_mg
504,
1,20 45 | 80,40 | 524,90 752,69 | 1396,10 0,23 2,21 0,00 0,34 0,00 0,15 19,83 51,63
11,9 | 655, 235,0| 1289,6
6 18 2 0 669,23 | 3168,27 0,82 | 23,60 70,20 0,49 0,68 0,19 8,46 182,77
436, | 224,5
7,98 68 51 598,23 | 1301,52 | 2284,08 0,97 5,28 22,04 0,95 0,35 0,36 2,93 161,04
256, | 181,9 | 1158,5
5,97 38 2 6| 1353,52 | 2289,72 0,59 6,28 15,00 0,46 0,11 0,03 29,06 33,49
12,5 444, 1783
0 84 7| 864,14 | 1824,22 | 1806,01 0,65| 12,51 112,06 0,65 0,69 0,53 8,04 18,97
335,
6,07 10| 95,55 | 577,95 | 1976,82 | 1606,80 0,34 3,93 191,15 0,89 0,86 0,70 6,30 68,23
790, | 180,8
7,51 82 51 775,45 710,44 | 1746,12 0,55 4,89 345,85 0,82 1,44 0,19 11,90 110,08
30,3 | 1055 | 347,9| 1196,4
0 ,90 2 7| 1426,19 | 1855,79 | 105,82 | 28,26 893,85 2,30 2,69 1,82 26,90 100,12
310, | 230,7
5,85 60 0| 734,50 | 1309,00 | 2044,50 0,63 5,58 94,00 0,94 0,43 0,76 13,47 95,00
1295 | 217,8 | 1061,8
2,73 ,82 2 8 | 2347,34 | 2306,87 0,56 6,46 198,62 0,69 2,72 0,63 16,11 11,89
130, | 174,2
6,46 55 1| 920,36 | 1411,51 | 3090,90 0,90 6,00 118,30 1,51 1,20 1,32 20,83 84,28
486, | 104,3
5,00 80 0] 720,70 853,60 | 983,10 0,55 3,60 242,00 0,70 0,47 0,27 40,51 6,56
10,2 | 769, | 224,0| 1109,2
4 37 2 1| 1993,76 | 2075,84 0,80 9,84 382,99 1,03 2,25 0,94 28,32 62,84
16,2 | 645, 310,3 | 1257,6
0 32 7 2| 4027,49 | 2372,40 0,98 | 16,76 334,03 1,12 1,44 1,80 43,18 33,10
401, | 180,1
4,79 27 1| 958,12 | 1052,60 | 1835,36 0,49 4,94 69,40 0,79 0,76 0,47 44,71 31,55
1072 | 1131
5,41 ,07 8| 603,12 | 2045,90 | 1243,58 0,21 3,14 142,67 0,28 1,10 0,08 6,06 99,91
205, | 100,2
4,29 38 4| 450,00 868,99 | 1211,01 0,25 5,28 70,62 0,59 1,10 0,86 6,73 0,00
161, | 171,4
6,08 70 7| 565,78 | 1761,25 | 1612,08 0,99 6,52 15,97 4,17 0,19 0,17 13,06 35,72
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361, | 283,0| 11232
8,33 68 9 0| 1555,48 335578 0,90| 11,69 240,15 0,53 0,54 1,06 | 2553| 130,33
548, | 231,9
7,62 02 3| 790,49 | 2016,72 | 2470,92| 0,78 13,61 184,94 0,59 1,18 032| 1096 44,35
549, | 168,6
4,35 99 3| 607,45 1118,35| 191510 0,66 4,63 121,06 0,41 0,60 0,57 5,13 53,18
343, | 150,6
3,32 19 9| 892,54 | 32099 (2010,24| o030 5,75 35,70 0,62 0,30 0,24 | 40,01 48,62
442,
8,41 80| 93,47 711,75 | 633,70 861,94 0,32 6,84| 21880 0,48 0,40 0,00 4,47 14,64
788, | 250,3
3,03 56 7| 993,42 | 428840 | 1837,70| o0,41| 456| 197,24 0,48 1,11 331 | 81,52 87,84
10,3 | 584, | 1423 | 1163,7
9 53 1 3| 852,87|1609,65| 9,30| 10,43 | 10323,40 0,36 2,31 016 12,42 29,75
250, | 134,3
5,15 94 0| 551,86 | 1531,71 | 1496,70| 0,52 2,83 124,74 1,02 0,78 0,59 | 10,93 38,61
187, | 1471
6,65 67 5| 639,23 | 733,94 (141321| o048 3,47 36,94 0,78 0,81 0,22 2,48 91,41
282, | 200,2
7,48 53 8| 810,78 | 671,43 |1481,02| o066 643 112,06 0,45 0,62 0,39 4,50 28,40
11,4 | 296, | 168,6 | 1065,5
6 16 0 2| 1672,27|157858| 0,75 1578 | 141,49 0,82 1,17 1,38 | 10,53 13,33
1555 | 266,3 | 1292,3
563 ,17 3 5| 283546 |219866| 069| 852| 35584 2,38 1,20 2,51 | 40,66 95,18
18,3 | 971,| 186,5| 13343
0 77 7 1| 3241,03|2351,84| o094| 841 135,55 0,37 0,53 0,45 7,32 13,90
12,8 | 307,| 2670 12389
0 35 0 6| 1405,87|3386,72| 1,08| 12,82 205,17 0,60 1,13 0,30 | 45,17 69,14
552, | 179,0
7,20 19 1| 761,46 | 1627,23 | 1826,29| 0,69| 16,04 | 871,33 0,69 0,77 021| 1345| 212,87
387, | 121,9
854| 07 8| 444,15 | 89469 98397| o041 3,58 41,37 0,91 1,20 0,39 3,05 75,58
13,1 | 334,| 1155 12080
8 53 8 3| 950,28 |1026,92| 043| 9,34| 189,83 0,20 0,66 0,01 3,39 0,40
11,4 | 851, 3445 1579,5
3 52 2 0| 1343,05 328420 0,94 10,43 196,06 1,79 1,00 1,21 | 2861| 25887
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