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RESUMO 
 
 

O entendimento sobre as características de microbiomas saudáveis é o 

primeiro passo para a identificação de possíveis marcadores associados ao 

desenvolvimento de doença. Este estudo teve como objetivo realizar o mapeamento 

do microbioma intestinal em uma amostra de indivíduos brasileiros sadios, por meio 

da técnica de sequenciamento genético de alto rendimento shallow shotgun, além de 

comparar a composição taxonômica com a do produto RBX2660, suspensão de 

microbiota fecal obtida a partir da doação de americanos sadios. Os participantes 

foram avaliados quanto a hábitos de vida e dados do histórico médico, além de 

avaliação dietética e nutricional. Por meio da análise taxonômica, foi evidenciado  que 

a microbiota intestinal era composta por cinco filos - Firmicutes, Bacteroidetes, 

Actinobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia -, com predomínio da classe 

Clostridia, da família Lachnospiraceae e do gênero Blautia. A comparação com o 

RBX2660 evidenciou composição semelhante, com diferença apenas na classe 

predominante: Clostridia na amostra brasileira e Bacteriodia no produto. Na avaliação 

dietética e nutricional, foi observado percentual significativo do consumo energético 

total proveniente de alimentos processados ou ultraprocessados e ingestão deficitária 

de fibras.  

 

Palavras-chave: microbioma intestinal; sequênciamento gênico; shallow shotgun; 

saudável; avaliação 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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NEPA  Núcleo de Estudos e Pesquisas em Alimentação 

ONU  Organização das Nações Unidas 

OTU  Unidades taxonômicas operacionais 

TACO  Tabela Brasileira de Composição de alimentos - NEPA e UNICAMP 

TBCA  Tabela Brasileira de Composição de Alimentos - Brasilfoods e USP 

TCLE  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

UFMG  Universidade Federal de Minas Gerais 

UNICAMP Universidade Estadual de Campinas 

USP  Universidade de São Paulo 

VCT  Valor calórico total  



SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO.......................................................................................................10 

2 OBJETIVOS...........................................................................................................19 

3 JUSTIFICATIVA.....................................................................................................20 

4 REVISÃO DA LITERATURA................................................................................ .21 

5 MATERIAIS E MÉTODOS.................................................................................... .26 

5.1 Aspectos éticos..............................................................................................26 

5.2 Participantes...................................................................................................26 

5.2.1 Critérios de exclusão..................................................................................26 

5.3 Métodos.............................................................................................................27 

5.3.1 Entrevista de triagem e aplicação de questionário................................... ..27 

5.3.2 Coleta de amostras de sangue para exclusão de infecções virais e 

gestação............................................................................................................ ..28 

5.3.3 Coleta e armazenamento de fezes.............................................................28 

5.3.4 Avaliação dietética e nutricional............................................................... ..28 

5.3.5 Análise de amostras fecais.........................................................................32 

5.3.6 Análises estatísticas................................................................................. ..33 

5.3.7 Avaliação de disbiose intestinal..................................................................33 

5.3.8 Avaliação de diversidade microbiana.........................................................34 

6 RESULTADOS........................................................................................................35 

6.1 Participantes....................................................................................................35 

6.2 Avaliação dietética e nutricional.......................................................................36 

6.3 Perfil de microbioma intestinal de indivíduos brasileiros sadios.................... ..37 

6.4 Comparação da coorte brasileira com o produto RBX2660.............................42 

7 DISCUSSÃO......................................................................................................... 44 

8 CONCLUSÃO....................................................................................................... 52 

9 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS............................... 53 

REFERÊNCIAS....................................................................................................... 55 

APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.......................... 68 

APÊNDICE B - Questionário de hábitos de vida e histórico médico................ 70 



APÊNDICE C - Banco de dados completos de avaliação dietética................... 72 

APÊNDICE D - Banco de dados completos de avaliação dietética 

(micronutrientes)................................................................................................... 74 



10 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 O corpo humano é habitado por um conjunto de microrganismos vivos 

constituído por bactérias, fungos, vírus, protozoários e, arqueias, denominado 

microbiota1,2. O termo microbioma refere-se aos microrganismos de um determinado 

habitat e aos genes que constituem seu genoma (metagenoma)1. Assim como as 

células microbianas, principalmente bacterianas, superam em número as células do 

próprio indivíduo, o metagenoma possui uma variedade genética que ultrapassa 

numericamente o genoma humano3,4. O trato gastrointestinal abriga grande parte 

desses microrganismos, predominantemente na porção distal do intestino delgado e 

no intestino grosso, constituindo o microbioma intestinal2,3. 

 De maneira geral, o microbioma intestinal é o mais amplamente estudado 

devido às elevadas densidade e variedade de espécies microbianas que o compõe5. 

A baixa densidade microbiana de alguns sítios, como pulmão, leite materno e 

placenta, limita o rendimento do sequenciamento gênico das amostras desses sítios, 

o que dificulta a caracterização de constituintes do microbioma saudável5. No 

intestino, mais de mil espécies bacterianas foram identificadas, com predomínio de 

dois filos: Bacteroidetes e Firmicutes, com grande variação na razão 

Firmicutes/Bacteroidetes entre diferentes indivíduos5.  

A diversidade microbiana é definida pela variedade e abundância relativa de 

diferentes tipos de microrganismos6. A elevada diversidade é uma característica de 

microbiomas saudáveis, fundamental para o exercício de suas funções no organismo 

humano, para a resistência frente a agentes estressores e para a resiliência - 

capacidade de se restaurar a partir de uma modificação composicional ou funcional, 

definida como disbiose1,5. 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 indivíduo6. Há grande diversidade 

microbiana entre diferentes indivíduos6. Contudo, há maior semelhança comparando-

se o mesmo habitat em diferentes indivíduos do que comparando-se diferentes 

habitats em um mesmo indivíduo6. 

O microbioma intestinal começa a se estabelecer ao nascimento e, ao longo da 

vida, sofre significativas modificações composicionais e funcionais7. Os fatores 

genéticos exercem um papel central à medida que influenciam o sistema imune, a 
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arquitetura intestinal e a susceptibilidade a doenças, como a obesidade8. Estudos de 

genotipagem evidenciaram relações entre variantes genéticas humanas e o 

microbioma intestinal, por meio de ação na imunidade inata e adaptativa, além de 

alteração de integridade da barreira intestinal8,9. Como exemplo, as mutações no gene 

NOD2 foram identificadas como fator de risco para o desenvolvimento de doença 

inflamatória intestinal10. 

Fatores presentes ao nascimento e nos primeiros anos de vida podem 

influenciar na composição de um microbioma saudável na fase adulta5. Em 

prematuros, difere-se de nascidos a termo, provavelmente devido à ação de fatores 

ambientais, como uso de antimicrobianos, internação hospitalar e, eventualmente, 

alimentação enteral, além da imaturidade orgânica8. Há menor diversidade e maior 

colonização por espécies potencialmente patogênicas da família Enterobacteriaceae 

do filo Proteobacteria, além da redução de anaeróbios estritos, como aqueles 

pertencentes aos gêneros Bifidobacterium e Bacteroides9. 

A via de parto também influencia na composição do microbioma intestinal10. Ao 

nascimento, o intestino é estéril7. O microbioma se estabelece a partir do contato com 

o ambiente e com o microbioma materno, seja por meio da pele, vagina e/ou do 

conteúdo fecal10,11. Durante o parto vaginal, o recém-nascido adquire um microbioma 

semelhante ao vaginal materno, com predomínio de bactérias dos gêneros 

Lactobacillus, Prevotella, Bifidobacterium, além de anaeróbios facultativos, como 

Escherichia coli, Staphylococcus sp., Bacteroides fragilis e Streptococcus sp.5,10,11. 

Enquanto na cesariana, o microbioma intestinal é 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.5,10. Há ainda maior colonização por patógenos 

oportunistas, como Haemophilus sp., Enterobacter cancerogenus, Enterobacter 

hormaechei, Veillonella dispar e Veillonella parvula5,10. Essas diferenças podem 

explicar a associação entre cesariana e risco aumentado de obesidade e afecções  

crônicas de ordem imunológica, tais como como asma, doenças do tecido conjuntivo 

e doença inflamatória intestinal12–16. 

A diversidade do microbioma intestinal aumenta com a idade: aos três anos de 

idade, o microbioma já apresenta composição e diversidade semelhantes a de 

adultos, caracterizado pelo predomínio de três filos: Firmicutes, Bacteroidetes e 

Actinobacteria2,17,18. Ao contrário de adolescentes e crianças, o microbioma de adultos 
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é mais estável e sua composição é influenciada principalmente por fatores ambientais 

quando comparado a fatores genéticos18. O envelhecimento é associado à redução 

de diversidade microbiana, devido a alterações na digestão e absorção de alimentos, 

mudanças de hábitos dietéticos e menor ativação do sistema imune2,11. Observa-se 

redução de anaeróbios, como Bifidobacterium sp. e aumento de bactérias 

pertencentes ao filo Proteobacteria e ao gênero Clostridium5. 

Ao longo de toda a vida, os hábitos dietéticos constituem-se um dos principais 

fatores ambientais associados à variação intra e interindividual da composição 

microbiana5. A amamentação, por exemplo, está associada ao desenvolvimento de 

um microbioma intestinal mais saudável, devido à lactoferrina e aos oligossacarídeos 

presentes no leite humano que favorecem a colonização por espécies de 

Bifidobacterium sp. e Bacteroides sp., uma vez que utilizam esses carboidratos como 

única fonte de carbono5,18,19. A presença de simbiontes, como dos gêneros 

Bacteroides, Parabacteroides, Clostridium, Lactobacillus e Bifidobacterium, além de 

Faecalibacterium prausnitzii, nos primeiros anos de vida, favorece o desenvolvimento 

de um microbioma saudável, por meio da síntese de ácidos graxos de cadeia curta 

que têm ação imunomoduladora, inibem o crescimento de patógenos e possivelmente 

possuem propriedades supressoras de tumor5,20. O uso de fórmulas para nutrição 

infantil foi associado à maior colonização por Escherichia coli e Clostridioides difficile, 

além de menor diversidade microbiana quando comparado ao aleitamento materno19. 

A interrupção do aleitamento e a introdução de alimentos sólidos determinam grandes 

alterações do microbioma, quando passam a predominar Bifidobacterium sp., 

Clostridium coccoides e Bacteroides sp.9.  

Estudos de curta duração realizados com dietas restritivas evidenciaram 

alterações rápidas e reprodutíveis sobre a composição microbiana17,21. Um estudo 

avaliou o efeito do consumo de dieta à base de vegetais ou de proteína animal durante 

cinco dias consecutivos21. A dieta à base de vegetais, com grande quantidade de 

fibras e baixo teor de gorduras e proteínas, foi associada a um aumento do gênero 

Prevotella e do filo Firmicutes que metabolizam polissacarídeos vegetais - Roseburia 

sp., Eubacterium rectale e Ruminococcus bromii21. Já a dieta à base de proteína 

animal foi associada ao aumento de microrganismos tolerantes à bile do filo 

Bacteroidetes - Alistipes sp., Bilophila sp. e Bacteroides sp., com predomínio deste21. 

Entretanto, o efeito foi transitório, com duração de poucos dias a semanas21. Contudo, 

quando avaliadas populações em diferentes pontos geográficos, os hábitos 
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alimentares estão associados à composição do microbioma, sugerindo que padrões 

dietéticos a longo prazo podem promover alterações persistentes5,22. Existem, ainda, 

questionamentos acerca do tema, pois os estudos apresentam heterogeneidade 

metodológica, os resultados não são padronizados e faltam dados literários com 

registros alimentares a longo prazo22. Também não se sabe por quanto tempo ou com 

qual frequência as alterações dietéticas devem ser realizadas para alcançar um efeito 

duradouro, com potenciais implicações ao hospedeiro22. 

Além da dieta, o microbioma sofre influências de outros fatores ambientais, 

como estilo de vida e uso de medicamentos7,17. A prática de exercício físico diária é 

associada a aumento da diversidade microbiana, com predomínio de Firmicutes que, 

por meio da produção de ácidos graxos de cadeia curta, apresentam potencial de 

atuar favoravelmente na integridade da barreira gastrointestinal e inibir a produção de 

citocinas inflamatórias17,26. A obesidade e as doenças relacionadas também estão 

associadas a alterações do microbioma27. Estudos com modelos animais 

evidenciaram aumento da razão Firmicutes-Bacteroidetes28,29. Esses achados foram 

confirmados em estudos subsequentes que evidenciaram ainda redução da 

diversidade microbiana, além de menor abundância relativa média de microrganismos 

associados negativamente com obesidade, como a arquea metanogênica 

Methanobrevibacter smithii e a bactéria Akkermansia muciniphila, representante do 

filo Verrucomicrobia27,30–36. 

O tabagismo é outro fator relacionado ao estilo de vida que influencia o 

microbioma intestinal do indivíduo, com potencial papel no desenvolvimento de 

doenças associadas a este hábito17,37. A grande diversidade de bactérias presente no 

cigarro, variando de microrganismos do solo e comensais a potenciais patógenos 

humanos, incluindo os gêneros Acinetobacter, Burkholderia, Clostridium e Klebsiella, 

além de Pseudomonas aeruginosa, pode favorecer a colonização dos hospedeiros, 

com consequente aumento do risco de pneumonia, meningite, endocardite e 

bacteremia38,39. Além disso, o tabaco aumenta a susceptibilidade a infecções, por 

meio de efeito imunossupressor e favorecimento à formação de biofilme e aderência 

a células do hospedeiro37. 

Em relação aos medicamentos, a associação entre os antimicrobianos e o 

microbioma é a mais estudada, sendo o impacto de seu uso determinado por 

características, como classe, dose, tempo de uso, farmacodinâmica e espectro de 

ação40,41. Redução de diversidade microbiana, menor abundância de Bifidobacterium 



14 

 

 

sp. e maior risco de colonização por cepas resistentes a antimicrobianos foram 

associados ao uso dessas drogas, com efeito podendo se estender por dias a anos40. 

A infecção por Clostridioides difficile é um exemplo de doença associada à disbiose 

secundária ao uso de antimicrobianos, representando potencial gravidade ao 

hospedeiro40.   

O uso crônico de inibidores de bombas de prótons (IBP) tem sido associado à 

modificação do microbioma em todo o trato gastrointestinal, com redução de 

diversidade, aumento de bactérias provenientes da microbiota oral e maior 

abundância da classe Gammaproteobacteria e dos gêneros Enterococcus e 

Veillonella, em detrimento da família Ruminococcoceae e do gênero 

Bifidobacterium41–43. Os IBP ainda tem sido relacionados ao aumento do risco de 

infecção intestinal por Salmonella sp., Campylobacter sp. e Clostridioides difficile43–46. 

A hipocloridria gástrica tem sido associada à sobrevivência e migração de bactérias 

potencialmente patogênicas para o intestino com consequente ativação de vias pró-

inflamatórias42,43.  

O antiadiabético oral metformina também está associado a alterações de 

composição do microbioma que podem contribuir para seu efeito hipoglicemiante47. 

Nos usuários do medicamento, verificou-se aumento de abundância da espécie 

Akkermansia muciniphila, que exerce fator protetor contra obesidade, diabetes e 

doenças cardiovasculares41,47. Essa bactéria atua na manutenção da integridade da 

mucosa, reduzindo a migração de lipopolissacarídeos pró-inflamatórios e melhorando 

a glicemia47. Os imunossupressores foram associados a mudanças no microbioma, 

principalmente em modelos animais48. Alterações na barreira intestinal identificadas 

em indivíduos em uso desses medicamentos, como redução na secreção de muco, 

aumento da permeabilidade intestinal e resposta imunológica não apropriada, podem 

ser relevantes no desenvolvimento de efeitos adversos e na colonização por 

microrganismos patogênicos49. 

A localização geográfica também está estabelecida como uma das principais 

causas de variação interindividual no microbioma, potencialmente influenciada pela 

combinação de fatores genéticos e ambientais5. Na África, foram encontrados 

elevados níveis de Prevotella sp. e redução dos gêneros Shigella e Escherichia em 

crianças50. No continente Europeu, há variações entre norte e sul, com maior 

proporção de Bifidobacterium sp. no norte, enquanto, no sul, predominam Bacteroides 

sp. e Lactobacilli sp.51. 
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Além da variabilidade interpessoal e em um mesmo indivíduo ao longo do 

tempo, há ainda, em menor escala, variabilidade nos diversos segmentos do trato 

gastrointestinal52. O microbioma intestinal tem sido estudado a partir de amostras 

fecais, que são representativas do intestino grosso, mas apresentam diferenças em 

relação à composição do intestino delgado52,53. Há grande dificuldade em se obter 

amostras representativas de outras regiões do trato gastrointestinal, limitando a 

análise de sua composição microbiana54,55. O desenvolvimento de novas tecnologias, 

como o uso de cápsulas e cateteres para obtenção de amostras, além das amostras 

provenientes de ileostomia, permitiu o avanço de novos conhecimentos18,54.  

O microbioma intestinal é provavelmente formado a partir de microrganismos 

deglutidos dos microbiomas oral e salivar, sob a interferência de fatores, como acidez 

gástrica, ação de ácidos biliares e enzimas digestivas, produção de peptídeos 

antimicrobianos e motilidade gastrointestinal52,54,55. Estudo utilizando amostras 

duodenais de 250 pacientes obtidas por endoscopia evidenciou que cerca de 90% dos 

microrganismos identificados também estão presentes em amostras de saliva, 

reforçando a hipótese da relação oral-intestinal54. 

O intestino delgado possui a maior área de superfície do organismo humano, 

cerca de cem vezes maior do que o intestino grosso e é responsável pela digestão e 

absorção de carboidratos, proteínas e lipídios54. A presença de camada de muco mais 

fina e difusa permite maior interação entre o microbioma e o hospedeiro, determinante 

na resposta imune a microrganismos comensais e patogênicos, por meio das células 

dendríticas da lâmina própria e placas de Peyer52,54,56. A quantidade total de 

microrganismos no intestino delgado é menor quando comparada ao intestino grosso, 

devido ao curto tempo de trânsito intestinal e às altas concentrações de bile e ácido 

clorídrico, notadamente nas suas porções iniciais52. No duodeno e jejuno, há 

predomínio de comensais anaeróbios facultativos favorecidos pelo metabolismo de 

açúcares simples e aminoácidos, como espécies dos filos Proteobacteria e Firmicutes 

e da ordem dos Lactobacillales18,52. À medida que se aproxima do intestino grosso, há 

um aumento quantitativo progressivo do microbioma18. O íleo terminal, portador de 

camada de muco mais espessa, apresenta composição semelhante à do intestino 

grosso, colonizado por leveduras e anaeróbios, incluindo espécies das famílias 

Clostridiaceae, Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae, Ruminococcaceae, 

Enterobacteriaceae e Bacteroidaceae18,52. 
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No intestino grosso, o tempo intestinal mais lento e o pH neutro a levemente 

ácido favorecem a colonização52. Há predomínio de anaeróbicos, principalmente 

representantes do filo Bacteroidetes e das famílias Ruminococcaceae e 

Lachnospiraceae do filo Firmicutes e, em menor número, espécies dos filos 

Proteobacteria, Actinobacteria e Verrucomicrobia (Akkermansia), com pouca variação 

entre cólons ascendente e descendente18,52. A espessa camada de muco colônico 

favorece a diversidade da composição microbiana do lúmen até a mucosa57. A 

camada mais externa é colonizada por microrganismos que se utilizam dos nutrientes 

da dieta, como das famílias Ruminococcaceae e Lachnospiraceae do filo Firmicutes 

e Bacteroidia do filo Bacteroidetes52,57. Na camada mais interna, encontram-se 

espécies que utilizam a mucina como fonte de energia dos gêneros Akkermansia e 

Ruminococcus, além de algumas espécies de Bacteroides sp.52. 

O microbioma intestinal codifica milhares de enzimas e metabólitos 

microbianos, chamados em conjunto de metaboloma, por meio do qual o microbioma 

exerce diversas funções no organismo humano, desempenhando papel fundamental 

na saúde e na doença1,17,58. Os microrganismos auxiliam na digestão, obtenção e 

absorção de nutrientes da dieta e síntese de vitaminas, alterando, dessa forma, o valor 

nutritivo e energético dos alimentos17,59,60. Também intervém na deposição de gordura 

corporal, com consequente impacto no risco de desnutrição e obesidade30,59. A 

interação do microbioma com xenobióticos interfere na eliminação de toxinas 

exógenas e na biodisponibilidade de fármacos; no perfil lipídico, por meio do 

metabolismo de sais biliares; na formação de cálculos renais, por meio do 

metabolismo de oxalato de cálcio; e na suscetibilidade de um hospedeiro a várias 

neoplasias, por meio da interação com carcinógenos52. Um microbioma saudável é 

fundamental para o desenvolvimento, homeostase e funcionamento adequado do 

sistema imunológico, com potencial de atenuar ou evitar a ocorrência de doenças tais 

como a asma, as neoplasias e as afecções autoimunes e de alterar a suscetibilidade 

à colonização por enteropatógenos13,14,16,17,61.   

 O microbioma intestinal é crucial para evitar a colonização por microrganismos 

patogênicos17. A interação com o sistema imune do hospedeiro garante a integridade 

da barreira gastrointestinal, por meio do efeito na capacidade de renovação de células 

epiteliais intestinais e sua vascularização, além de regulação de funções endócrinas 

intestinais7. O microbioma também inibe a proliferação de patógenos, por meio de 
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competição por nutrientes, modificação do pH, secreção de peptídeos antimicrobianos 

e ativação do sistema imune12,17. 

Devido à ampla possibilidade de atuações microbianas no organismo humano, 

o microbioma tem sido alvo de pesquisas sobre diversas doenças crônicas, incluindo 

câncer, doenças inflamatórias, metabólicas, cardiovasculares, autoimunes, 

neurológicas e psiquiátricas62. A relevância dessas ações microbianas para a saúde 

humana, provavelmente, é variável entre indivíduos62. O desenvolvimento de técnicas 

de sequenciamento de DNA de alto rendimento e o avanço da bioinformática estão 

possibilitando a análise de amostras de forma mais eficiente e com menor custo, 

favorecendo a expansão de estudos sobre o tema2.  

Contudo, os estudos de microbioma saudável ainda são focados em bactérias, 

devido à limitação de métodos moleculares para a identificação de representantes do 

domínio Archaea, vírus e eucariotos5. Em relação ao domínio Archaea, as espécies 

do gênero Methanobrevibacter são as mais prevalentes, com destaque para 

Methanobrevibacter smithii, que tem como função otimizar a digestão de 

polissacarídeos da dieta por outros microrganismos, alterando sua expressão gênica 

na presença de bactérias intestinais, como Bacteroides thetaiotaomicron3,5.  

O viroma humano é constituído principalmente por vírus que infectam bactérias, 

os bacteriófagos (fagos)5,63. Há predomínio da ordem Caudovirales, compreendendo 

as famílias Siphoviridae, Podoviridae e Myoviridae64. Existem evidências do papel dos 

fagos intestinais em doenças, como doença inflamatória intestinal, câncer colorretal, 

diabetes tipo 1 e artrite reumatoide63,65. 

Os eucariotos identificados em humanos são, em geral, patógenos, mas 

existem representantes constituintes do microbioma saudável, interagindo para 

contribuir com o equilíbrio imunológico microbiano5,66,67. Há a hipótese de que 

eucariotos multicelulares, como os helmintos, constituíram o microbioma intestinal 

durante a evolução, mas foram eliminados durante o desenvolvimento, com potencial 

prejuízo de imunomodulação e interação com outros microrganismos5,68. 

Com relação ao microbioma fúngico, estima-se que existam 105–106 células 

fúngicas por grama de fezes, interagindo com os outros componentes do microbioma 

via mutualismo, comensalismo ou competição69. Os principais filos de fungos são 

Ascomycota e Basidiomycota, com predomínio dos gêneros Saccharomyces, 

Malassezia, Candida, Penicillium e Aspergillus69. Os fungos induzem a resposta 

imune do hospedeiro, ativando receptores expressos em várias células imunes, 
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seguido pela liberação de moléculas antimicrobianas70. Estudos recentes têm 

demonstrado o papel da micobiota intestinal em diferentes doenças, incluindo 

diabetes tipo II, câncer colorretal e doença inflamatória intestinal61,70,71. 

  



19 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 

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

meio da técnica de sequenciamento genético de alto rendimento shallow shotgun. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

1. Analisar a diversidade de microrganismos constituintes do microbioma intestinal; 

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

3.  Avaliar parâmetros dietéticos na população de indivíduos sadios brasileiros. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

O entendimento sobre as características de microbiomas saudáveis é o 

primeiro passo para a identificação de possíveis marcadores associados ao 

desenvolvimento de doenças72. A partir desse conhecimento, podem ser 

desenvolvidas estratégias para auxiliar no diagnóstico, prevenção e tratamento de 

diversas doenças, por meio do estudo de microbioma6,62,73. A infecção recorrente por 

C. difficile é um exemplo de condição tratada utilizando-se o transplante de microbiota 

fecal ou, mais recentemente, a suspensão de microbiota fecal sadia (produto 

RBX2660), com o objetivo de restaurar a comunidade microbiana intestinal de um 

estado disbiótico para um estado saudável. 

O microbioma saudável é de difícil definição, desde o termo saudável até a 

caracterização de microrganismos constituintes, devido à grande variabilidade intra e 

interindividual62. Os conceitos de microbioma saudável são provenientes de estudos 

realizados na Europa e na América do Norte, que não podem ser extrapolados para 

outras populações geograficamente distintas, como a brasileira, devido a diferenças 

culturais, étnicas, de hábitos alimentares e de industrialização62. Diante da escassez 

de estudos envolvendo o Brasil, o estudo do microbioma da população brasileira sadia 

representa grande contribuição para o conhecimento do microbioma intestinal 

saudável.  

 A redução da diversidade do microbioma é associada ao aumento do risco de 

infecções, por permitir a proliferação de patógenos, e à ocorrência de doenças, como 

obesidade, doença inflamatória intestinal, diabetes tipo 1 e 2, dermatite atópica e 

psoríase47,74–80. O uso de antimicrobianos e a dieta ocidental com alto teor de gordura 

e açúcar refinado e baixo teor de fibras têm sido associados à redução da diversidade 

microbiana5,17. Nos países desenvolvidos ocidentais, especula-se o papel do 

microbioma intestinal com diversidade consistentemente reduzida na maior 

prevalência de doenças crônicas em relação aos países em desenvolvimento5,17,74. 

Nesse contexto, é relevante a adequada caracterização dos hábitos dietéticos da 

população do estudo para a identificação de possíveis associações com a avaliação 

taxonômica encontrada. 
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4 REVISÃO DA LITERATURA 

 

O conhecimento sobre microbioma intestinal, inicialmente proveniente de 

estudos de cultura de microrganismos expandiu-se, permitindo o entendimento da 

organização microbiana e a interação entre várias espécies em comunidades 

complexas11. Resultados de experimentos em animais e, estudos celulares, 

fisiológicos e epidemiológicos demonstraram que essas comunidades podem 

desempenhar um papel importante sobre a saúde humana e o risco de doenças e 

participar ativamente no desenvolvimento de resistência microbiana e na resposta a 

medicamentos18.  

Inicialmente, por meio da cultura fecal, Escherichia coli, microrganismo Gram 

negativo anaeróbio facultativo foi considerado um dos mais principais constituintes do 

microbioma intestinal5,11. O desenvolvimento de técnicas de cultivo anaeróbio permitiu 

a identificação de mais espécies microbianas intestinais por meio de registros que 

apontavam o gênero Bacteroides e cocos anaeróbios prevalentes e abundantes, 

enquanto os gêneros Clostridium, Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus, 

Streptococcus e anaeróbios facultativos, como E. coli, presentes em menor 

número5,81. Entretanto, os estudos que utilizam cultura apresentam limitação quanto 

à capacidade de isolar e identificar espécies e cepas bacterianas, principalmente em 

habitats com menor densidade microbiana5. Quando se leva em consideração a 

avaliação de fungos, vírus e outros eucariotos, essa limitação é ainda maior devido às 

dificuldades técnicas de cultivo5. 

O avanço de técnicas que dispensam a realização de cultura, como 

sequenciamento do material genético e hibridização in situ de fluorescência (FISH), 

permitiu a identificação mais precisa de espécies por meio da análise de DNA5. Uma 

variedade de amostras biológicas pode ser analisadas por meio de métodos de 

sequenciamento, em que o material genético é extraído e dividido em fragmentos de 

ácidos nucleicos88. 

A técnica de PCR universal é uma abordagem direcionada que utiliza primers 

projetados a partir de regiões altamente conservadas, como os genes de RNA 

ribossômico (rRNA) 16S que são universalmente conservados entre bactérias82. Os 

primeiros estudos utilizando o gene 16S RNA ribossomal verificaram que os gêneros 

Bacteroides, Clostridium, Streptococcus, Lactococcus e a espécie Eubacterium 
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rectale representavam dois terços do microbioma intestinal83. Esses dados foram 

corroborados por estudos subsequente nos quais, Bacteroides sp., Clostridium cluster 

XIVa e Clostridium grupo IV representavam de 85-95% das espécies conhecidas 

isoladas de amostras fecais84–86. Essa técnica tem como principal desvantagem a 

menor precisão82,87. A avaliação de diversidade pode ser prejudicada pela presença 

de várias cópias de 16S no genoma de uma mesma bactéria, além do 

compartilhamento de genes semelhantes por diferentes espécies e cepas, 

impossibilitando a distinção entre elas87. Além disso, não avalia outros constituintes 

do microbioma, como vírus e eucariontes, e só identifica microrganismos já 

conhecidos87. 

Depois dos estudos utilizando o gene 16S RNA ribossomal, a técnica de 

sequenciamento gênico de alto rendimento, denominada shallow shotgun, foi 

desenvolvida82. É um método de extração imparcial ou não direcionado, em que todo 

o material genético presente em uma amostra é extraído e analisado 

simultaneamente82,87. São constituídas bibliotecas separadas de DNA e RNA; a 

biblioteca de DNA é usada para identificação de bactérias, fungos, vírus de DNA e 

parasitas, enquanto a biblioteca de RNA é usada para identificação de vírus de RNA 

e genes específicos82,87. Apresenta como vantagens a maior precisão, gerando dados 

com maior quantidade, qualidade e variedade; permite a pesquisa de genes 

específicos como os relacionados à virulência ou resistência antimicrobiana e a 

identificação de genes que codificam funções biológicas82,87.  

O conjunto de dados de sequenciamento é então 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 preparação das amostras e de possíveis 

contaminações com material genético82. Após essa etapa, é realizada a remoção do 

material genético do hospedeiro82. Por meio de algoritmos de bioinformática, os 

segmentos de ácidos nucleicos são analisados, identificados e organizados em um 

catálogo de genes microbianos - as bibliotecas de sequenciamento - contendo o 

material genético dos microrganismos do ambiente analisado88. E, por fim, os genes 

são agrupados em genomas e, então, alinhados a um banco de dados de referência 

para atribuir cada sequência a um táxon microbiano (bactérias, fungos, protozoários 

e, ainda, representantes do domínio Archaea) e determinar sua abundância na 

amostra82. 
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Essas técnicas de sequenciamento genético de alto rendimento permitiram o 

desenvolvimento da metagenômica, que é o estudo da sequência genética de uma 

comunidade microbiana e, por meio dela, da diversidade taxonômica e das 

propriedades funcionais dos seus membros em um determinado habitat3,86–88. Ao 

contrário dos estudos genômicos convencionais, em que as espécies microbianas são 

avaliadas isoladamente, a metagenômica considera as interações entre os 

microrganismos e a influência de tais interações sobre a comunidade de determinado 

habitat, permitindo uma análise mais eficaz de comunidades microbianas 

complexas88. Esse avanço também permitiu a identificação de grande parte das 

espécies microbianas ainda não identificadas88,89. 

As definições iniciais de microbioma saudável foram estabelecidas a nível 

taxonômico como um conjunto de microrganismos presente de forma predominante 

nos indivíduos sadios, de modo que qualquer alteração na composição microbiana 

seria definida como disbiose5,72. O conceito atual refere-se a um núcleo funcional 

saudável definido a partir de um conjunto de funções metabólicas e moleculares 

realizadas por um microbioma em um habitat específico, que não necessariamente é 

constituído pelos mesmos microrganismos em todos os indivíduos5. Esse conjunto de 

funções inclui a existência microbiana e colonização (adesão às células hospedeiras 

e utilização de energia); a capacidade de resistir a estressores externos, como dieta, 

medicações e competição com microrganismos patogênicos (resistência) e a posterior 

capacidade de retornar a um estado saudável (resiliência), garantindo sua 

estabilidade ao longo do tempo1,5,89. Além disso, essas funções abrangem processos 

específicos desempenhados por cada microbioma em seu habitat (produção e 

metabolismo de substâncias), garantindo o estabelecimento de relações simbióticas 

com o hospedeiro5,90. 

 A presença de diferentes microrganismos capazes de desempenhar funções 

semelhantes, chamada de redundância funcional, é determinante para o 

desenvolvimento e estabilidade temporal de um microbioma saudável62,75,91. Dessa 

forma, apesar das variações de composição inter e intra individual do microbioma 

intestinal, a função metabólica é conservada62. Portanto, quanto maior a diversidade, 

maior a disponibilidade de agentes para desempenhar as funções necessárias à 

subsistência e maior a capacidade de se restabelecer frente a agentes estressores5,91. 

Esse conceito reforça a superioridade da definição funcional (metabolômica) em 

relação à definição taxonômica de microbioma saudável62,75. 
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Os estudos utilizando shallow shotgun reforçaram a existência de elevada 

variabilidade entre as amostras, tanto em indivíduos saudáveis quanto em diferentes 

sítios do mesmo indivíduo, já identificada previamente em estudos com 16S RNA87. 

Contudo, a identificação de um conjunto de genes universal reforçou a teoria de 

núcleo funcional apesar da variabilidade a nível taxonômico87. 

A caracterização do microbioma intestinal de indivíduos saudáveis foi alvo de 

estudos em vários continentes. Os primeiros estudos realizados nos Estados Unidos 

e Japão, envolvendo um pequeno número de indivíduos saudáveis, permitiram a 

caracterização de três gigabases de sequência gênica microbiana3,92. Houve também 

a identificação de semelhanças e diferenças na constituição do microbioma entre as 

duas populações, bem como de diferenças entre adultos e crianças no estudo 

japonês3,92.  

O primeiro grande estudo a avaliar o microbioma intestinal de indivíduos 

saudáveis, Metagenomes of the Human Intestinal Tract (MetaHIT), incluiu uma coorte 

de 124 adultos europeus, predominantemente saudáveis, em 2010, com resultados 

consistentes com os de estudos anteriores: 80% dos genes microbianos de 89 

genomas de referência foram identificados89. Quase todos os genes identificados 

foram de origem bacteriana, equivalente a cerca de mil espécies, com uma média de 

160 espécies por indivíduo, estimando-se que quase 40% dos genes eram 

compartilhados por pelo menos metade da coorte89. Uma pequena proporção, cerca 

de 0,8% foram de origem archeal e 0,1%, eucariótica e viral89. A avaliação 

metagenômica identificou 75 espécies comuns a 50% dos indivíduos e 57 espécies 

comuns a 90%, com elevada variabilidade de abundância (12 a 2.200 vezes) para 

essas 57 espécies89. Foi ainda identificado um metagenoma compartilhado pelos 

indivíduos da coorte, correspondente a um núcleo funcional incluindo funções 

importantes para a interação hospedeiro-bactéria, como a degradação de 

polissacarídeos complexos, a síntese de ácidos graxos de cadeia curta, aminoácidos 

e vitaminas indispensáveis89. 

 Um outro estudo, denominado Projeto Microbioma Humano (HMP), avaliou o 

microbioma de um total de 4.788 amostras de 18 sítios corporais de 242 adultos 

saudáveis nos Estados Unidos6. Em todos os indivíduos, foi utilizado 16S RNA e, em 

139 indivíduos, shotgun6. Para avaliar a estabilidade temporal do microbioma, 131 

indivíduos foram submetidos à amostragem em tempo adicional6. Os resultados 

evidenciaram grande diversidade microbiana entre os diferentes habitats e em um 
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mesmo habitat entre indivíduos distintos6. A variação foi consistentemente menor em 

um mesmo sujeito ao longo do tempo do que entre sujeitos, tanto na composição do 

microbioma quanto na função metabólica6. 

 Um dos objetivos do HMP era identificar a existência 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 central6,90. Nenhuma unidade taxonômica foi encontrada em todos os 

habitats e indivíduos, mas cada habitat corporal possui um ou alguns táxons presentes 

em quase todos os indivíduos6,90. Em relação ao microbioma intestinal, verificou-se 

amplas variações da relação entre Bacteroidetes e Firmicutes, com dominância de 

Bacteroidetes em alguns e minoria em outros em que predominavam Firmicutes6,90.  

Outros estudos tentaram estabelecer padrões de microbioma intestinal de 

acordo com gêneros bacterianos predominantes. Em 2011, o agrupamento de 

amostras metagenômicas fecais humanas de três continentes resultou na proposta de 

três enterótipos, independentes de idade, sexo, formação cultural e localização 

geográfica93,94. O enterótipo 1, com predomínio do gênero Bacteroides; o enterótipo 

2, do gênero Prevotella, cuja abundância é inversamente correlacionada com 

Bacteroides sp.; e o enterótipo 3, com predomínio do filo Firmicutes, principalmente o 

gênero Ruminococcus93,94. Essa caracterização possui limitações, pois nem sempre 

há diferenciação tão bem definida, além de não levar em consideração as variações 

nos níveis de espécies e cepas que podem ser relevantes para diferenças funcionais 

entre indivíduos93. 

Esses resultados demonstram, portanto, que uma ampla variedade de 

conjuntos de microrganismos pode produzir um microbioma central a nível funcional, 

e que os desvios desse núcleo podem estar associados a saúde e doença, como a 

obesidade associada à redução de diversidade bacteriana e alteração na 

representação de genes bacterianos e vias metabólicas95.  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 O estudo faz parte de uma linha de pesquisa sobre mapeamento de 

microbioma intestinal saudável realizada pela Rebiotix, empresa de biotecnologia  do 

grupo Ferring focada em estudos de microbioma intestinal e suas possíveis aplicações 

no tratamento de doenças associadas à disbiose. O produto RBX2660, suspensão de 

microbiota fecal de indivíduos sadios, foi aprovado pelo Food and Drug Administration 

(FDA) para tratamento de infecção recorrente por Clostridioides difficile107. 

 

5.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais (CAAE: 42475420.2.0000.5149) e os indivíduos participantes 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apêndice A). 

 

5.2 PARTICIPANTES 

 

O estudo incluiu indivíduos de ambos os sexos, entre 18 e 49 anos, definidos 

nesse estudo como sadios a partir da aplicação de critérios de exclusão semelhantes 

a de estudos de referência em microbioma saudável, relativos a condições que 

poderiam influenciar a estabilidade do microbioma, conforme especificado a 

seguir97,98. 

 

5.2.1 Critérios de exclusão: 

a) Índice de massa corporal (IMC) menor do que 18 ou maior ou igual a 30; 

b) História de doença gastrointestinal: 

  b.1 Inflamação intestinal crônica (por exemplo, doença celíaca, retocolite 

ulcerativa, doença de Crohn); 

  b.2 Síndrome do intestino irritável; 

  b.3 Gastroenterite infecciosa, colite, diarreia crônica ou persistente de origem 

desconhecida; 

  b.4 Infecção recorrente por Clostridioides difficile; 

  b. 5 Gastrite ou infecção por Helicobacter pylori não tratada; 
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  b.6 Constipação intestinal crônica; 

  b.7 Existência de pólipos ou massas gastrointestinais, displasia ou câncer; 

  b.8 Cirurgias do trato gastrointestinal nos últimos 5 anos. 

c) História de doenças pulmonares, hematológicas, cardiovasculares, hepáticas ou 

renais crônicas clinicamente significativas (não resolvidas, que requerem tratamento 

médico contínuo ou medicação); 

d) Cirurgia do trato gastrointestinal nos últimos 5 anos; 

e) História de diabetes tipo 1 ou tipo 2; 

f) Uso de antibióticos ou antiparasitários nos últimos 3 meses; 

g) Uso dos seguintes medicamentos nos últimos 6 meses: metformina, drogas 

imunossupressoras, inibidores de bomba de prótons ou probióticos; 

h) Realização de dietas com restrição de FODMAPs (oligossacarídeos, dissacarídeos, 

monossacarídeos e polióis fermentáveis) ou glúten no mês anterior; 

i) Tabagismo ativo;  

j) Infecção por vírus da imunodeficiência humana (HIV), hepatite C (HCV) ou hepatite 

B (HBV);  

l) Mulheres gestantes ou lactantes; 

m) Sintomas respiratórios sugestivos de infecção por COVID-19. 

 

5.3 MÉTODOS 

 

5.3.1 Entrevista de triagem e aplicação de questionário 

 

O recrutamento dos indivíduos foi inicialmente realizado no Hospital das 

Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e incluiu funcionários dos 

setores administrativo e assistencial. Em seguida, foi estendido aos acadêmicos da 

Faculdade de Medicina da UFMG. Neste processo, os possíveis participantes eram 

solicitados a sugerirem outros participantes de seu ciclo de convívio pessoal. 

Os indivíduos foram submetidos à entrevista de triagem inicial de maneira 

remota entre os meses de janeiro e setembro do ano de 2021, devido às restrições 

impostas pela pandemia da COVID-19. Aqueles que não apresentavam condições 

impeditivas à caracterização de um possível indivíduo sadio, receberam o TCLE e 

foram também convidados a responderem questionário sobre hábitos de vida e dados 

específicos de histórico médico (APÊNDICE B).  
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5.3.2 Coleta de amostras de sangue para exclusão de infecções virais e gestação 

 

Todos os participantes selecionados foram submetidos à coleta de amostras 

de sangue para exclusão de infecções por HIV, HBV ou HCV, por meio da pesquisa 

dos anticorpos anti-HIV, anti-HCV, anti-HBc total e IgM e antígeno HBsAg. As 

mulheres foram submetidas também à dosagem de beta-HCG sérico para exclusão 

de gestação. As amostras coletadas foram analisadas pelo laboratório São Paulo e 

os indivíduos foram incluídos no estudo após acesso aos resultados negativos. 

 

5.3.3 Coleta e armazenamento de amostras de fezes 

 

Foi fornecido aos indivíduos selecionados um kit coletor de fezes, ColOff®, 

constituído de frasco plástico estéril com pá coletora e pipeta, além de revestimento 

para assento sanitário, evitando possível contaminação com o microbioma ambiental. 

Após a coleta, as amostras foram divididas em duas alíquotas de aproximadamente 

um grama de material fecal por frasco, congeladas a -80°C, sem adição de 

estabilizadores, em um período de até quatro horas, e armazenadas no Banco de 

Tumores e Tecidos do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clínicas da 

UFMG. 

 

5.3.4 Avaliação dietética e nutricional 

 

 Os participantes foram convidados a participar de avaliação dietética e 

nutricional, realizada por nutricionista por meio de recordatório alimentar de 24 horas 

(R24h). As medidas caseiras foram convertidas em gramas com auxílio da Tabela 

para Avaliação de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras e, para a estimativa dos 

macro e micronutrientes, foram utilizadas três tabelas de composição de alimentos: 

Tabela Brasileira de Composição de Alimentos (TBCA), desenvolvida de forma 

integrada entre a Rede Brasileira de Dados de Composição de Alimentos 

(Brasilfoods), Universidade de São Paulo (USP) e Food Research Center 

(FoRC/CEPID/FAPESP); Tabela Brasileira de Composição de alimentos (TACO), 

desenvolvida pelo Núcleo de Estudos e Pesquisas em Alimentação – NEPA da 
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Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP); e FoodData Central, desenvolvida 

pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América98–101. 

 Foi avaliada a ingestão dos grupos alimentares carboidratos, proteínas e 

lipídios, com individualização de gorduras nos subgrupos saturadas, mono e poli-

insaturadas e colesterol. O consumo de fibras, micronutrientes - cálcio, ferro, 

magnésio, fósforo, sódio, potássio, cobre, zinco - e vitaminas - retinol, tiamina, 

riboflavina, niacina, piridoxina e vitamina C também foi analisado. Os alimentos foram 

avaliados também de acordo com a extensão do processamento a que são 

submetidos, que se refere aos processos físicos, biológicos e químicos que ocorrem 

após serem obtidos da natureza e antes de serem consumidos102. Foi utilizado o 

sistema de classificação NOVA que divide os alimentos em quatro grupos: alimentos 

alimentos in natura e minimamente processados (Grupo 1), ingredientes culinários 

processados (Grupo 2), alimentos processados (Grupo 3) e ultraprocessados (Grupo 

4)102. O grupo 1 inclui frutas, vegetais, grãos, leguminosas, raízes e tubérculos, 

cogumelos, carnes, aves, peixes e frutos do mar, ovos e leite102. O grupo 2 engloba 

sal, óleos vegetais, manteiga, banha, amidos, açúcar, melaço, mel e outras 

substâncias extraídas de alimentos ou da natureza e utilizadas na culinária102. O grupo 

3 compreende vegetais, frutas e legumes enlatados ou engarrafados; nozes e 

sementes salgadas ou açucaradas; carnes salgadas, curadas ou fumadas; peixe 

enlatado; frutas em calda; frutos secos açucarados e queijos102. E, por fim, o grupo 4 

é o dos alimentos ultraprocessados: bebidas enlatadas; lanches embalados doces ou 

salgados; biscoitos, pastelaria, bolos; cereais adoçados e em barras; margarinas; 

bebidas lácteas adoçadas; extratos de carne e frango; molhos “instantâneos”; 

fórmulas infantis; pizza, salsichas e hambúrgueres102.  

 Os dados obtidos foram utilizados para calcular o valor calórico 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 cálculos foram realizados no software Microsoft Excel®. Também foi realizado o 

cálculo do Índice 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 população brasileira, 

revisado após a publicação do Guia Alimentar para a População Brasileira104–106. 

Trata-se de um indicador de qualidade da dieta, obtido por uma pontuação distribuída 

em 12 componentes (9 grupos alimentares, 2 nutrientes e a soma do valor energético 
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proveniente da ingestão de gordura sólida, álcool e açúcar de adição) que 

caracterizam diferentes aspectos de uma dieta saudável (Tabela 1)106. 
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Tabela 1 – Distribuição da pontuação e das porções dos componentes do Índice de 
Qualidade da Dieta original e revisado. 

Fonte: Previdelli, Agatha & Andrade, Samantha & Monfort-Pires, Milena & Ferreira, Sandra & Fisberg, 
Regina & Marchioni, Dirce. (2011). Índice de Qualidade da Dieta Revisa-do para população brasileira. 
Revista de Saúde Pública. 45. 794-798.  
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5.3.5 Análise 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 avaliação taxonômica do material fecal por 

meio de técnica de sequenciamento genético de alto rendimento shallow shotgun.  

O material genético foi extraído das amostras com PowerSoil® Pro (QIAGEN) 

automatizado para alto rendimento no QiaCube® HT (QIAGEN), usando Placas 

Powerbead Pro (QIAGEN) com esferas cerâmicas de 0,5 mm e 0,1 mm. As bibliotecas 

de sequenciamento foram preparadas com um procedimento adaptado do kit 

Illumina® DNA Prep e o material genético sequenciado no Illumina® NextSeq usando 

terminação única 1x150 e NovaSeq usando 1x100 leituras.  

As amostras foram filtradas por qualidade, com remoção de amostras com 

menos de 10.000 leituras de sequência, pontuação Q < 30 ou comprimento < 50 

bases. A análise dos dados foi realizada computacionalmente alinhando as leituras a 

um banco de dados de genoma humano usando Bowtie2, John Hopkins University,  

com uma pontuação mínima de alinhamento de [-0,6 + -0,6 * L], em que L é o 

comprimento da leitura. Os arquivos FASTQ pós-QC foram, em seguida, convertidos 

para arquivos FASTA usando shi7, depois cortado para um comprimento máximo de 

100 bp. Esses FASTAs foram usados como insumos para as etapas de análise 

subsequentes, sendo processados para dados de unidades taxonômicas operacionais 

(OTU) por meio de um banco de dados (Diversigen). 

O microbioma da coorte brasileira foi comparado com a composição microbiana 

do produto RBX2660, uma suspensão de microbiota preparada a partir de fezes 

humanas doadas por indivíduos americanos sadios, aprovado nos Estados Unidos 

pelo FDA para tratamento de infecção recorrente por Clostridiodides difficile106. Os 

dados da coorte brasileira e do RBX2660 foram coletados usando métodos idênticos 

e submetidos a métodos de análise taxonômica idênticos, permitindo que os dados 

taxonômicos fossem comparados de forma padronizada. 

O RBX2660 foi produzido a partir de material fecal de doadores selecionados 

por meio do preenchimento de um questionário de saúde e estilo de vida para 

avaliação de critérios de exclusão semelhantes aos utilizados para a coorte brasileira. 

Em seguida, foram submetidos à coleta de sangue para pesquisa de HIV, hepatites 

A, B e C, e sífilis, além de coleta de fezes para pesquisa de toxina de Clostridioides 



33 

 

 

difficile, norovírus, rotavírus, adenovírus, ovos e parasitas, enterococos resistentes à 

vancomicina, Vibrio sp., Listeria sp. e Staphylococcus aureus resistente à meticilina. 

Cada dose de RBX2660 consistia de 50 gramas de fezes humanas em 150 mL de 

soro fisiológico 0,9% em veículo de polietilenoglicol 3350, contendo ≥107 unidades 

formadoras de colônias (UFC)/mL de suspensão, incluindo >1x105 UFC/mL de 

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

 

5.3.6 Análises estatísticas 

 

 O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a distribuição dos 

dados demográficos dos participantes. A partir da verificação da distribuição 

gaussiana ou não das variáveis, foram obtidas as medidas de tendência central e de 

dispersão de IMC e idade. O programa SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA) 

foi utilizado para as análises. 

As análises estatísticas e a visualização dos resultados de OTU foram 

realizadas pela BioRankings Analytics, St. Louis, Minessota, EUA. A distribuição 

multinomial de Dirichlet (DM) foi utilizada para avaliar as abundâncias relativas médias 

de grupo no nível de classe taxonômica (π), com limites de confiança, usando 

estimativa de máxima verossimilhança108. 

 

5.3.7 Avaliação de disbiose intestinal 

 

O microbioma da coorte brasileira foi avaliado por meio do Microbiome Health 

Index (MHI), calculado a partir da razão (Bacteroidia + Clostridia) / 

(Gammaproteobacteria + Bacilli). É um índice desenvolvido para analisar a alteração 

de microbioma associada ao uso de antibióticos, mas que também apresentou boa 

acurácia para avaliação do microbioma de indivíduos sadios109. 
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5.3.8 Avaliação de diversidade microbiana 

 

A diversidade alfa foi avaliada por meio do Índice de Shannon, um indicador 

utilizado para estimar de forma quantitativa a diversidade de grupos taxonômicos 

presentes em uma amostra110.  
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6 RESULTADOS 

 

6.1 PARTICIPANTES 

 

 Dentre os 74 indivíduos submetidos à entrevista inicial, 50 foram selecionados 

após preenchimento do questionário e realização de exames de sangue. Os 24 

indivíduos foram excluídos devido a uso de medicamentos (8), especificamente 

inibidores de bombas de prótons (4), antimicrobianos (2), antiparasitários (1) e 

imunossupressores (1); doenças gastrointestinais (7); tabagismo (5); indisponibilidade 

de realização de exames de sangue (3) e cirurgia gastrointestinal recente (1). Não 

houve exclusão de participantes devido a exames de sangue positivos para infecções 

virais ou gestação. A amostra de um dos participantes necessitou de ser desprezada 

por atraso no congelamento e não participou da análise taxonômica, totalizando 49 

amostras. 

 As características demográficas dos participantes estão 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 relação à prática de atividade física, 

22 participantes (44,9%) realizavam regularmente, sendo que 16 deles (32,6%) com 

frequência igual ou superior a 3 vezes por semana. Quanto ao grau de instrução, 25 

participantes (51%) tinham o ensino superior completo, enquanto treze apresentavam 

ensino superior incompleto (26,5%), dois possuíam curso técnico, oito concluíram o 

ensino médio e dois completaram o ensino fundamental. A média de horas de sono 

foi de 7,1 (± 0,85). Em relação ao uso crônico de medicamentos, 17 (34,7%) 

participantes relataram o uso, sendo eles anticoncepcional combinado oral (8); 

espironolactona para tratamento de acne (2); antidepressivos e ansiolíticos (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 demográficos e associados ao estilo de vida dos indivíduos sadios. 
  

Variável  N (%) / média (DP) / mediana (IIQ) 

Sexo feminine 25 (51%) 

Idade (média), anos 31,2 (± 6,8) 

Altura (mediana), cm 169 (162-175) 

Peso (mediana), kg 71 (64-78) 

IMC (mediana), kg/m2 24 (22-27) 

Ensino superior completo, n (%) 25 (51%) 

Ensino superior incompleto, n (%) 13 (26,5%) 

Ensino técnico, n (%) 2 (4%) 

Ensino médio, n (%) 8 (16,3%) 

Ensino fundamental, n (%) 2 (4%) 

Prática de atividade física, n (%) 22 (44,9%) 

Horas de sono (média) 7,1 (± 0,85) 

 
 

 

 

6.2  AVALIAÇÃO DIETÉTICA E NUTRICIONAL 

 

 A ingestão alimentar foi avaliada em 36 indivíduos, 19 do sexo feminino 

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

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

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

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

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

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

completo da avaliação dietética encontra-se nos APÊNDICES C e D. 
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Tabela 3 - Análise descritiva do valor calórico, macronutrientes, IQD-R, e valor 
calórico por grau de    processamento. 

 

Componente da dieta Mediana (IIQ) 

Kcal 1.599 (1.280-2.435) 

Kcal sexo feminino 1.303 (1.030-1.653) 

Kcal sexo masculino 2.166 (1.599-2.649) 

Kcal/kg de peso 22,59 (17,78-29,60) 

Kcal/kg de peso sexo feminino 21,43 (16,72-25,11) 

Kcal/kg de peso sexo masculino 28,83 (19,86-35,98) 

Carboidratos (% do VCT) 45,62 (37,52-54,68) 

Proteínas (% do VCT) 18,72 (12,99-25,31) 

Gorduras totais (% do VCT) 32,78 (28,30-39,59) 

Gorduras saturadas (g) 21,54 (15,97-27,77) 

Gorduras monoinsaturadas (g) 16,72 (10,93-21,18) 

Gorduras poli-insaturadas (g) 11,23 (7,92-16,83) 

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

Fibras (g) 19,69 (10,52-23,65) 

IQD-R 68,73 (60,46-76,92) 

Grupo 1 (% do VCT) 52,78 (35,83-65,26) 

Grupo 2 (% do VCT) 5,45 (3,99-7,60) 

Grupo 3 (% do VCT) 17,48 (7,34-29,09) 

Grupo 4 (% do VCT) 25,30 (10,09-36,76) 

 
 

 
 

6.3 PERFIL DE MICROBIOMA INTESTINAL DE INDIVÍDUOS BRASILEIROS 

SADIOS 

 

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

abundância relativa média (π) acima de 1%: Firmicutes (π 60-65%), Bacteroidetes (π 

10-15%), Actinobacteria (π 5-7%), Proteobacteria (π 2-3%) e Verrucomicrobia (π 1-

2%). Em relação às classes, houve predomínio de Clostridia (π 60-65%) e Bacteroidia 

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

encontradas com π de aproximadamente 2% cada (gráfico 1). 
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Gráfico 1 - Abundância relativa média de Classes. 

 

As barras representam o IC de 95%. Pontos sem barras de erro indicam que o IC de 95% é muito 

pequeno para ser visível no gráfico. 

 

Lachnospiraceae foi a família mais abundante (π 30-40%), seguida por 

Ruminococcaceae (π 10-12%) e Bacteroidaceae (π 7-9%). Eubacteriaceae, 

Streptococcaceae, Rikenellaceae, Bifidobacteriaceae, Coriobacteriaceae e 

Verrucomicrobiaceae foram as outras famílias com abundância acima de 1% (gráfico 

2). 

 

 

 

 



39 

 

 

Gráfico 2 - Abundância relativa média de Famílias. 

Dados aproximados a partir da abundância relativa média de gêneros. 

  

Em relação aos gêneros, houve predominância de Blautia (π 12-15%). Em 

seguida, com frequência semelhante (π 7-8%), Bacteroides e Faecalibacterium; além 

de outros representantes não identificados a nível de gênero, da ordem Clostridiales 

e da família Lachnospiraceae (figura 2). Os gêneros Alistipes, Bifidobacterium, 

Collinsella, Coprococcus, Dorea, Eubacterium, Fusicatenibacter, Roseburia e 

Ruminococcus, além de representantes não identificados a nível de gênero, da ordem 

Bacteroidales e do filo Firmicutes apresentaram abundância relativa média entre 2-

5%; seguidos por Akkermansia e Streptococcus com π 1-2% (gráfico 3). 
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Gráfico 3 - Abundância relativa média de Gêneros. 

As barras representam o IC de 95%. Os pontos sem barras indicam que o IC de 95% é muito pequeno 
para ser visível no gráfico. Os táxons sinalizados com a letra U não foram identificados a nível de 
gênero e cada U identifica um nível taxonômico acima. LachnospiraceaeU: família; BacteroidalesUU e 

ClostridialesUU: ordens; FirmicutesUUUU: filo. 
 

O microbioma da coorte brasileira apresentou mediana de pontuação do MHI 

igual a 61,2 (28,8-136) conforme representado no gráfico 4. A diversidade alfa, 

quantificada por meio do Índice de Shannon, apresentou valor mediano de 1,2 (0,8-

1,4), conforme representado no gráfico 5. 
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Gráfico 4 - Avaliação da disbiose baseado no Microbiome Health Index (MHI). 

 

Gráfico de dispersão com linha maior representando mediana e as duas linhas menores, os percentis 
25 e 75 (intervalo interquartílico). A linha pontilhada marca o valor do MHI de 7,2 e representa o valor 
de corte. As amostras acima são consideradas saudáveis, enquanto as amostras abaixo são 
consideradas disbióticas.  
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Gráfico 5 - Diversidade alfa representada pelo Índice de Shannon. 

 

Gráfico de dispersão com linha maior representando mediana e as duas linhas menores os percentis 
25 e 75 (intervalo interquartílico).  

 

6.4 COMPARAÇÃO DA COORTE BRASILEIRA COM O PRODUTO RBX2660 

 

 O microbioma da coorte de indivíduos brasileiros sadios foi comparado ao 

microbioma constituinte do produto RBX2660 obtido por meio de amostras fecais de 

indivíduos americanos sadios. Na coorte brasileira, prevaleceu a classe Clostridia e, 

no produto RBX2660, a classe Bacteriodia (gráfico 6). 
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Gráfico 6 - Distribuição dos microbiomas a nível de classe em indivíduos brasileiros 
saudáveis (BRA) e amostras RBX2660. 

 

As barras representam o IC de 95% e pontos sem barras indicam que o IC de 95% é muito pequeno 
para ser visível no gráfico. 
  



44 

 

 

7 DISCUSSÃO 

 

 Neste estudo, foi avaliada a composição do microbioma intestinal de 49 

brasileiros definidos como sadios a partir da utilização de critérios semelhantes aos 

de estudos de referência em microbioma, como o HMP111. A adoção desses critérios 

teve como objetivo permitir comparações entre indivíduos de populações distintas, 

além, de modo inerente, evitar a inclusão de comorbidades e situações com maior 

potencial de alterar qualitativa ou quantitativamente o microbioma intestinal.  

 A amostra, caracterizada por distribuição igualitária de sexo e pertencente à 

faixa etária entre 18 a 49 anos, minimiza a variabilidade à medida que anula a 

interferência de fatores, como crescimento, desenvolvimento, envelhecimento e 

influências hormonais na infância e adolescência. Também, acerca dos dados 

demográficos, outras características dessa amostra como o predomínio de 

participantes com ensino superior completo, que em sua maioria não realizava 

atividade física com frequência superior ou igual a três vezes por semana, acrescenta 

dados desse perfil de indivíduos e pode ajudar a entender os resultados à medida que 

comparações futuras forem feitas. 
Outro dado relacionado aos hábitos de vida refere-se à alimentação. Para a 

avaliação do consumo alimentar, foi utilizado o recordatório de 24 horas (R24h), que 

se mostrou superior ao uso do questionário de frequência alimentar (QFA) 

semiquantitativo, que faz a estimativa da dieta habitual dos últimos doze meses112. 

Ainda que todos os métodos de aferição do consumo alimentar apresentam 

limitações, o uso do QFA foi relacionado à superestimativa da ingestão de frutas e 

hortaliças, falseando as avaliações de qualidade de dieta em estudos avaliando o IQD-

R112,113.  

A mediana do consumo calórico 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 são considerados adequados 

conforme as recomendações nutricionais para adultos114,115. Um pouco mais da metade 

(52,78%) do total de calorias diárias foi proveniente de alimentos in natura e 

minimamente processados, como frutas, leite, grãos e cereais, seguidos em ordem 

descendente pelos alimentos ultraprocessados, como biscoitos recheados, 
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refrigerantes e salgadinhos, responsável por 25,30%; alimentos processados, como 

pães e queijos, representando 17,48%; e ingredientes culinários processados, como 

óleos, sal, açúcar e farinha, com 5,45%. Estudo transversal dos dados de consumo 

alimentar individual de 34.000 indivíduos maiores de 10 anos de idade no Brasil 

evidenciou resultados semelhantes: 58,1% da ingestão energética diária foi 

proveniente de alimentos in natura ou minimamente processados; 20,4%  de 

alimentos ultraprocessados; 10,9% de ingredientes culinários processados; e 10,6% 

de alimentos processados117. Não há critérios de referência 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 à ingestão relativamente alta de açúcares livres e de gorduras totais, 

saturadas e trans, e ao baixo consumo de proteínas e fibras alimentares115,117–120. Este 

padrão alimentar foi relacionado à obesidade e síndrome metabólica117–120. A 

Organização das Nações Unidas (ONU) propôs a valorização do consumo de 

alimentos ultraprocessados como um indicador da má qualidade das dietas, sem, no 

entanto, especificação de taxa de consumo ideal117,118. Idealmente, têm sido 

recomendado preferir o consumo de alimentos não processados e minimamente 

processados em detrimento de produtos processados e ultraprocessados117,118. 

O consumo de carboidratos representou 45% do VCT, enquanto as gorduras 

somaram 32% e as proteínas, 18%, que são valores considerados adequados, de 

acordo com evidências de aumento dos riscos de doenças crônicas não 

transmissíveis, associadas à alimentação, além dos efeitos de carência 

nutricional114,115. A ingestão diária de colesterol (240 mg) também esteve dentro do 

valor de referência, enquanto a mediana de ingestão de fibras de 19,69 g/dia (10,52-

23,65), foi deficitária em relação à ideal que é de 25 g/dia para o sexo feminino e 38 

g/dia para o masculino114,115. O consumo reduzido de fibras e elevado de alimentos 

com alto teor de gordura e índice glicêmico é característico da chamada "dieta 

ocidental” de nações industrializadas121. A fibra não é digerida pelo organismo 

humano, mas é metabolizada por certas espécies do microbioma intestinal e resulta 

na produção de ácidos graxos de cadeia curta121. Portanto, um maior consumo de 

fibra favorece o crescimento desses microrganismos121. As sociedades rurais e menos 

industrializadas apresentam um consumo de fibra significativamente maior e tem 

como característica uma maior abundância do gênero Prevotella em seu microbioma 

intestinal121. Já nos indivíduos provenientes de regiões mais industrializadas, há 
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redução de diversidade e maior abundância dos gêneros Bacteroides, 

Bifidobacterium, Ruminococcus, Faecalibatcerium, Alistipies e Blautia121. Essas 

alterações podem ter associação com aumento da prevalência de doença inflamatória 

intestinal, obesidade, diabetes melito tipo II e síndrome metabólica verificada nessas 

sociedades121. 

Fontes de dados sobre a tendência do consumo alimentar brasileiro, utilizadas 

pelo Ministério da Saúde, obtidas por meio do programa Pesquisas de Orçamentos 

Familiares, realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística IIBGE), foram 

utilizadas para estimar a proporção de ingestão de carboidratos, lipídeos e 

proteínas116. Isto foi feito de maneira indireta, por meio da estimativa de despesas 

efetuadas com a aquisição de alimentos para consumo no domicílio116. A última, 

realizada em 2008-2009, evidenciou resultados semelhantes, com consumo 

energético médio de 1.710 kcal e 2.163 kcal para sexo feminino e masculino, 

respectivamente116. O consumo de carboidratos representou cerca de 55% do total, 

lipídios 27% e proteínas 17%, enquanto a ingestão diária de colesterol foi 217 e 276 

mg no sexo feminino e masculino, respectivamente, valores considerados adequados 

conforme as recomendações nutricionais, com exceção para a ingestão de fibras, 18,2 

no sexo feminino e 23,5 g no sexo masculino, considerada deficitária116. 

O IQD-R, utilizado para verificar a qualidade da dieta neste estudo, demonstrou 

boa confiabilidade para avaliação e monitoramento da dieta de brasileiros105,112. O 

valor máximo é de 100 pontos e quanto mais elevado o escore, mais próxima a 

ingestão se encontra dos intervalos ou quantidades recomendados112. O IQD-R 

mediano da população 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 indivíduos 

de níveis técnico e superior de 6 cidades do Brasil que teve um IQD-R médio de 72,6 

pontos112. A utilização do IQD-R apresenta vantagens ao analisar vários componentes 

da dieta simultaneamente, com base na densidade energética, avaliando sua 

qualidade, independente da quantidade de alimentos consumida112. Pode ser aplicado 

a indivíduos e populações e facilita a mensuração de possíveis associações com 

desfechos de saúde112. 

Com relação à avaliação do microbioma, foram evidenciados representantes 

de cinco filos, em ordem decrescente: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, 

Proteobacteria e Verrucomicrobia. A classe Clostridia e as famílias Lachnospiraceae 

e Ruminococcaceae do filo Firmicutes foram as mais abundantes. No filo 
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Bacteroidetes, a classe Bacteroidia e a família 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 abundantes122–125. 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 abundante122–125. Em um 

desses estudos, envolvendo onze participantes, a classe Clostridia e as famílias 

Lachnospiraceae, Ruminococcaceae e Bacteroidaceae foram as mais frequentes122. 

Enquanto o outro estudo, com sete indivíduos, encontrou os gêneros 

Faecalibacterium, Blautia e Bifidobacterium como os mais abundantes125. Dois desses 

estudos realizaram avaliação nutricional, mas apenas o estudo envolvendo dez 

indivíduos exibiu dados relacionados à ingestão calórica total diária e porcentagens 

relacionadas aos grupos alimentares123,124. Entre os dez indivíduos do grupo controle, 

cinco eram obesos e os outros cinco com IMC normal124. Entre os últimos, a mediana 

de consumo calórico total foi de 1.802 Kcal (1.527-2.018), sendo majoritariamente 

proveniente de carboidratos (51,2%), seguido por gorduras (28,8%) e proteínas 

(6,22%)124. 

Com base na proposta de classificação do microbioma em três enterótipos, o 

microbioma da amostra selecionada pode ser classificado como enterótipo tipo 3, 

caracterizado pelo predomínio do filo Firmicutes, principalmente do gênero 

Ruminococcus e grupos relacionados à ordem Clostridiales e à família 

Lachnospiraceae126. A família Lachnospiraceae é bastante heterogênea e faz parte 

dela espécies que têm sido relacionadas a várias doenças, mas também possui 

representantes responsáveis pela produção de vários metabólitos essenciais à saúde 

do hospedeiro, como os ácidos graxos de cadeia curta127. Os gêneros Blautia, o mais 

abundante no nosso estudo, e Roseburia que esteve presente com abundância de 

2%, ambos pertencentes a esta família são considerados os maiores produtores de 

ácidos graxos de cadeia curta, principal fonte de nutrição dos colonócitos e envolvidos 

na maturação do sistema imune e no controle de processo inflamatório intestinal127. O 

gênero Blautia apresenta, ainda, potencial efeito probiótico, a partir da produção de 

bacteriocinas capazes de inibir a colonização intestinal por bactérias patogênicas126. 

Especificamente, Blautia obeum e Blautia producta podem inibir a proliferação de 

Clostridium perfringens e enterococos resistentes à vancomicina126. Há ainda 
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evidências de correlação negativa de espécies do gênero Blautia com obesidade, 

câncer colorretal, diabetes e doença de Crohn, além de associação com aumento de 

sobrevida na doença do enxerto-versus-hospedeiro126. Entretanto, há relatos de maior 

abundância de Blautia em indivíduos com retocolite ulcerativa associada à colangite 

esclerosante primária, síndrome do intestino irritável e câncer de mama126. Esses 

dados conflitantes são, possivelmente, devido a diferenças a nível de espécies e 

cepas126. Neste contexto, estudos metagenômicos associaram aumento de 

Lachnospiraceae a diabetes melito tipo 2 em humanos e modelos animais126. 

Bactérias integrantes desta família participam ativamente do metabolismo de 

polissacarídeos, incluindo amido, inulina e arabinoxilano e, por conseguinte 

contribuem para aumento da obtenção de energia da dieta com efeito nos níveis 

glicêmicos127. 

A família Ruminococcaceae, que tem no gênero Feacalibacterium um dos seus 

principiais representantes, também possui como característica a produção de ácidos 

graxos de cadeia curta, principalmente o butirato128. A diminuição de sua abundância 

tem sido implicada em doenças inflamatórias intestinais (retocolite ulcerativa e doença 

de Crohn), encefalopatia hepática e diarreia associada ao uso de antimicrobianos, 

além de maior risco de infecção por Clostridioides difficile128. Presente com 

abundância relativa média em torno de 7 a 8%, seus membros são considerados 

comensais, com papel relevante na saúde intestinal, em especial Faecalibacterium 

prausnitzii, uma das bactérias anaeróbicas mais abundantes no microbioma intestinal 

humano e que exerce papel importante na manutenção da homeostase intestinal129. 

Possui propriedades imunomodulatórias e antiinflamatórias, sendo considerada um 

indicador de saúde intestinal129. A redução de F. prausnitzii foi encontrada em 

indivíduos com doença inflamatória intestinal, diabetes tipo 2 e doença hepática 

gordurosa129. 

Em relação ao filo Bacterioidetes, os gêneros 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 patógenos oportunistas provocando 

infecções extra-intestinais a partir de translocação bacteriana e bacteremia, incluindo 

abscessos intra-abdominais e no sistema nervoso central130,131. Espécies do gênero 

Bacteroides atuam na imunomodulação intestinal e competem com microrganismos 

patogênicos por meio da produção de toxinas antimicrobianas, além de serem os 

principais produtores de vitamina K e contribuírem para o aumento da densidade 
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mineral óssea130. Quanto ao gênero Alistipes, evidências sugerem efeito protetor 

contra hepatopatia crônica fibrosante e encefalopatia hepática, doenças 

cardiovasculares e seus fatores de risco, como hipertensão arterial sistêmica e 

aterosclerose131.  

No filo Actinobacteria, membros do gênero Bifidobacterium constituem-se no 

seu principal representante e estão entre os primeiros microrganismos identificados 

como constituintes do microbioma intestinal132. Na amostra estudada, sua abundância 

foi em torno de 5%. Têm sido utilizados como probióticos devido a potenciais efeitos 

benéficos em casos de diarreia e constipação, bem como na prevenção de infecções 

gastrointestinais, como é o caso da infecção causada pela E. coli enterohemorrágica, 

a partir da síntese de acetato, ácido graxo de cadeia curta que regula função de 

barreira do epitélio intestinal do hospedeiro132. Dois estudos brasileiros que avaliaram 

o microbioma intestinal de pacientes com doença hepática gordurosa não alcoólica e 

diabetes melito tipo 1, respectivamente, evidenciaram redução de abundância de 

Bifidobacterium quando comparado aos controles sadios122,124. Entretanto, os dados 

de abundância não foram relatados. 

O filo Proteobacteria foi o quarto mais abundante, representado pelas classes 

Deltaproteobacteria e Gammaproteobacteria. Seus gêneros não apresentaram 

abundância relativa média acima de 1%. O filo Verrucomicrobia foi representado pelo 

gênero Akkermansia. A bactéria Akkermansia muciniphila, espécie mais estudada do 

gênero, tem sido associada a possíveis efeitos protetores contra obesidade, diabetes 

e doenças cardiovasculares, sendo utilizada como probiótico na síndrome 

metabólica133,134. Também tem efeito benéfico comprovado na integridade da barreira 

intestinal, ativação do sistema imune e redução de inflamação133. No entanto, em 

modelos animais, a proliferação excessiva de cepas de A. muciniphila, promovida por 

dieta deficiente em fibra, exacerbou a inflamação provocada por bactérias 

patogênicas, por meio da degradação da camada de muco, além de associação com 

tumorigênese no câncer colorretal em camundongos133. 

Estudos metagenômicos internacionais que incluíram indivíduos sadios 

constataram que o gênero Blautia foi também o mais abundante em austríacos 

(12,79%), enquanto houve domínio do gênero Bacteroides em americanos (38,38%), 

chineses (39,7%), dinamarqueses (39,70%), franceses (13,43%), espanhóis (23,33%) 

e em, um estudo brasileiro com 18 indivíduos (28,91%)6,90,122,138-146. O gênero 

Prevotella foi predominante em estudos na Malásia (32,65%), Venezuela (24,89%) e 
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Peru (14,85%), Eubacterium na Rússia (12,52%) e Clostridium na Suécia 

(10,31%)137,143-147. Em uma análise de amostras de fezes de 367 indivíduos japoneses 

sadios, entre 0 e 104 anos, foi evidenciada elevada abundância de Blautia (16,69%) 

e Bifidobacterium (17,93%) e baixa abundância de Bacteroides (11,37%) em adultos 

(21 a 69 anos)137. Nos idosos, verificou-se redução da diversidade, com menor 

presença de Blautia137. Tais dados corroboram a tese da existência de padrões de 

microbioma distintos entre populações diferentes, muito possivelmente influenciada 

por hábitos alimentares, fatores genéticos, entre outros. 

O produto RBX2660, utilizado na comparação com o microbioma da coorte 

brasileira, é uma suspensão de microbioma preparado a partir de amostras fecais de 

indivíduos americanos selecionados a partir dos mesmos critérios empregados para 

compor a coorte brasileira. Por meio dessa análise, foi evidenciada uma composição 

semelhente, contudo houve um predomínio da classe Clostridia na coorte brasieleira 

e Bacteroidia no produto. 

O MHI, utilizado para avaliação de disbiose intestinal, foi desenvolvido com o 

objetivo de detectar possíveis alterações microbioma após uso de antimicrobianos109. 

No entanto, apresentou boa acurácia para análise do microbioma de indivíduos 

sadios109. As quatro classes taxonômicas utilizadas, Bacteroidia, Clostridia, Bacilli e 

Gammaproteobacteria, foram escolhidas a partir de evidências de associações com 

microbioma saudável e disbiose, respectivamente109. Bacteroidia e Clostridia são 

classes envolvidas no mecanismo de resistência à colonização de patógenos, pois 

atuam modulando a função da barreira intestinal, por meio da metabolização de sais 

biliares, síntese de ácidos graxos de cadeia curta, competição por nutrientes 

essenciais e ativação do sistema imunológico do hospedeiro7,148. 

Apesar de espécies das classes Gammaproteobacteria e Bacilli serem 

comensais e desempenharem papel importante na homeostase e saúde do 

microbioma, como dos gêneros Escherichia e Lactobacillus, respectivamente, há 

também uma variedade de bactérias patogênicas109,148. A proliferação de 

gamaproteobactérias dos gêneros Shigella, Salmonella, Yersinia, Klebsiella e 

Pseudomonas, e bacilos dos gêneros Enterococcus e Streptococcus foi encontrada 

em vários contextos envolvendo desordens metabólicas (diabetes e doenças 

cardiovasculares) e inflamação intestinal (doença inflamatória intestinal, doença 

celíaca e câncer colorretal), além de potencialmente prejudicar a resposta imune a 

outros patógenos7,148–152. 
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Portanto, um baixo índice, proveniente da redução de Bacteroidia e Clostridia 

ou aumento de Gammaproteobacteria e Bacilli, é consistente com disbiose109. Nessa 

amostra de indivíduos brasileiros sadios, a mediana do MHI foi de 61,2 (28,8 -136), 

enquanto o ponte de corte para indicar ausência de disbiose é 7,2, obtido a partir do 

cálculo para várias coortes de indivíduos sadios, em que mais de 90% das amostras 

apresentaram valor acima de 7,2.109 Quando este índice foi testado a partir da 

avaliação a nível de filo, por meio da relação Firmicutes/Bacteroidetes e a nível de 

ordem (Clostridiales, Lactobacillales, Enterobacterales e Bacteroidales) não 

apresentou desempenho superior109.  

O índice de diversidade de Shannon, utilizado para avaliar a diversidade alfa, 

é amplamente utilizado em estudos de microbioma153. Ele estima quantitativamente a 

variabilidade biológica, por meio de dois aspectos diferentes que contribuem para a 

diversidade em uma comunidade: riqueza (número de espécies) e uniformidade 

(variedade e abundância relativa)153. Quanto mais elevado o índice, maior a 

diversidade, ficando, em geral, entre 1,5 e 3,5153. Entretanto, não apresenta um bom 

rendimento em amostras pequenas e em populações geneticamente mais 

heterogêneas, possíveis explicações para o valor não muito elevado verificado no 

nosso estudo153.  
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8 CONCLUSÃO 

 

O microbioma da coorte de brasileiros sadios é constituído por representantes 

de cinco filos - Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria e 

Verrucomicrobia, em ordem decrescente de abundância. A classe Clostridia e a 

família Lachnospiraceae foram as mais abundantes e o gênero Blautia foi o 

predominante. A comparação com o produto RBX2660 evidenciou composição 

semelhante, com diferença apenas na classe predominante: Clostridia na amostra 

brasileira e Bacteriodia no produto. 

A avaliação dietética e nutricional evidenciou achados semelhantes a de outros 

estudos envolvendo a população brasileira, padrão frequentemente encontrado em 

outras sociedades industrializadas121. O percentual significativo do consumo 

energético total proveniente de alimentos processados ou ultraprocessados, 

considerado indicador de má qualidade da dieta, além da ingestão deficitária de fibras 

encontrados no estudo têm sido associados à doença inflamatória intestinal, 

obesidade e síndrome metabólica e podem ter papel relevante na constituição do 

microbioma intestinal da amostra121. 

  



53 

 

 

9 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Esse estudo foi pioneiro em realizar a avaliação taxonômica do microbioma 

intestinal em uma amostra constituída exclusivamente por brasileiros sadios, por meio 

da técnica de sequenciamento genético de alto rendimento, shallow shotgun, com 

identificação a nível de filo, classe e gênero. A avaliação nutricional e dietética fornece 

informações sobre hábitos alimentares da população brasileira, relevantes no 

contexto do estudo, diante da grande influência da dieta na composição microbiana. 

A inclusão de informações quanto ao histórico médico prévio e hábitos de vida 

permitiram também uma melhor caracterização da amostra. 

A pequena amostra utilizada e o desenho transversal são limitações do estudo. 

Além disso, a falta de informações taxonômicas a nível de espécie e cepas, bem como 

do estudo dos metabólitos bacterianos limitam a melhor caracterização do 

microbioma. Entretanto, esse estudo pode contribuir para o conhecimento do 

microbioma intestinal em indivíduos sadios, fornecendo informações sobre a amostra 

analisada. A grande maioria das pesquisas nesse campo é realizada em outros 

países. Diante da variabilidade de microbioma encontrado em diferentes regiões 

geográficas, é ainda mais relevante o estudo de microbioma no Brasil, pois apresenta 

uma combinação de extensa distribuição demográfica com diversidade de climas, 

dietas e costumes. Pelo mesmo motivo, essa grande variedade limita a generalização 

dos achados do nosso estudo para toda a população brasileira e pode explicar as 

diferenças em relação a outros estudos nacionais. 

A homogeneidade quanto ao sexo dos indivíduos, ausência de extremos de 

IMC e idade e o fato de incluir população urbana em sua totalidade contribuíram para 

uma coorte mais similar, contudo não necessariamente geneticamente homogênea, 

haja visto a característica miscigenação brasileira. A utilização de critérios de seleção 

e exclusão semelhantes a de grandes estudos internacionais, como o HMP, minimiza 

a influência de fatores com maior potencial de alterar o microbioma intestinal e permite 

comparar os resultados obtidos. 

Os dados gerados pela avaliação metagenômica 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 

identificação de genes específicos, como os envolvidos em resistência antimicrobiana, 
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fornecer informações relevantes sobre microrganismos resistentes na população 

brasileira sadia, estudar populações bacterianas específicas e traçar seu perfil 

patogênico ou não.  
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APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Você, , foi selecionado para participar de um projeto de pesquisa que tem como 

objetivo identificar os microorganismos constituintes da microbiota intestinal de 

indivíduos saudáveis. Sua participação neste estudo é voluntária, gratuita e não 

haverá qualquer tipo de remuneração. O anonimato será mantido em todas as etapas 

e você poderá se recusar a participar deste estudo a qualquer momento. 

 

A inclusão no estudo será realizada após confirmação de que o participante é 

saudável. Para tanto, será realizada entrevista e aplicação de um questionário para 

avaliar hábitos de vida e estado geral de saúde. Serão, ainda, coletadas amostras de 

sangue para exclusão de infecções por HIV e vírus de hepatite B e C. No caso das 

mulheres, excluindo aquelas submetidas a método cirúrgico anticonceptivo há mais 

de 6 meses, também será realizada a dosagem de beta-HCG sérico com objetivo de 

excluir gestação atual. Caso não apresentem restrições à participação no estudo, 

serão coletadas amostras de fezes e, posteriormente, encaminhadas para estudo 

genético da população bacteriana em laboratório de referência nos Estados Unidos 

da América. As amostras de fezes vão ser armazenadas no Banco de Tumores e 

Tecidos do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clínicas da UFMG e 

podem ser utilizadas para estudos futuros. 

 

O benefício esperado com este estudo é identificar o padrão de microrganismos 

presentes em indivíduos saudáveis. Os riscos associados à pesquisa estariam 

associados a eventual desconforto ou constrangimento em responder às perguntas. 

Para evitar esses possíveis riscos, as informações coletadas serão mantidas em sigilo 

até a publicação dos resultados, e para evitar constrangimentos, a abordagem para 

responder as perguntas será realizada de maneira discreta, preservando a 

individualidade de cada um. Outra possível complicação resulta da punção venosa, 

que poderá trazer dor ou inflamação na veia, contudo essas são auto-limitadas e não 

exigem tratamento específico. 

 

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

explicação que recebi menciona os riscos e benefícios do estudo. Eu entendi que sou 
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livre para interromper minha participação no estudo a qualquer momento sem 

qualquer ônus. 

 

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

e fezes coletadas sejam utilizadas neste projeto de pesquisa. 

 

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

documento com o mesmo conteúdo. 

 

Nome completo do participante: 

Assinatura: Data: 

 

Em caso de dúvidas com respeito à pesquisa, você poderá consultar: 

Instituto Alfa de Gastroenterologia - Av. Professor Alfredo Balena, 110 – 2o andar ala 

oeste 

CEP: 30130-100 / Belo Horizonte – MG / Telefones: 31 33079251 ou 31 330794 

COEP-UFMG - Comissão de Ética em Pesquisa da UFMG 

 

Av. Antônio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2o andar - Sala 2005. Campus 

Pam- 

pulha. Belo Horizonte, MG – Brasil. CEP: 31270-901. 

 

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

Número do documento: 
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APÊNDICE B - Questionário de hábitos de vida e histórico médico 

 

• Ocupação: 

• Fumante: não / sim - No cigarros/dia: 

• Horas de sono por dia (em média): 

• Atividade física: não / sim - frequência: 

• Presença de animais de estimação ou animais de fazenda em seu ambiente: não /        

sim - Especifique: 

• Viagens realizadas nos últimos 6 meses: não / sim - Especifique: 

 

Dieta: 

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

• Restrições alimentares: Lactose / Glúten / Outros: 

• Mudança alimentar nos últimos 6 meses: Não / Sim - Especifique: 

• Modificações significativas de peso nos últimos 3 meses: Não / sim - Especifique: 

 

Histórico médico prévio: 

• Doenças diagnosticadas nos últimos seis meses: 

- História de doenças respiratórias: não / sim - Especifique: 

- História de doenças hematológicas: não / sim - Especifique: 

- História de doenças hepáticas: não / sim - Especifique: 

- História de doenças renais: não / sim - Especifique: 

- História de doenças urogenitais: não / sim - Especifique: 

- História de alergias: não / sim - Especifique: 

- História de doenças gastrointestinais: 

a) Inflamação intestinal crônica (por ex. doença celíaca, retocolite ulcerativa, do- 

ença de Crohn), síndrome do intestino irritável: não / sim - Especifique: 

b) Gastroenterite infecciosa, colite ou gastrite, diarreia crônica ou persistente de 

origem desconhecida, infecção recorrente por Clostridioides difficile ou infecção 

por Helicobacter pylori não tratada: não / sim - Especifique: 

c) Constipação intestinal crônica: não / sim.  

d) Existência de pólipos ou massas gastrointestinais, displasia ou câncer: não / 

sim - Especifique: 

• Cirurgias do trato gastrointestinal nos últimos 5 anos: não / sim - Especifique: 
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• Cirurgia de remoção do apêndice: não / sim - data 

 

História gestacional (apenas mulheres): 

• Gravidez atual: não / sim 

• Lactante: não / sim 

• Número de gestações a termo: 

 

Medicações (nos últimos 6 meses): 

• Medicação de uso crônico: não / sim - Especifique: 

• Medicação de uso eventual: não / sim - Especifique: 

• Medicação homeopática: não / sim 

• Uso prévio de probióticos ou prebióticos: não / sim - dose: 

• Uso regular de inibidores de bombas de prótons: não / sim 

• Uso de drogas imunossupressoras (incluindo prednisona com dose igual ou superior 

a 20mg/dia por período superior a 30 dias): não / sim 

• Uso prévio de metformina: não / sim 

• Uso de antibióticos ou antiparasitários nos últimos 3 meses: não / sim  
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APÊNDICE C - Banco de dados completo da avaliação dietética 
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25 

12,
22 

59,
92 901 34,

41 71 2,7
0 150 5,7

3 
149
6 

57,
14 

29
29 

37,
08 

315
,70 

43,1
1 

76,
43 

10,4
4 

123
,62 

37,
98 

48,
49 

32,9
8 

16,
77 

175,
69 

24,
11 

54,
82 535 18,

26 239 8,1
6 999 34,

11 
115
6 

39,
46 

18
93 

29,
58 

291
,51 

61,6
0 

95,
03 

20,0
8 

44,
94 

21,
36 

16,
88 

10,6
7 

10,
71 

76,2
4 

28,
17 

67,
62 686 36,

25 111 5,8
5 568 30,

00 528 27,
90 

22
24 

25,
27 

272
,52 

49,0
1 

117
,18 

21,0
7 

74,
76 

30,
25 

22,
49 

20,9
3 

25,
76 

377,
78 

22,
28 

73,
89 

133
9 

60,
19 327 14,

71 558 25,
09 0 0,0

0 

12
23 

18,
82 

139
,46 

45,6
1 

70,
26 

22,9
8 

46,
73 

34,
39 

14,
34 

14,6
8 

11,
74 

161,
58 

19,
67 

84,
32 847 69,

29 71 5,7
8 246 20,

09 59 4,8
1 

10
30 

15,
61 

159
,77 

62,0
5 

28,
55 

11,0
9 

32,
87 

28,
72 

9,8
5 

10,0
9 

7,3
7 

24,6
1 

10,
17 

56,
57 130 12,

66 151 14,
63 49 4,8

0 699 67,
89 

12
80 

17,
07 

97,
60 

30,5
0 

78,
17 

24,4
3 

63,
32 

44,
53 

14,
96 

18,4
9 

20,
06 

110
2,23 

11,
60 

67,
59 966 75,

45 71 5,5
3 0 0,0

0 244 19,
06 

25
90 

36,
48 

321
,28 

49,6
2 

107
,70 

16,6
3 

63,
07 

21,
92 

20,
03 

18,7
7 

18,
56 

258,
19 

28,
91 

70,
16 

115
1 

44,
43 71 2,7

3 0 0,0
0 

136
9 

52,
85 
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APÊNDICE D - Banco de dados completo da avaliação dietética 

(micronutrientes) 

Fe_
mg 

Ca_
mg 

Mag_
mg 

Fós_m
g Na_mg K_mg 

Cob_m
g 

Zn_m
g Ret_mcg Tia_mg 

Rib_m
g 

Piri_m
g 

Nia_m
g VitC_mg 

1,20 
504,
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
6 

655,
18 

235,0
2 

1289,6
0 669,23 3168,27 0,82 23,60 70,20 0,49 0,68 0,19 8,46 182,77 

7,98 
436,
68 

224,5
5 598,23 1301,52 2284,08 0,97 5,28 22,04 0,95 0,35 0,36 2,93 161,04 

5,97 
256,
38 

181,9
2 

1158,5
6 1353,52 2289,72 0,59 6,28 15,00 0,46 0,11 0,03 29,06 33,49 

12,5
0 

444,
84 

178,3
7 864,14 1824,22 1806,01 0,65 12,51 112,06 0,65 0,69 0,53 8,04 18,97 

6,07 
335,
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 

7,51 
790,
82 

180,8
5 775,45 710,44 1746,12 0,55 4,89 345,85 0,82 1,44 0,19 11,90 110,08 

30,3
0 

1055
,90 

347,9
2 

1196,4
7 1426,19 1855,79 105,82 28,26 893,85 2,30 2,69 1,82 26,90 100,12 

5,85 
310,
60 

230,7
0 734,50 1309,00 2044,50 0,63 5,58 94,00 0,94 0,43 0,76 13,47 95,00 

2,73 
1295
,82 

217,8
2 

1061,8
8 2347,34 2306,87 0,56 6,46 198,62 0,69 2,72 0,63 16,11 11,89 

6,46 
130,
55 

174,2
1 920,36 1411,51 3090,90 0,90 6,00 118,30 1,51 1,20 1,32 20,83 84,28 

5,00 
486,
80 

104,3
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
4 

769,
37 

224,0
2 

1109,2
1 1993,76 2075,84 0,80 9,84 382,99 1,03 2,25 0,94 28,32 62,84 

16,2
0 

645,
32 

310,3
7 

1257,6
2 4027,49 2372,40 0,98 16,76 334,03 1,12 1,44 1,80 43,18 33,10 

4,79 
401,
27 

180,1
1 958,12 1052,60 1835,36 0,49 4,94 69,40 0,79 0,76 0,47 44,71 31,55 

5,41 
1072
,07 

113,1
8 603,12 2045,90 1243,58 0,21 3,14 142,67 0,28 1,10 0,08 6,06 99,91 

4,29 
205,
38 

100,2
4 450,00 868,99 1211,01 0,25 5,28 70,62 0,59 1,10 0,86 6,73 0,00 

6,08 
161,
70 

171,4
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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8,33 
361,
68 

283,0
9 

1123,2
0 1555,48 3355,78 0,90 11,69 240,15 0,53 0,54 1,06 25,53 130,33 

7,62 
548,
02 

231,9
3 790,49 2016,72 2470,92 0,78 13,61 184,94 0,59 1,18 0,32 10,96 44,35 

4,35 
549,
99 

168,6
3 607,45 1118,35 1915,10 0,66 4,63 121,06 0,41 0,60 0,57 5,13 53,18 

3,32 
343,
19 

150,6
9 892,54 320,99 2010,24 0,30 5,75 35,70 0,62 0,30 0,24 40,01 48,62 

8,41 
442,
80 93,47 711,75 633,70 861,94 0,32 6,84 218,80 0,48 0,40 0,00 4,47 14,64 

3,03 
788,
56 

250,3
7 993,42 4288,40 1837,70 0,41 4,56 197,24 0,48 1,11 3,31 81,52 87,84 

10,3
9 

584,
53 

142,3
1 

1163,7
3 852,87 1609,65 9,30 10,43 10323,40 0,36 2,31 0,16 12,42 29,75 

5,15 
250,
94 

134,3
0 551,86 1531,71 1496,70 0,52 2,83 124,74 1,02 0,78 0,59 10,93 38,61 

6,65 
187,
67 

147,1
5 639,23 733,94 1413,21 0,48 3,47 36,94 0,78 0,81 0,22 2,48 91,41 

7,48 
282,
53 

200,2
8 810,78 671,43 1481,02 0,66 6,43 112,06 0,45 0,62 0,39 4,50 28,40 

11,4
6 

296,
16 

168,6
0 

1065,5
2 1672,27 1578,58 0,75 15,78 141,49 0,82 1,17 1,38 10,53 13,33 

5,63 
1555
,17 

266,3
3 

1292,3
5 2835,46 2198,66 0,69 8,52 355,84 2,38 1,20 2,51 40,66 95,18 

18,3
0 

971,
77 

186,5
7 

1334,3
1 3241,03 2351,84 0,94 8,41 135,55 0,37 0,53 0,45 7,32 13,90 

12,8
0 

307,
35 

267,0
0 

1238,9
6 1405,87 3386,72 1,08 12,82 205,17 0,60 1,13 0,30 45,17 69,14 

7,20 
552,
19 

179,0
1 761,46 1627,23 1826,29 0,69 16,04 871,33 0,69 0,77 0,21 13,45 212,87 

8,54 
387,
07 

121,9
8 444,15 894,69 983,97 0,41 3,58 41,37 0,91 1,20 0,39 3,05 75,58 

13,1
8 

334,
53 

115,5
8 

1208,0
3 950,28 1026,92 0,43 9,34 189,83 0,20 0,66 0,01 3,39 0,40 

11,4
3 

851,
52 

344,5
2 

1579,5
0 1343,05 3284,20 0,94 10,43 196,06 1,79 1,00 1,21 28,61 258,87 
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