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RESUMO

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) sdo um grupo heterogéneo de doengas clonais das
células progenitoras hematopoiéticas caracterizadas por citopenias e displasias devido a
hematopoiese ineficiente. A SMD ¢ considerada uma neoplasia pela tendéncia a expansao de
clones anormais podendo evoluir para leucemia mieldide aguda (LMA). De acordo com a
Organiza¢ao Mundial de Saude, a SMD se divide em categorias como Anemia refrataria (AR),
Anemia refratdria com sideroblastos em anéis (ARSA), Citopenia refrataria com displasia
multilinear (CRDM) e Anemia refrataria com excesso de blastos (AREB), esta ultima sendo o
tipo mais grave. De acordo com a evolugdo da doenca e as taxas de sobrevida, o Sistema
Internacional de Classificagdo de Prognostico (IPSS) classifica em muito baixo (sobrevida de
8,8 anos), baixo (sobrevida de 5,3 anos), intermediario (sobrevida de 3 anos), alto (sobrevida
de 1,6 anos) e muito alto (sobrevida de 0,8 anos). Até o presente momento, ndo foi feita
nenhuma relacdo entre alteragcdes na microbiota intestinal em pacientes com SMD, embora
evidéncias recentes tenham apontado para um importante papel da microbiota intestinal na
hematopoese. Neste contexto, o presente estudo visou analisar o perfil da microbiota de
pacientes com SMD buscando possiveis associagdes clinicas, bem como avaliar uma possivel
interferéncia de sintomas de depressdo na composicdo dessa microbiota. Para tanto, foi
realizado o sequenciamento do gene 16S rRNA a partir da extragdo de DNA diretamente das
amostras fecais de 30 pacientes com SMD e 16 controles idosos saudaveis. A diversidade e
riqueza da microbiota intestinal foi avaliada pelos indices Shannon, Simpson e Chaol e a
contribuicdo de outras variaveis (subtipos de SMD, cariotipo, hemograma, IPSS, uso de
alfaepoetina (EPREX®), dependéncia transfusional, gordura corporal, estilismo, fumo e
depressdo) foi obtida por analises multivariada. Os sintomas psicologicos foram avaliados por
meio do inventério de depressdo BECK. A partir das analises do sequenciamento, em relagao
aos filos, foi observado aumento do filo Actinobacteria nos pacientes de subtipo AREB
(p=0.063), enquanto para o filo Tenericutes, foi observado diminui¢do da abundancia deste filo
nos pacientes etilistas (p=0.010). No que se refere aos géneros, foi visto uma reducdo
significativa da abundancia do género Ruminococcus spp. nos pacientes de subtipo AREB
(p=0.054) e com sintomas depressivos (p=0.022); a redug¢do do género Akkermansia spp. foi
encontrada nos pacientes SMD (p=0.009), principalmente nos de IPSS alto (p=0.035); enquanto
que, o género Prevotella spp. mostrou-se aumentado significativamente nos pacientes com
IPSS alto (p=0,019) e reduzido nos pacientes submetidos a terapia com EPREX® (p=0.008).
Adicionalmente, foi estudado em separado o caso de uma paciente de 49 anos portadora de
SMD e sindrome de Bloom. No sequenciamento da microbiota desta paciente, notou-se o
predominio do filo Verrucomicrobia (género Akkermansia spp.) que foi associado ao uso de
antibioticos de forma rotineira, a presenca de adenoma colorretal e ao quadro de desnutri¢ao
caracteristico da sindrome de Bloom. Em conclusdo, os achados do presente estudo mostram
uma importante correlagdo entre alteragdes na microbiota intestinal e subtipos clinicos de SMD
de alto risco, com destaque para uma correlagdo inversa entre SMD de alto risco e os géneros
Akkermansia spp. € Ruminococcus spp. Ademais, encontramos uma forte associacdo entre a
presenca de sintomas de depressdo e a reducdo significativa do género Ruminococcus spp, bem
como uma associacdo entre o género Prevotella spp e a terapia com EPREX®.

Palavras-chave: microbiota intestinal; sindrome mielodisplésica; gene 16S rRNA; depressao



ABSTRACT

The Myelodysplastic Syndromes (MDS) are a heterogeneous group of clonal diseases of
hematopoietic progenitor cells characterized by cytopenias and dysplasias due to ineffective
hematopoiesis and being considered a neoplasm due to the tendency to expand abnormal clones
and may develop into acute myelogenous leukemia (AML). According to the World Health
Organization, MDS is divided into categories such as refractory anemia (RA), refractory anemia
with sideroblasts (RASA), refractory cytopenia with multilinear dysplasia (RCMD), and
refractory anemia with excess blasts (RAEB), the latter being the most serious type of MDS.
Covering the evolution of the disease and survival rates, the International Prognostic
Classification System (IPSS) ranks very low (survival 8.8 years), low (survival 5.3 years),
intermediate (survival 3 years), high (survival 1.6 years) and very high (survival 0.8 years). To
date, no relationship has been made between changes in the intestinal microbiota in patients
with MDS, although recent evidence has pointed to an important role of the gut microbiota in
hematopoiesis. The present study aimed to analyze the microbiota profile of patients with SMD
searching for possible clinical associations, as well to evaluate a possible interference of
depression symptoms in the composition of this microbiota. In order to do so, the 16S rRNA
gene was sequenced from the extraction of DNA directly from fecal samples from 30 MDS
patients and 16 healthy elderly controls. The diversity and richness of the intestinal microbiota
was evaluated by the Shannon, Simpson and Chaol indices, and the contribution of other
variables (subtypes of MDS, karyotype, blood count, IPSS, use of EPREX, transfusional
dependence, body fat, styling, smoking and depression) was obtained by multivariate analysis.
Psychological symptoms were assessed through the BECK depression scale. From the analysis
of the sequencing, in relation to the phyla, it was observed a reduction of the phylum
Actinobacteria in patients of subtype AREB (p = 0.063); for the filo Tenericutes, it was
observed a decrease in the abundance of this phylum in the alcoholic patients (p = 0.010). As
regards genera, a significant reduction in the abundance of the genus Ruminococcus spp. AREB
subtype patients (p = 0.054) and with depressive symptoms (p = 0.022); the reduction of the
genus Akkermansia spp. was found in SMD patients (p = 0.009), mainly in the high IPSS (p =
0.035); while the genus Prevotella spp. (p = 0.019) was increased in this group and reduced in
patients undergoing EPREX therapy (p = 0.008). In addition, the case of a 49-year-old patient
with MDS and Bloom's syndrome was studied separately in the microbiota sequencing. It was
observed the predominance of the phylum Verrucomicrobia (genus Akkermansia spp.) That was
associated with the use of antibiotics the presence of colorectal adenoma and the malnutrition,
characteristic of Bloom's syndrome. In conclusion, the findings of the present study show an
important correlation between changes in the gut microbiota and clinical subtypes of high-risk
MDS, with an inverse correlation between high-risk MDS and the genera Akkermansia spp. and
Ruminococcus spp.. In addition to finding a strong association between the presence of
depression syndromes and the significant reduction of the genus Ruminococcus spp ..

Keywords: gut microbiota; Myelodysplastic Syndrome; 16S rRNA gene, depression
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1 INTRODUCAO

Estima-se que existam entre 500 e 1.000 espécies de bactérias no corpo humano.
Apesar de alguns individuos compartilharem mais de 99,9% do genoma humano, existem
diferengas significativas no microbioma (70-90%). Pode-se enxergar assim que essas diferencas
nas composi¢des de microbiota sdo relevantes nas diversas respostas fisiologicas humanas e na
susceptibilidade as doencas.

Com o advento de técnicas moleculares e de seu aperfeicoamento, como o
surgimento da identificacdo da microbiota bacteriana com base no sequenciamento do gene 16S
do RNA ribossdmico, foi possivel comprovar que alteragdes no microbioma intestinal e suas
interagdes com os sistemas imunologico, enddcrino e nervoso, estdo correlacionados com uma
ampla gama de doencgas. H4 a atual correlagao sendo formada entre a composi¢do da microbiota
do individuo/infec¢do e sua interferéncia nos processos hematologicos.

Os individuos idosos estdo mais sujeitos ao surgimento de alteragdes
hematologicas, tanto por influéncia da disbiose intestinal, oriunda da exposi¢do concomitante
a multiplas drogas/antibidticos, que ocorre pela introducdo de terapias com o passar da idade e
mudancas nos habitos alimentares, como pela propria senilidade do organismo. Ademais,
células-tronco hematopoiéticas envelhecidas (CTHs) geram mais células mieldides e menos
células linféides em comparagdo com CTHs jovens, contribuindo para a diminui¢cdo da
imunidade adaptativa em individuos idosos.

Correspondendo a uma condi¢do hematopoiética maligna associada ao avanco da
idade, a Sindrome Mielodisplasica (SMD) ¢ classificada como um grupo heterogéneo de
doencas clonais das células progenitoras hematopoiéticas (CPH), caracterizadas por alteragdes
de diferencia¢do e maturagdo celular que acarretam displasias em uma ou mais linhagens
celulares, citopenia(s) no sangue periférico, medula 6ssea (MO) hipercelular e risco de evolugao
para Leucemia Mieldide Aguda (LMA) em 30% a 40% dos casos.

Embora os eventos relacionados a patogénese da SMD sejam provenientes de
defeitos moleculares nas células-tronco e progenitoras hematopoiéticas, vale ressaltar que a
hematopoiese ineficaz encontrada na doenca pode ser intensificada por anormalidades
interferentes provindas de outros microambientes, uma vez que a causa da SMD primaria ¢

idiopatica. Além disso, as diferentes respostas aos tratamentos, incluindo a quimioterapia e ao
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transplante de medula 6ssea, e o prognostico variavel podem estar associados as demais
caracteristicas que ndo as avaliadas rotineiramente no decorrer do manejo clinico.

Diante desse contexto e de suas lacunas, o presente trabalho objetivou avaliar o
perfil da microbiota intestinal dos pacientes com SMD, buscando uma correlagao dos achados

com os principais pardmetros clinicos da doenga e com o progndstico desses pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A microbiota e seu universo paralelo

O termo “microbiota” ¢ definido como o conjunto de microrganismos presentes em
um ambiente (MARCHESI; RAVEL, 2015). Até¢ alguns anos atrds, acreditava-se que a
microbiota humana funcionava como um “micro” ecossistema composto por bactérias, virus,
fungos e protozoarios, que parasitavam o organismo humano. No entanto, com o avangar dos
estudos, foi esclarecido que hd uma relagdo mutualistica entre o organismo humano e a
microbiota, pois € uma associagcdo entre populagdes diferentes em que ambas se beneficiam,
podendo estabelecer ou ndo um estado de interdependéncia fisiologica. Na homeostase, a
microbiota se beneficia do ambiente quente e rico em nutrientes do intestino, com o qual
estabelece um ecossistema primariamente estdvel. Os humanos, por sua vez, se beneficiam de
um mecanismo metabdlico que, além de fornecer fatores essenciais, como vitaminas, também
aumenta substancialmente nossa capacidade de extrair nutrientes dos alimentos. Esse aumento
da capacidade digestiva ¢ principalmente resultado da complementagdo da microbiota da
limitada diversidade de enzimas, codificadas pelo genoma humano, que metabolizam
carboidratos complexos (MAYNARD et al., 2012).

Estima-se que existam entre 500 e 1.000 espécies de bactérias no corpo humano
(TURNBAUGH et al., 2007). Fazendo um comparativo com o nimero de células constituintes
do organismo humano, foi feita uma estimativa refinada baseada na observagao experimental e
extrapolagcdo, chegando a proporcdo de 1,3 células bacterianas para cada 1 célula humana.
Embora essas estimativas reduzam a propor¢cdo em que as células microbianas superam as
células humanas, elas ilustram a diversidade de vida microbiana associada ao corpo humano
(SENDER; FUCHS; MILO, 2016).

No entanto, sabe-se que, além da composi¢ao da microbiota, a sua funcionalidade
gera impactos ainda maiores na saude do hospedeiro (MILLS et al., 2019). A fim de abranger
tal complexidade, surgiu o termo Microbioma. Este termo refere-se a todo o habitat, incluindo
0s microrganismos, seus genomas (conjunto de genes) e as condigdes ambientais circundantes.
Essa defini¢do ¢ baseada na defini¢do de “bioma”, composta pelos fatores bidticos e abidticos
de determinados ambientes (MARCHESI; RAVEL, 2015). Neste contexto, uma estimativa

empirica calcula que de 1.000 espécies bacterianas no intestino com 2.000 genes por espécie
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possui acerca de 2.000.000 de genes, o que ¢ 100 vezes o valor comumente estimado de
aproximadamente 20.000 genes humanos (TURNBAUGH et al., 2007).

Apesar de alguns individuos compartilharem mais de 99,9% do genoma humano,
existem diferencas no microbioma (70-90%). Isto sugere que o efeito do genoma humano ¢
limitado em relagdo a composi¢do da microbiota e que a maior parte do desenvolvimento da
comunidade microbiana se dd por meio de fenotipos, ou seja, ¢ determinada principalmente por
influéncia de fatores ambientais. Tal suposi¢do foi comprovada em estudos, nos quais gémeos
monozigoticos ndo eram mais semelhantes em termos de microbiota intestinal em geral se
comparados com gémeos dizigdticos (RIDAURA et al., 2013). Deste modo, pode-se enxergar
essas diferentes composi¢cdes de microbiota como sendo relevantes nas diversas respostas

fisioldégicas humanas e na susceptibilidade as doencas (PARFREY et al., 2012).

2.2 Composicao da microbiota intestinal humana

Em relagdo ao estudo da microbiota intestinal, o uso de técnicas baseadas em cultura
in vitro acaba por ser tendencioso em favor de organismos aerobicos que sdo facilmente
cultivaveis, e em detrimento das bactérias anaerdbicas que tém o seu cultivo dificultado. Além
disso, essas técnicas subestimam a diversidade de bactérias no conteudo luminal intestinal e,
por ndo possuirem a sensibilidade necessaria, sua utilidade no estudo de mudangas no perfil da
microbiota intestinal ¢ limitada, uma vez que 60-70% das bactérias intestinais ndo podem ser
cultivadas por métodos convencionais (SARANGI; GOEL; AGGARWAL, 2019). Para superar
essas limitagdes das técnicas de cultura e com o advento de técnicas avangadas para a
identificacdo taxonOmica, no final do século XX, foram desenvolvidas véarias abordagens
moleculares para o estudo de material gendmico bacteriano, com destaque para a identificagao
bacteriana com base nas sequéncias de seus genes da por¢ao 16S do RNA ribossémico (16S
rDNA) (TURNBAUGH et al., 2007).

O 16S rRNA representa o acido ribonucléico da por¢ao 16S do ribossomo, onde S
(Svedberg) ¢ uma unidade de medida (taxa de sedimentacdo). Este rRNA ¢ um constituinte
importante componente da pequena subunidade 30S dos ribossomos procaridticos, bem como
mitocondrias e cloroplastos. O segmento de DNA que codifica o rRNA ¢ chamado de gene
rRNA ou rDNA. Para efeitos de sequenciamento, a informagdo da sequéncia ¢ obtida a partir

do gene 16S, e ndo diretamente do rRNA, uma vez que o DNA ¢ muito mais facil de ser
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processado e ¢ contemplado por uma gama maior ¢ melhor otimizada de plataformas de
sequenciamento (HUGENHOLTZ et al., 2017).

O gene 16SrRNA apresenta caracteristicas que o enquadram como um barcode do
DNA bacteriano, dentre elas pode-se citar: i) sua onipresenca nos membros de Bacteria e
Archaea; ii) o fato de apresentar informagdes suficientes, ndo sendo demasiadamente curto ou
longo (1500pb); iii) possui variagdo genética adequada para ser usada na analise filogenética
para as amplas faixas taxondmicas; e iv) ¢ facilmente amplificado por PCR (TURNBAUGH et
al., 2007).

Sabe-se que a sequéncia entre o 16S bacteriano ndo ¢ uniformemente distribuida,
pois apresenta regides de consenso, relativas ao dominio Bacteria (presentes em todas as
bactérias), e regides de variabilidade que sdo especificas de géneros e espécies particulares.
Nove regides hipervariaveis foram identificadas no gene rRNA 16S, denominadas de V1 a V9
(Figura 1), e sdo ideais para analises mais apuradas de diversidade intra e interespecifica entre

individuos com elevado grau de semelhanga genética (TURNBAUGH et al., 2007).
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Figura 1 - Representagdo esquematica do gene 16S rRNA.
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Representagdo esquematica do gene 16S rRNA, com suas regides conservadas (azul) e hipervariaveis (vermelho)
e a estimativa de seu comprimento em pares de base. Primers foward e reverse (setas verdes e laranjas
respectivamente) para as 9 regides hipervariaveis. Fonte: adaptado de Pacific Bioscience.

A analise filogenética dos genes rRNA 16S bacteriano, amplificados diretamente
de amostras complexas, fornece uma estratégia eficiente para explorar a biodiversidade de uma
biota em particular (SUAU et al., 1999). Andlises iniciais de sequenciamento 16S rDNA
permitiram a tipagem filogenética de bactérias que ndo haviam sido cultivadas. A exemplo,
Eckburg e colaboradores, 2005, foram surpreendidos ao contestar que 62% das 395 bactérias
encontradas em seu estudo foram novas e cerca de 80% das sequéncias de RNA foram de
espécies ndo cultivadas previamente. Vale ressaltar também que o sequenciamento 16S rRNA
constituiu a metodologia base para a caracterizagdo Projeto Microbioma Humano (HMP)
(TURNBAUGH et al., 2007).

Apods as abordagens moleculares e estudos acerca desse tema, sabe-se que a
composicao e a densidade microbiana aumentam da extremidade proximal para a extremidade
distal do intestino humano e corresponde a uma biomassa de 1,5 a 2,0 kg, dominada por
bactérias estritamente anaerdbias. Archaea, Eukarya e virus também estdo presentes, mas sua
relevancia para a saude humana tem sido menos estudada (BALZOLA et al., 2010).

O perfil da microbiota intestinal ¢ dindmico ao longo da vida e se desenvolve em

paralelo ao desenvolvimento e habitos de seu hospedeiro. Apesar de existir um padrao esperado,
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a composicao da microbiota intestinal ¢ influenciada por fatores ambientais que comecam no
inicio da vida (STEWART et al., 2018). O processo de maturacdo da microbiota, que ocorre
nos trés primeiros anos de vida, ¢ um dos pardmetros de desenvolvimento relevante para que a
crianca tenha uma vida saudéavel e possa se desenvolver plenamente (YATSUNENKO et al.,
2012). Um marco para a mudanga da constitui¢do da microbiota ¢ a introdugdo alimentar, ou
seja, o inicio da ingestdo de alimentos solidos. De acordo com os achados de Stewart e
colaboradores, 2018, existem 3 fases de progressao do microbioma: fase de desenvolvimento
(3-14 meses), fase de transigao (15-30 meses) ¢ fase estavel (31-46 meses).

A microbiana intestinal humana de adultos ¢ composta predominantemente por
cinco filos Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia, em
ordem de abundancia. Os principais membros do filo Firmicutes sdo os géneros Clostridium
sp., Lactobacillus sp. e Ruminococcus sp., bem como as bactérias produtoras de butirato (acidos
graxos de cadeia curta - AGCC) Eubacterium sp., Fecalibacterium sp. € Roseburia sp.
(HUGENHOLTZ et al., 2017).

Por sua vez, os membros de Bacteroidetes sdo conhecidos por serem eficientes
degradadores de fibra alimentar e incluem os géneros Bacteroides sp., Prevotella sp. e
Xylanibacter sp.. Bifidobacterium sp. ¢ o género principal dentro do filo Actinobacteria,
bastante usado como probiodticos. Dentre as Proteobactérias destaca-se Escherichia sp. e
Desulfovibrio sp., enquanto que a Verrucomicrobia pode-se citar o género Akkermansia sp.
(BALZOLA et al., 2010), por se mostrar atuante na manuten¢do da homeostase intestinal € em
demais processos metabolicos, esta bactéria serd melhor enfatizada abaixo.

De acordo com os padrdes de composi¢do encontrados na microbiota intestinal do
individuo, foi criado o conceito dos enterotipos. Este conceito se refere a categorizacdo da
microbiota de seres humanos saudaveis em trés grupos, que sao definidos pela predominancia
dos géneros Bacteroides sp. ou Prevotella sp. ou Ruminococcus sp. Os enterotipos parecem
complexos, podem ser influenciados por habitos nutricionais e ndo podem ser simplesmente ser
explicados pelas condicdes fisiologicas do hospedeiro, como idade ou indice de massa corporal
(IMC), embora existam marcadores funcionais, como genes, que se correlacionam com
caracteristicas dos individuos (ARUMUGAM et al., 2011). E evidente que os membros da
microbiota intestinal dependem das atividades metabolicas de modo colaborativo e, por outro
lado, a competicdo por condi¢des ambientais e nutrientes nivela a colonizagdo e leva a

ocorréncia de predominancia entre as espécies bacterianas (YATSUNENKO et al., 2012).
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2.3 Holofotes na Akkermansia muciniphila

Akkermansia muciniphila (Figura 2) ¢ uma bactéria Gram negativa, anaerobia
estrita € que ndo apresenta motilidade. Essa ¢ uma espécie relativamente nova, pertencente ao
filo Verrucomicrobia, que demonstra ser atuante na manutencdo dos mecanismos de
homeostase intestinal. Foi originalmente isolada da amostra fecal de uma mulher caucasiana
saudavel em um meio especifico, que continha mucina purificada como a tunica fonte de
carbono (DERRIEN et al.,, 2004). Com o seu isolamento veio a descoberta que o filo
Verrucomicrobia esta representado no intestino por uma porcentagem de 3-5% (DERRIEN;

BELZER; DE VOS, 2017).

Figura 2 - Microscopia eletronica da bactéria Akkermansia muciniphila.

Fonte: Darrien; Belzer; de Vos, 2017.

Além do controle da producdo de mucina pelas células caliciformes, sua primeira
caracteristica observada, foi demonstrado que a presenca de 4. muciniphila induz a secre¢ao de
peptideos antibacterianos como o Regllly (andlogo ao Regllla em humanos) pelas células de
Paneth em ratos, controlando a proliferacdo de bactérias Gram-positivas, o que reduz a
transgressao bacteriana da barreira intestinal (PREIDIS et al., 2015). Ademais, demonstrou-se

que a presenca de outros peptideos antibacterianos, defensinas HD5 e HD6, favorecem o
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aumento da colonizacdo de A. muciniphila em detrimento das bactérias Gram-positivas
(EHMANN et al., 2019). Isto configura um feedback positivo entre esses peptideos e esta
bactéria.

Adicionalmente, o aumento da abundancia intestinal de A. muciniphila tem sido
relacionado também ao aumento dos niveis de endocanabindides na microbiota (BLAND;
EDITOR, 2016). Assim, esta bactéria pode também estar atuando de modo indireto na
manuten¢do da integridade da barreira intestinal. Uma vez que foi demonstrado que um lipidio
desse sistema, o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), reduz a translocagdo de LPS, bem como a
inflamagao sistémica. Outro acilglicerol, o 2- palmitoilglicerol (2-PG), potencializa os efeitos
anti-inflamatérios do 2-AG. E importante ressaltar que o 2-oleoilglicerol (2-OG) estimula a
liberagdo de peptideos do intestino, como o peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e o
peptideo-2 semelhante ao glucagon (GLP-2), a partir de células L intestinais. Esses peptideos
estdo implicados no controle da homeostase da glicose e da fun¢do de barreira intestinal,
respectivamente  (EVERARD et al.,, 2013). Os glicerdis constituintes do sistema
endocanabindide estdo sendo inclusive utilizados como marcadores da homeostase intestinal

(KELLY et al., 2019).
2.4 Composicao da microbiota vs. fatores extrinsecos
2.4.1  Nutricdo

A dieta tem sido constante alvo de estudos, sendo vinculada a microbiota intestinal
(ALBENBERG; WU, 2014) e menos relacionada as microbiotas presentes nos demais sitios do
corpo humano.

Sua influéncia na composi¢do da microbiota intestinal foi confirmada em vérios
estudos (MILLS et al., 2019). Mesmo mudangas dietéticas de curto prazo (poucos dias)
mostraram alterar a composi¢ao da microbiota intestinal humana, como mostra estudo de David
e colaboradores (2014), que relataram que a dieta inteiramente baseada em animais (carnes,
0Vvos € queijos) teve um impacto maior na composi¢do da microbiota intestinal do que a dieta a
base de plantas (graos, legumes, frutas e vegetais), resultando na diminui¢ao das bactérias
metabolizadoras de plantas e polissacarideos, como as pertencentes ao filo Firmicutes
(Roseburia, Eubacterium rectale € Ruminococcus bromii) e houve aumento na abundancia de

microrganismos tolerantes a bile, presumivelmente devido ao aumento da secregdo de acidos
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biliares como resultado da alta ingestdo de gordura. Adicionalmente, a dieta baseada em
animais resultou em niveis mais baixos de produtos finais de fermentacao de carboidratos, os
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), que inclui o butirato, propionato e acetato (MILLS et

al., 2019) (Figura 3).

Figura 3 - Dietas e suas consequéncias na microbiota intestinal.
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O butirato ¢ produzido principalmente pelo filo Firmicutes, propionato por
Bacteroidetes e acetato pela maioria dos anaerdbios intestinais (MORRISON; PRESTON,
2016). O butirato ¢ a principal fonte de energia para as células epiteliais e desempenha um papel
importante na funcdo cerebral (STILLING et al., 2016). Também ¢é conhecido por suas
propriedades anti-cdncer e anti-inflamatérias (BULTMAN, 2014) e por seu papel no
desenvolvimento da barreira intestinal (MORRISON; PRESTON, 2016). O propionato,
juntamente com o butirato, ativam a gliconeogénese intestinal, embora ambos usem circuitos
diferentes (MORRISON; PRESTON, 2016). Propionato derivado da microbiota intestinal
também se mostrou capaz de reduzir a proliferacdo de células cancerigenas no figado
(BINDELS et al., 2012). Os AGCCs também estdo envolvidos na regulacdo das respostas
imunes (MORRISON; PRESTON, 2016).



31

Assim, a adesdo a uma dieta moduladora ¢ uma oportunidade ideal para intervencao
de baixo risco e mais aceitdvel para alterar o microbioma intestinal, neste contexto, a dieta
“comida terapéutica” tem sido empregada para avaliar o perfil metabdlico do individuo apds a
sua introdu¢do e, como consequéncia, as alteracdes de composicdo da microbiota também
podem ser avaliadas (RICH et al., 2013).

Apesar dos diversos achados na area, a maioria dos estudos de microbioma deixam
uma questdo em aberto: o que vem primeiro? a alteracdo da microbiota causada pela
caracteristica clinica em questdo ou a partir da altera¢do da microbiota intestinal, o hospedeiro
estd condicionado a ter a determinada caracteristica clinica? (ex. preferéncias alimentares em
funcdo da alteracdo da microbiota ou o contrario).

Inserida neste feedback de causa e efeito, ¢ conhecida também a correlagdo inversa
da abundancia de Akkermansia muciniphila com o ganho de peso, evento observado em fezes
de criangas em idade escolar (KARLSSON et al., 2012) e de adultos (DAO et al., 2016). Tais
pesquisadores comprovaram que A. muciniphila estava inversamente relacionado a glicemia de
jejum, relacdo cintura-quadril e didmetro do adipécito subcutaneo em adultos obesos e de
sobrepeso. Sujeitos com maior abundancia de 4. muciniphila exibiram estado metabolico mais
saudavel, particularmente na glicemia de jejum, triglicerideos plasmaticos e distribui¢do de
gordura corporal. O aumento da abundancia de A. muciniphila associou-se a melhoria nos
marcadores de sensibilidade a insulina e outros pardmetros clinicos. Em concordancia a
proporcionalidade entre a abundancia de 4. muciniphila e o ganho de peso, observou-se que em
ratos desnutridos havia predominancia do filo Verrucomicrobia e menos Bacteroidetes no
intestino e que tais alteragdes eram impulsionadas por um aumento da colonizagdo por A.

muciniphila (PREIDIS et al., 2015).

2.4.2 Uso de medicamentos

Seria impossivel mencionar a antibioticoterapia sem mencionar a disbiose. A
disbiose ¢ definida como alteragdes no microbioma que contribuem para os processos de doenca
no organismo (MILLER et al., 2019). Sabe-se que esse quadro vem associado a perda da
integridade da barreira intestinal e consequente aumento da produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (NAGPAL et al., 2018). A disbiose pode ser separada em duas categorias

distintas: primeira categoria ¢ a do ganho de fun¢@o com a disbiose, uma vez que gera mudangas
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no microbioma que levam ao surgimento de fungdes microbianas capazes de causar doengas.
Ha assim o surgimento de doencas relacionadas a patégenos especificos, como infec¢do por
Clostridium difficile, colera ou doenca pneumococica; na segunda categoria, ocorre a perda de
funcdo pela disbiose, onde hd o detrimento de fungdes microbianas correlacionadas a
manuten¢do da homeostase intestinal (BLASER, 2014).

Esta perda de fungdo associada a doenga ¢ mais dificil de ser detectada, uma vez
que nao hd um crescimento evidente de um patdgeno especifico causador dessa mudanca. Neste
ambito, estudos encontram niveis significativamente mais baixos de populagdes bacterianas dos
microbiomas associados aos estados de doenga, como infec¢do por Clostridium difficile
(MILANI et al., 2016), diabetes tipo II (DAO et al., 2016), cancer colorretal (DINGEMANSE
et al., 2015), autismo (KELLY et al., 2019), asma (VON MUTIUS, 2016) ¢ obesidade (DAO
etal.,2016).

Estima-se que o efeito dos antibidticos seja o tipo de interferéncia mais
devastadoras que possa existir para microbiomas. O microbioma intestinal em adultos ndo se
mostra resiliente & administracdo repetida de antibidticos (MILLER et al., 2019). O mesmo
antibidtico parece afetar ainda os grupos microbianos de maneira diferente (DETHLEFSEN;
RELMAN; BECKMAN CENTER, 2010). Isto pode ser devido a diferentes fases de
crescimento, ao estado metabolico ou as interrelacdes existentes entre a comunidade
microbiana (GILBERT et al., 2018).

No que se refere ao uso de drogas ndo antibidticas, uma revisao feita por Le Bastard
e colaboradores (2018), revelou que farmacos como metformina, AINEs, opidides e
antipsicoticos tem um impacto na diversidade do microbioma intestinal. Os pesquisadores
destacaram também que o uso desses farmacos foi associado ao aumento da abundancia de em
membros de Gammaproteobacteria na microbiota intestinal. Além disso, o uso de drogas nao
antibioticas pode potencializar a colonizagdo por bactérias patogénicas, especialmente C.
difficile.

Os efeitos de muitos medicamentos comumente usados (anti-hipertensivos,
ansioliticos, broncodilatadores, diuréticos, hormoénios tireoidianos) permanecem obscuros e
trabalhos futuros sdo necessdrios para estudar o impacto dessas drogas na microbiota e
associagdes com desfechos clinicos, especialmente em relacdo a inflamagao ou Suscetibilidade

as infeccdes (LE BASTARD et al., 2018).
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O uso de suplementos também gera mudancas na diversidade da microbiota
intestinal (MILLS et al., 2019). O ferro administrado por via oral tem um impacto direto na
alteracdo da composi¢cdo microbiana no intestino. Pode resultar na reducdo da microbiota
benéfica, a exemplo dos géneros Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., proporcionando
uma oportunidade para a expansdo dos patdogenos entéricos, tais como enterobactérias. Como
mudangas metabolicas da microbiota intestinal, t€m-se um aumento na fermentacdo de
proteinas e redu¢do no metabolismo de carboidratos. E importante ressaltar que o ferro pode
induzir ainda a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no intestino, o que causa estresse
oxidativo e, consequentemente, dano epitelial intestinal, ou seja, o comprometimento da
integridade da barreira intestinal. Por sua vez, o sistema imune intestinal do hospedeiro

responde com inflamacao, dano intestinal e possivel infec¢ao (Figura 4) (YILMAZ; LI, 2018).

Figura 4 - Consequéncia da administragdo oral de ferro na composi¢do e no metabolismo da microbiota intestinal.
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2.4.3  Estilo de vida

O estilo de vida também demonstra forte influéncia na composi¢do do microbioma.
A exemplo, conviver com animais de estimagdo, tem uma associagdo estatisticamente
significativa com a composi¢do do microbioma, inclusive sendo correlacionada a um menor
risco de surgimento de sintomas de asma (VON MUTIUS, 2016).

Os habitos cotidianos como a pratica de exercicios fisicos parece influenciar na
estrutura do microbioma através da reducdo da inflamag¢do, que produz mudangas na
composi¢do da comunidade microbiana que estdo correlacionadas com as mudancgas no perfil
de citocinas produzidas pelo organismo (COOK et al., 2016). A fim de elucidar o impacto do
exercicio na microbiota intestinal, Estaki e colaboradores (2016) analisaram a microbiota de
individuos saudédveis com diferentes niveis de aptidao fisica e relataram que a aptidao
cardiorrespiratdria se correlacionou com o aumento da diversidade microbiana em humanos
saudaveis. Outro estudo interessante demonstra que o periodo de seis semanas de pratica de
exercicio de resisténcia por mulheres com excesso de peso, ocasionou mudangas no
metagenoma intestinal, com énfase ao aumento de Akkermansia spp., promotora de saude, e
uma diminuicdo do filo Proteobacteria, que tem bactérias patogé€nicas como membros
(MUNUKKA et al., 2018).

A privagdo do sono também correlaciona-se com alteragdes no microbioma
intestinal, aumentando a proporcdo do filo Firmicutes em relagdo ao Bacteroidetes e elevando
a abundancia de Coriobacteriaceae e Erysipelotrichaceae (BENEDICT ef al., 2016). O estresse
cotidiano esta correlacionado com alteragdes nos filos Bacteroidetes e Actinobacteria e nas
mudangas correspondentes nas concentragdes de metabdlitos e marcadores inflamatorios, uma
vez que esta condi¢cdo promove o aumento da permeabilidade intestinal (GEVERS et al., 2014).

Outro importante fator que se mostra interligado a composi¢do da microbiota ¢ a
atividade ocupacional do individuo, pois o ambiente de trabalho pode promover a exposi¢ao a
compostos quimicos insalubres. Agricultores estdo submetidos a manipula¢do de diversos
pesticidas e a aplicagdo destes produtos muitas vezes ¢ feita de modo artesanal, sem levar em
conta a protecao do profissional. Foi provado que a exposi¢ao cronica ao clorpirifos, inseticida
organofosforado comumente usado para o tratamento de hortalicas e no uso domiciliar, induziu
a disbiose da microbiota intestinal, associada a proliferacdo de Bacteroides sp. e diminui¢ao

dos niveis de Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. (JOLY et al., 2013). Estudos demonstram
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que a sensibilidade ao glifosato, herbicida mais utilizado em todo o mundo, ¢ peculiar em cepas
bacterianas. Testes in vitro demonstraram que bactérias patogénicas como Salmonella sp.,
Clostridium perfringens e Clostridium botulinum sao altamente resistentes ao glifosato,
enquanto que bactérias benéficas a microbiota como Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Bacillus badius, Bifidobacterium adolescentis e Lactobacillus sp. sio moderadamente
a altamente suscetiveis (SHEHATA et al., 2013). Extrapolando esses resultados para o
ambiente in vivo, pode-se presumir que também ocorreria uma disbiose intestinal ocasionada
pela exposigdo cronica ao glifosato, uma vez que bactérias patogénicas irdo se proliferar, em

detrimento das bactérias benéficas.
2.5 Composi¢ao da microbiota vs. fatores intrinsecos
2.5.1 Barreira intestinal e sistema imunologico do hospedeiro

Sabendo-se que a microbiota intestinal ¢ constituida por microrganismos
patogénicos e benignos, ¢ de suma importancia a agdo da imunidade inata do organismo, esta
representa a primeira barreira seletiva, atuando de forma imediata e ndo especifica contra um
determinado agente potencialmente invasor (MAYNARD et al., 2012b).

O epitélio intestinal € a primeira barreira encontrada pelos agentes patogénicos que
porventura estejam no limen intestinal. As células de Paneth, além de fazerem parte do epitélio
intestinal como barreira fisica, produzem peptideos antimicrobianos (ORIA et al., 2016), tais
como lectinas (ex. Regllla) e defensinas (HDS e HD6) que causam altera¢des na parede celular
das bactérias, promovendo sua lise celular em bactérias Gram-positivas (EHMANN et al.,
2019).

As mucinas sdo secretadas pelas células caliciformes em quantidades significativas
(trés litros/dia), criam um gel denso protetor que caracteriza uma segunda barreira fisica e
quimica apos o epitélio. O muco também atua como um lubrificante para reduzir o contato do
epitélio com metabdlitos que possam ter a¢do toxica. Adicionalmente, secre¢des mucodides sao
ricas em anticorpos IgA e peptideos antimicrobianos, que efetivamente se ligam as bactérias,
prevenindo aderéncia & mucosa e a proliferagio exacerbada (ORIA et al., 2016).

Fisiologicamente, o epitélio intestinal ¢ constituido por uma camada tnica colunar
organizada em vilosidades. A juncdo célula-célula permite uma permeabilidade seletiva, de

modo que permite a passagem de ions e fluidos, assim como mantém a adesdo e a comunicagao
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intercelular. Tal arranjo impede a translocag@o passiva de componentes hidrofilicos prevenindo,
por exemplo, movimento transepitelial de bactérias e seus contituintes como a endotoxina
bacteriana LPS (lipopolissacarideos), peptidoglicanos, dentre outras (ORIA et al., 2016). Além
disso, sabe-se que bactérias inviaveis também sofrem translocacao.

“Ap0s serem sensibilizadas pelos componentes bacterianos, células apresentadoras
de antigeno e células imunes imaturas do tecido linféide deixam o trato intestinal, e entram em
contato com o resto do sistema imunologico através dos linfonodos mesentéricos locais. Os
linfocitos, macréfagos, células dendriticas, presentes na barreira intestinal, sdo capazes de
expressar receptores celulares de reconhecimento de padrdes (PRRs). Os PRRs mais estudados
sdo os receptores do tipo Toll (TLRs/Toll-like receptors), os quais medeiam o reconhecimento
de padrdes moleculares associados a patéogenos (PAMPs). O reconhecimento do PAMP
promove a ativagdo do fator de transcricdo NF-kB, entre outros fatores de transcrigdo,
resultando na produgdo de citocinas e quimiocinas que promovem recrutamento de varias
células inflamatoérias. Além disso, a sinalizacdo de TLRs no intestino influencia a proliferagao
de células epiteliais, a produgdo de IgA secretoria por células B e expressdo de peptideos

antimicrobianos por células epiteliais” (Figura 5) (ORIA et al., 2016).
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Figura 5 — O limen intestinal e seus componentes.

Epitélio intestinal, contendo enterdcitos, células caliciformes, células de Paneth. A barreira de muco e de peptideos
antimicrobianos restringe a penetragdo de bactérias patogénicas, representada em marrom. Notar linfécitos B
(LTsB) e linfocitos T, incluindo células da resposta Thl e células Th2 e suas citocinas na lamina propria. Placa de
Peyer: CG=centro germinativo do foliculo linfoide; ZM= zona marginal do foliculo linfoide. Fonte: ORIA et al.,
2016.

2.5.2 O eixo cérebro-intestino e a depressio

O eixo cérebro-intestino ¢ uma via de comunicagao bidirecional entre esses dois
orgaos, seja ocorrendo de forma direta por meio de receptores do SNC ou, indiretamente, pela
producdo de varios compostos neuroativos pela microbiota intestinal. Existem inumeras
evidéncias que confirmam a participagdo da microbiota em transtornos de ansiedade, depressao
e transtornos comportamentais semelhantes (ZALAR; HASLBERGER; PETERLIN, 2018).

Muitas sdo as vias através das quais a microbiota intestinal pode modular o eixo
intestino-cerebral. Pode-se incluir o sistema endocrino (cortisol), imune (citocinas) e neural

(vago e sistema nervoso entérico) (Figura 6). Do outro lado, o cérebro recruta esses mesmos
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mecanismos para influenciar a composi¢do da microbiota intestinal, por exemplo, sob

condigoes de estresse (CRYAN; DINAN, 2012).

Figura 6 — Diversos caminhos do eixo cérebro-intestino.
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Nessas condicdes de estresse por exemplo, hd a ativacdo do eixo hipotdlamo-
hipofise-adrenal (HHA), que faz com que o hipotdlamo produza o fator de liberagcdo de
corticotrofina (CRF), que por sua vez, estimula a secre¢do do hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH) pela hipofise. Este tltimo hormdnio, promove a liberagdo de cortisol pelas glandulas
suprarrenais (CANEVELLI et al., 2018). Como consequéncia, o cortisol pode afetar as células

imunes, incluindo secrecao de citocina, tanto localmente, no intestino, como de modo sistémico.
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Uma vez que a integridade da barreira intestinal ¢ comprometida pela presenga do cortisol, ha
o aumento da permeabilidade intestinal. Além disso, a presenca de cortisol na regido intestinal
pode alterar diretamente a composi¢ao da microbiota intestinal (CRYAN; DINAN, 2012).

Com o aumento da permeabilidade, eventos de translocag@o bacteriana e de seus
componentes, tais como LPS, tornam-se facilitados. Por ser reconhecido como um PAMP, ha
a ativa¢do dos receptores do tipo Toll 4 pelo LPS, incluindo os das microglias. Assim, o
reconhecimento do LPS gera liberagdo de citocinas inflamatorias no SNC (YARANDI et al.,
2016). A partir disso, sabe-se que o LPS pode causar alteracdes comportamentais durante uma
doenga aguda ou causar uma altera¢do tardia do humor apds a doenga. De modo que as
imunoglobulinas IgA e IgM, contra LPS de bactérias intestinais, sdo encontradas em niveis
mais elevados no sangue de pacientes com depressdo, sugerindo a influéncia do LPS na
patogénese dessa doenca (MAES et al., 2012).

Bactérias tém a capacidade de gerar muitos neurotransmissores €
neuromoduladores. Sabe-se que mais de 50% da dopamina ¢ de origem intestinal,
especialmente Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Proteus
vulgaris, Serratia marcescens e Staphylococcus aureus sdo citados por contribuirem para sua
liberagdo. Fato comprovado pelas altas concentragdes de dopamina na cultura dessas bactérias,
sendo 10 a 100 vezes mais altas do que a concentracao tipica no sangue humano (ALCOCK;
MALEY; AKTIPIS, 2014). Também foi descrito que certas estirpes de Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. sdo capazes de secretar dcido gama-aminobutirico (GABA), que ¢ o
principal transmissor inibitério no SNC (ZALAR; HASLBERGER; PETERLIN, 2018).

De modo semelhante, mais de 90% da serotonina do corpo ¢ sintetizada no intestino
(ZALAR; HASLBERGER; PETERLIN, 2018). Sabe-se ainda que, a desaminag¢ao do triptofano
(precursor da serotonina), que também ¢ feita pelas bactérias intestinais, ¢ capaz de alterar os
indices desse metabodlito no hospedeiro e, consequentemente, a producdo de serotonina no
cérebro (ROAGER; LICHT, 2018).

Além da alteragdo na producdo dos neurotransmissores, propriamente ditos, o
processo de disbiose gera um desequilibrio em outros metabolitos intestinais, a citar os acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs), incluindo butirato, propionato e acetato, que também sao
neuroativos, modulando atividades cerebrais e o comportamentais (ZUBCEVIC et al., 2018).

Deste modo, a mudanga de composi¢do da microbiota intestinal acaba por

influenciar também no desequilibrio, ou modificagdes nos caminhos de sinaliza¢do para o SNC,
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culminando no surgimento de transtornos de ansiedade e depressdo (ZALAR; HASLBERGER;
PETERLIN, 2018). Em relacdo ao perfil de microbiota em pacientes com transtornos
depressivos, estudos demonstram que ha um aumento significativo no niimero de bactérias
pertencentes a ordem Bacteroidales e o menor numero das bactérias da familia
Lachnospiraceae, em comparagdo com os individuos controle, € menor niimero de espécies da
familia Prevotellaceae (NASERIBAFROUEI et al., 2014). Enquanto que niveis mais elevados
das bactérias dos filos Bacteroidetes, Proteobacteria e Acinobacteria e, a0 mesmo tempo, um
numero significativamente menor de Firmicutes sdo observados nos pacientes com transtornos
depressivos (JIANG et al., 2015). A diminui¢do da oa-diversidade também tem sido
correlacionada com a presenga de sintomas de depressao (KELLY et al., 2016).

Uma importante via de comunicacdo entre o cérebro e o intestino, pela qual muitos
desses processos podem atuar, ¢ por meio do nervo vago (YARANDI et al., 2016). O nervo
vago (nervo craniano X) ¢ o principal nervo da divisdo parassimpatica do nervo sistema nervoso
autonomo, sendo responsavel por atividades como a regulacdo da homeostase metabolica;
controle da frequéncia cardiaca; permeabilidade e motilidade intestinal; secre¢des
gastrointestinais, enddcrinas e pancreaticas; além de outras fung¢des viscerais. Ademais, o nervo
vago pode atuar em processos inflamatorios durante invasdes teciduais provocadas por
patogenos (PAVLOV; TRACEY, 2012).

As fibras aferentes vagais sdo distribuidas por toda parte externa da parede
digestiva, de forma que sua interagdo com a microbiota intestinal ocorre de modo indireto, por
meio da difusdo de compostos ou metabolitos bacterianos, ou ainda por meio das células
enteroenddcrinas, localizadas no epitélio intestinal, que retransmitem sinais luminais. Assim,
as células enteroendocrinas sdo as principais participantes na detec¢do de contetdo bacteriano
luminal e produtos bacterianos que podem regular a motilidade gastrointestinal, secregao,
ingestao de alimentos, através do seu efeito indireto sobre fibras aferentes vagais (ZUBCEVIC
et al., 2018). A atuagdo do nervo vago ¢ confirmada, uma vez que animais vagotomizados nao
foram responsivos aos estimulos gerados por neurotransmissores de origem microbiana
(BRAVOetal., 2011).

Alguns processos intrinsecos podem causar o desequilibrio do eixo cérebro-
intestino, um desses processos ¢ o envelhecimento do organismo. Em particular, o eixo HHA
estd profundamente perturbado, através de um ciclo de uma autoestimulagdo, que leva ao

aumento da liberagdo basal de glicocorticoides e gera um feedback negativo. As disfungdes do
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eixo HHA tém sido associadas com declinio do volume do hipocampo e do desempenho
cognitivo, e aumento do risco de depressao e ansiedade no final da vida. Também a interrupgao
do ritmo circadiano, tipica do envelhecimento, pode estar envolvida neste processo, devido ao
potencial efeito nas flutuagdes do nivel de cortisol e, consequentemente, nas atividades
microbianas do intestino (CANEVELLI et al., 2018).

O envelhecimento do cérebro também ¢ deficiente na sintese de BDNF, bem como
outros neurotransmissores, incluindo serotonina e dopamina, todos os quais levam a disfunc¢ao
neuronal e cognitiva (CANEVELLI et al., 2018). O envelhecimento também ¢ caracterizado
pelo declinio progressivo fun¢do imunologica (imunosenescéncia) associada a uma inflamacao
cronica de baixo grau. Ambos os processos podem ter muitos efeitos sobre o SNC, como
ativacdo microglial e aumento do dano oxidativo, que podem favorecer o surgimento de
doengas neurodegenerativas e neuropsiquidtricas, como a depressio (MAN; GICHEVA;

NICOLETTI, 2014).

2.6 Acompanhando a senescéncia do hospedeiro

Fisiologicamente, a senescéncia do organismo humano traz consigo duas mudancgas
intestinais relevantes: (a) declinio das func¢des das células de Paneth do intestino ocasionando
diminuicdo da producdo de peptideos antibacterianos e da imunidade da mucosa mediada por
IgA; (b) aumento da produg¢do das citocinas pro-inflamatorias TNF, IL-6 e IL-8 (caracteristica
da fase senescente) e da permeabilidade da junc¢do célula-célula, que tem sido especuladas como
implicadas no aumento da vulnerabilidade a infec¢des, levando a um aumento da carga
antigénica e consequente ativacdo imunoldgica sistémica. Alteragdo da contratilidade da
musculatura lisa e das inervagdes neurais das células do trato gastrintestinal de animais idosos
também foram relatadas (MAN; GICHEVA; NICOLETTI, 2014).

Essas alteracdes podem predispor ao aparecimento de doengas cronicas
relacionadas a idade, incluindo desordens cardiovasculares, infecgdes, doengas intestinais,
doengas autoimunes, canceres, diabetes, obesidade e doengas neurodegenerativas. A exposi¢ao
concomitante a multiplas drogas / antibidticos, que ocorre pela introducdo de terapias com o
passar da idade, juntamente com mudancas nos hdbitos alimentares, geram perturbacdes na

composigio nas fungdes do microbioma intestinal (disbiose) (LOPEZ-OTIN et al., 2013). No
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entanto, ¢ dificil dizer se a disbiose intestinal ¢ um fator agravante inicial ou consequéncia de

disturbios inflamatérios associados ao envelhecimento e a senescéncia (Figura 7).

Figura 7 - Conexao bidirecional entre a microbiota intestinal humano e o envelhecimento do hospedeiro.

I.\
.

Sabe-se que, em comparacao com individuos jovens, os idosos tém niveis mais

Fonte: adaptado de Nagpal et al., 2018.

baixos de AGCCs. Por exemplo, descobriu-se que uma produgao intestinal reduzida de AGCC
esté correlacionada com uma menor ingestao de fibras e tratamento antibiético durante a velhice
(TIIHONEN; OUWEHAND; RAUTONEN, 2010). Essa reducao dos niveis de AGCCs pode
favorecer as populagdes intestinais de bactérias capazes de degradar a mucina, aumentando
assim a ocorréncia de translocagao bacteriana.

A relacdo entre os disturbios do sistema imune, presentes na velhice, e a
composicao da microbiota (Figura 8) pode ser apoiada pelas observagdes de que as bactérias
comensais intestinais (ex. Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., Bacteroides sp.), atuantes na

manuten¢do da “imuno tolerancia” intestinal, geralmente sdo reduzidas em pessoas idosas. No
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outro extremo, as bactérias oportunistas, cuja abundancia se eleva com a idade (filo Firmicutes),

sdo conhecidos por estimular a inflamacao intestinal (CLAESSON et al., 2012).

Figura 8 - Composi¢do da microbiota de acordo com os estagios da vida humana.
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Alteracdes da microbiota relacionadas a idade e fatores que podem afetar a composi¢cdo da microbiota em
diferentes fases da vida. a-diversidade: riqueza de espécies (taxon) em um Unico hospedeiro / ambiente
microbiano; B-diversidade: diversidade na comunidade microbiana (perfis de abundancia taxonomica) entre
diferentes ambientes / amostras. Fonte: adaptado de Nagpal et al., 2018.

Outro sistema em declinio funcional com a senescéncia do organismo ¢ o sistema

hematopoiético, resultando em imunossenescéncia, um aumento na incidéncia de anemia e

malignidades mieléides (LOPEZ-OTIN et al., 2013).
2.7 Hematopoiese

O microbioma influencia muitos processos bioldgicos, desde o desenvolvimento
inicial do cérebro até o envelhecimento das células imunes inatas, como mostrado acima.
Estudos recentes demonstraram que o microbioma bacteriano também desempenha um papel
importante na hematopoiese normal (YAN; BALDRIDGE; KING, 2018).

A hematopoiese ¢ um processo que ocorre com a célula-tronco hematopoiética
(CTH) originando todas as demais células sanguineas (Figura 9). O comeco da cascata de

diferenciagdo se d4 com as células CTHs de longa duracdo (do inglés long term hematopoietic
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stem cell; LT-HSC) originando uma CTH filha idéntica, essa tltima também possui capacidade
de autorrenovagdo. Os componentes celulares da medula 6ssea regulam tal mecanismo. Além
da autorrenovacao, a LT-HSC também dé origem a CTH de curta duragao (do inglés short term
hematopoietic stem cell; ST- HSC) que € capaz de gerar o progenitor multipotente (do inglés
multi-potent progenitor; MPP). O MPP se diferencia em progenitoras mieldides comuns
(CMP), originando as linhagens mieldide, megacariocitica e eritrocitica; e progenitoras

linfoéides comuns (CLP), que originam a linhagem linfoéide (LAURENTI; GOTTGENS, 2018).

Figura 9 - Modelo hierarquico da hematopoiese.
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Células-tronco pluripotentes se diferenciam progressivamente em progenitores até originarem as células
sanguineas maduras. LT-HSC= células- tronco hematopoiéticas de longa duragdo; seta indica autorrenovagao.
ST-HSC= células-tronco de curta duragdo. MPP= Progenitor Multipotente. CMP= Progenitor Mieloide Comum.
CLP= Progenitor Linfoide Comum. MEP= Progenitor Megacariocitico-Eritroide. GMP= Progenitor de
Granuldcitos e Monocitos. Fonte: (FERRUCIO, 2015)

Sabe-se que patogenos desencadeiam distirbios hematologicos e que a interrupgao
da homeostase na microbiota estd associada a desfechos clinicamente significativos em
pacientes com disturbios hematolégicos (YAN; BALDRIDGE; KING, 2018).

Corroborando com tal correlacdo, o tratamento antibidtico estd amplamente
associado ao aparecimento de anormalidades hematologicas. Citopenias, incluindo neutropenia
(relatada ap6s o uso de B-lactdmicos e sulfonamidas), anemia, trombocitopenia e pancitopenia,

foram relatadas para uma ampla gama de antibioticos. Em resumo, sindromes de disbiose estao
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relacionadas a defeitos hematologicos e 5% a 15% dos pacientes em tratamento com
antibioticos em longo prazo sdo vulneraveis a complicacdes hematoldgicas adversas (YAN;
BALDRIDGE; KING, 2018). Importante salientar que foi visto que concentracdes plasmaticas
elevadas de antibidticos ndo foram toxicas para CTHs em condi¢des de cultura in vitro,
mostrando que ndo hd um efeito antibidtico direto sobre as células hematopoiéticas, mas sim
que os antibioticos prejudicam a hematopoiese de forma indireta pela deplecdo de bactérias
intestinais (JOSEFSDOTTIR et al., 2017).

Os mecanismos pelos quais essa modulacdo ocorre ainda ndo foram bem
elucidados, no entanto, sugere-se que os produtos da microbiota intestinal possam entrar na
corrente sanguinea e seguir para a medula dssea, onde promovem a producdo de citocinas de
crescimento que sdo essenciais para a hematopoiese normal. Em resumo, ha o reconhecimento
dos PAMPs pelo receptor do tipo TLR e, paralelamente, o dcido diaminopimélico (DAP),
componente da parede celular bacteriana, ativa a via NODI nas células estromais. A via TLR
e NODI1 partilham moléculas de sinalizagdo semelhantes, tais como o fator-3 associado ao
receptor de TNF (TRAF3), que sinaliza para a produgao de interferon, que, por sua vez, ativa a
via de sinalizacdo JAK-STAT, que, por fim, acaba por ativar um perfil genético necessario para

promover a hematopoiese (Figura 10) (YAN; BALDRIDGE; KING, 2018).



Figura 10 - Hematopoiese vs. microbiota.
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Compostos da microbiota intestinal comensal estimulam linfocitos,

macrofagos e células dendriticas na lamina prépria, que, em conjunto,
produzem uma série de estimulos extrinsecos. Juntos, esses estimulos
microbianos e celulares mantém a atividade tonica de células-tronco
hematopoiéticas (HSC) e células progenitoras hematopoiéticas (HPC),
bem como linfocitos, mondcitos e neutrofilos. Assim, os compostos
microbianos promovem a hematopoiese em estado estacionario e a
vigilancia do sistema imune inato e adaptativo contra infecgdes

bacterianas e virais. Fonte: Josefsdottir et al., 2016.
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2.8 Sindrome Mielodisplasica

O envelhecimento das células-tronco hematopoiéticas (CTHs) acaba por gerar a
producdo de mais células mieldides, se comparadas as células linfoides. Tal fato resulta na
diminuicdo da resposta imune adaptativa no organismo dos idosos (GROVER et al., 2016).

Neste contexto do avango da idade e suas consequéncias, a Sindrome
Mielodisplasica (SMD) ¢ uma doenca hematopoiética de carater maligno, ocasionado pela
geracdo de clones das células progenitoras hematopoiéticas (CPH). Acarretando em displasias
em uma ou mais linhagens celulares, citopenia(s) no sangue periférico, hipercelularidade da
medula 6ssea (MO), e aumentando o risco de evoluir para Leucemia Mieldide Aguda (LMA)
(HAMID; AL-NEHMI; SHUKRY, 2019).

A incidéncia da doenca esta relacionada com o aumento da idade, havendo 6 vezes
maior incidéncia entre pacientes com mais de 80 anos, se comparados aos pacientes com menos
de 60 anos (HAMID; AL-NEHMI; SHUKRY, 2019). Em relagdo ao género, notou-se relagao
significativa da incidéncia maior em homens (CHAMSEDDINE et al., 2016).

Divide-se a SMD em SMD primaria (de novo) (85% a 90% dos casos) e SMD
secunddria. A SMD priméria ¢ de causa idiopatica, uma vez que ndo foram encontradas
correlagdes significativas entre a doenca e alguma predisposi¢do do portador. Por sua vez, a
SMD secundéria ocorre entre 10% a 15% dos casos principalmente apds tratamento
quimioterdpico ou radioterapico. Profissionais da agricultura que se expdem cronicamente aos
agentes toxicos ambientais (pesticidas, solventes e benzeno); ou individuos tabagistas também
estdo mais predispostos a SMD secundaria (MA, 2012). Ocorrendo assim a lesdo do DNA das
células tronco hematopoiéticas (CTH), levando ao aparecimento de um clone anormal precursor
de células hematopoéticas disfuncionais e morfologicamente displasicas (CHAMSEDDINE et
al., 2016).

De forma interessante e contraditorio, na SMD, visualiza-se hipercelularidade
medular em contraste com citopenia no sangue periférico, isso se deve a hematopoiese ineficaz
caracteristica da doenga. Observa-se que o clone displasico torna-se resistente a apoptose,
enquanto o clone progenitor mieldide, defeituoso, estd mais sujeito a tal processo. Esse fato
pode inclusive explicar as ocorréncias de progressao para LMA (Figura 11) (CHAMSEDDINE
etal., 2016).
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Figura 11 - Esquema da patogénese da SMD.
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Os danos iniciais na CTH podem ser causados por agentes quimicos, radiagdo, drogas citotoxicas ou mutagdes
randomicas. As primeiras alteragdes podem afetar o controle do ciclo celular e a transcricdo de supressores
tumorais resultando na expansao clonal. A tltima fase € caracterizada pela diminui¢ao da apoptose e pelo aumento
da proliferacdo celular. Fonte: Ferrucio, 2015.

Diversos sistemas de classificagdo tém sido propostos para a SMD. A classificagdo
tem como intuito categorizar os pacientes de acordo com as variaveis clinicas, facilitando e
padronizando a escolha dos esquemas terap€uticos, a andlise do progndstico e do possivel risco
de transformagdo para LMA. O termo “Sindrome Mielodisplasica” foi primeiramente utilizado
em 1982 em uma revisdo da classificagdo Franco-Americano-Britanica (FAB) publicada em
1976 (BENNETT et al., 1976). Esse sistema era baseado unicamente em critérios morfologicos,
onde era observada a presenca de linhagens celulares afetadas por displasias e pela porcentagem
de blastos no sangue periférico e na medula dssea. Essa classificacdo foi dominante até os anos
2000.

Criada em 2001, revisada em 2008 (SWERSLOW, 2008) e atualmente utilizada, a
classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (Tabela 1) torna-se mais completa do
que a classificagdo FAB, uma vez que houve a inclusdo de critérios clinicos, morfologicos, e

citogenéticos para o diagnostico (SWERDLOW et al., 2016).



Tabela 1 - Classificacdo clinica da SMD segundo OMS 2008.

SUBTIPO SANGUE PERIFERICO MEDULA OSSEA
CRDU <1% blastos; <5% blastos
(AR, NR, TR) uni ou bicitopenia Displasia em uma tnica linhagem
Anemia: <5% blastos
ARSA . ’ >15% sideroblastos em anel
auséncia de blastos . . .
Displasia apenas eritroide
Clapame), Displasia en; ; (;1; nials linhagens
CRDM Auséncia de bastonetes de Auer; .. <70 bIastos
Auséncia de bastonetes de Auer
<1% blastos
Citopenia(s); Displasia esm9 (}/ 01t1)11 mtals linhagens
AREB1 Auséncia de bastonetes de Auer; _ °7/oblastos
Auséncia de bastonetes de Auer
<5% blastos
Clapame), Dlsplas1al%rf11 é ;)ubﬂziz s11nhagens
AREB II Pode haver bastonetes de Auer;

5-19% blastos

Presencga de bastonetes de Auer

CRDU (Citopenia refrataria com displasia unilinhagem, AR (Anemia refrataria), NR (Neutropenia refrataria), TR
(Trombocitopenia refrataria), ARSA (Anemia refrataria com sideroblastos em anel), CRDM (Citopenia refrataria

com displasia multilinhagem), AREB (Anemia refrataria com excesso de blastos).

Langando mao de técnicas moleculares para diagnostico clinico de doengas, a OMS
analisou novamente sua classificacdo em 2016 e adicionou um pardmetro molecular (mutagao
no gene SF3BI) na defini¢do do subgrupo ARSA, sendo chamado atualmente de SMD com
sideroblastos em anel. Ademais, houve a substituicdo dos termos “anemia refrataria” e
“citopenia refrataria” por “Sindrome Mielodisplasica com displasia unilinhagem” e “Sindrome
Mielodisplasica com displasia multilinhagem” (Tabela 2). Além desses sistemas de
classificagdo, os pacientes com SMD também sdo frequentemente classificados em alto e baixo

risco, com base na probabilidade de sua transformacdo em LMA (CHAMSEDDINE et al.,

2016).



Tabela 2 - Classificagdo clinica da SMD segundo OMS 2016.

SUBTIPO

SANGUE PERIFERICO

MEDULA OSSEA

SMD com displasia de uma tnica
linhagem (SMD-DU)

SMD com displasia de multiplas
linhagens (SMD-DM)
SMD com sideroblastos em anel
Com displasia de Unica linhagem
(SMD- SA-DU)

Com displasia de multiplas
linhagens (SMD-SA-DM)
SMD com excesso de blastos-1
(SMD-EB 1)

SMD com excesso de blastos-2
(SMD-EB 2)

uni ou bicitopenia

citopenia(s)
Mondcitos < 1.000/mm?

anemia, sem blastos

citopenia(s)
mondcitos < 1.000/mm?
< 5% blastos
citopenia(s)
mondcitos < 1.000/mm?>
5-19% blastos

Displasia unilinhagem
< 5% blastos

Displasia em >2 linhagens
< 5% blastos
>15% sideroblastos em anel ou > 5%
sideroblastos com mutag¢ao SF3B1 e
< 5% blastos
Displasia unilinhagem Displasia em
>2 linhagens

Displasia uni ou multilinhagem
5-9% blastos sem bastonetes de Auer

Displasia uni ou multilinhagem
10-19% blastos
+Auer

sem displasia ou displasia inica
linhagem, mas com citogenética
caracteristica,
< 5% blastos
displasia eritroide, 5q- isolado ou
com mais uma anormalidade que ndo
-7/7q-
< 5% blastos

Citopenias +1% de blastos em

SMD inclassificavel x
2 ocasioes

anemia, plaquetas normais ou

SMD com del 5qg- isolada
aumentadas

Tentando prever uma possivel progressdo para LMA, em 1997, Greenberg e
colaboradores criaram o Indice Internacional de Escore Prognéstico (IPSS) para SMD. Esse
indice ¢ um tipo de estratificagdo progndstica que permite predizer o risco de transformacao
leucémica, bem como estimar a sobrevida para cada paciente. Neste sistema, sdo consideradas
variaveis como: porcentagem de blastos da MO, o numero de citopenias periféricas e o
cariotipo; que conferem pontuacdes que sdo somadas a fim de se obter um valor numérico de
IPSS. Apds alcancar esse valor numérico, os pacientes sdo categorizados em quatro grupos de
risco: baixo (pontuagdo 0), intermediario-I (pontuacao de 0,5-1), intermediario-II (pontuagao
de 1,5 a 2,0) e elevado (pontuacdo > 2,5) (Figura 12) (GREENBERG et al., 1997).

Uma revisdo, incluindo uma melhor estratificacdo da porcentagem de blastos, € o
namero de citopenias, que foi substituido pelo grau de citopenias, deu origem ao IPSS-R
(revisado) em 2010. Foram criadas assim cinco categorias de risco: muito baixo, baixo,
intermediario, alto e muito alto risco (GREENBERG; TUECHLER, 2012).

Juntamente com as atualizagcdes da OMS, o IPSS auxiliam na escolha da conduta

terapéutica, que pode ser de carater paliativo (suporte transfusional) ou o transplante alogénico
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de medula o6ssea, considerada a unica forma de cura para a SMD (JONAS; GREENBERG,
2014).

Figura 12 - Categorias de risco e escores prognosticos segundo o IPSS-R.

ESCORE CATEGORIA DE SOBREVIDA EVOLUGAO LMA
RISCO (anos)
<15 ‘ Muito Baixo ‘ 8,8(7,8-9,9) ’ -
>15-3 Baixo 5,3(5,1-5,7) 10,8
>3-45 ‘ Intermediério ‘ 3,0(27-33) ’ 32
> 45-6 Alto 1,6(1,5-1,7) 1,4
>6 ‘ Muito alto ‘ 0,8(0,7-0,8) [ 0,73

ANC — 4bsolut neutrophil count. Fonte: adaptado de Bejar et al., 2014.

A conduta terapéutica permanece baseada no IPSS. Em pacientes classificados
como alto ou intermedidrio risco no IPSS apresentam sobrevida média de apenas 12 meses se
ndo tratados. Nesses casos, o tratamento deve ter como objetivo modificar o curso da doenga,
evitando a progressdo para LMA e prolongando a sobrevida. Por outro lado, naqueles
classificados como baixo ou intermedidrio risco no IPSS possuem sobrevida mais longa e
muitos pacientes morrem por outras causas que nao as decorrentes da SMD. Para esses
pacientes, o tratamento visa, principalmente, amenizar as consequéncias das citopenias, com o
uso de agentes estimuladores da eritropoiese (EPREX — alfaepoetina), e transfusdes a fim de
melhorar a qualidade de vida. (L. ADES, R. ITZYKSON, 2008).

O uso dos agentes hipometilantes, azacitidina e citarabina, tornou-se o tratamento
de primeira linha em pacientes jovens SMD de alto risco. Muitos desses apresentam
dependéncia transfusional por longos prazos. Sabe-se que a sobrecarga de ferro nesses pacientes
pode gerar efeitos colaterais ainda ndo bem definidos. Por isso a importancia do uso de
alternativas terapéuticas que reduzam a necessidade transfusional (L. ADES, R. ITZYKSON,
2008).
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Além dos efeitos colaterais esperados pelo uso de quimioterdpicos, essas
medicagdes podem influir na satide do organismo de maneira mais indireta. Estudos estdo em
consonancia com a suposi¢do que os tratamentos quimioterapicos interrompem a homeostase
da microbiota intestinal, permitindo o crescimento excessivo de bactérias patogénicas que
acabam exacerbando ou perpetuando a lesdo intestinal induzida pela quimioterapia
(PANEBIANCO; ANDRIULLI; PAZIENZA, 2018).

Como novo perfil de microbiota intestinal, em decorréncia da quimioterapia,
observou-se que os filos Firmicutes e Bacteroidetes foram sub-representados no intestino de
camundongos receptores de gemcitabina (quimioterapico), cujo perfil bacteriano foi deslocado
em favor de outros dois filos, Proteobacteria (principalmente E. coli) e Verrucomicrobia
(principalmente 4. muciniphila), que sdo geralmente menos abundantes (PANEBIANCO et al.,
2018). De modo interessante, pode-se supor que o aumento de A. muciniphila, bactéria
responsavel pela degradacao e manuten¢do da camada de mucina na parede intestinal, possa
exacerbar a mucosite observada como efeito adverso de terapias quimio e radioterapicas (VAN
VLIET et al., 2010).

Além do impacto na eficdcia da quimioterapia, pacientes podem apresentar perfis
de microbiota intestinal que favoregam ou ndo a eficacia do tratamento. Ha relatos de que as
bactérias também podem modular a toxicidade do medicamento e seus efeitos colaterais.
Verificou-se que as bactérias pertencentes a classe Gammaproteobacteria conferem resisténcia
a gemcitabina, por serem capaz de transformar esse medicamento em seu metabolito inativo.
Curiosamente, em um modelo de camundongo com céancer de colon, a resisténcia a gencitabina
causada por Gammaproteobacteria foi revertida pela co-administragdo de antibidtico, apoiando
assim o papel dessas bactérias na falha na resposta ao farmaco (PANEBIANCO; ANDRIULLI;
PAZIENZA, 2018).

Este feedback entre mudanca da composi¢do do microambiente intestinal causada
pela quimioterapia versus a interferéncia de grupos bacterianos especificos na resposta ao
tratamento quimioterapico, precisa ser melhor elucidado em humanos. Tal esclarecimento pode
trazer a tona intervengdes alternativas (uso de pré e probiodticos) que melhorem a resposta do
paciente e consequentemente seu prognostico (PANEBIANCO; ANDRIULLI; PAZIENZA,
2018).

Embora os eventos relacionados a patogénese da SMD sejam provenientes de

defeitos moleculares nas células-tronco e progenitoras hematopoiéticas, vale ressaltar que a



53

hematopoiese ineficaz encontrada na doenca pode ser intensificada por anormalidades
provindas de outros microambientes, uma vez que a causa da SMD de novo ¢ idiopatica. Além
disso, as diferentes respostas aos tratamentos, incluindo a quimioterapia, bem como os
prognosticos variaveis, podem estar associados as demais caracteristicas que ndo as avaliadas
rotineiramente no decorrer do manejo clinico. Assim, torna-se interessante avaliar o perfil da
microbiota intestinal dos pacientes com SMD, buscando uma correlagcdo dos achados com os

principais parametros clinicos da doenga e com o prognostico desses pacientes.
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3 HIPOTESE CIENTIFICA

e Distlrbios de carater hematopoiético podem estar interligados as mudancas na
composi¢ao da microbiota intestinal;

¢ Os pacientes portadores da Sindrome Mielodisplasica (SMD) apresentam perfil
de microbiota peculiar;

e Os perfis de microbiota intestinal estdo associados aos quadros clinicos, resposta
ao tratamento e ao prognostico dos pacientes portadores da SMD;

e Os sintomas de depressdo estdo associados as alteragdes na composi¢do da
microbiota intestinal, podendo influenciar no quadro clinico e progndstico dos pacientes

portadores da SMD.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar a microbiota intestinal de pacientes portadores da Sindrome
Mielodisplésica (SMD), buscando associar os perfis de microbiota encontrados com o quadro

e desfecho clinico dos pacientes, bem como com a presenca de sintomas de depressao.

4.2 Objetivos especificos

o Caracterizar a microbiota intestinal de pacientes portadores de SMD;

o Caracterizar a microbiota intestinal de idosos sadios, acompanhados pela
Geriatria do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC);

J Comparar os perfis de microbiota dos individuos sadios e doentes;

o Buscar um padrio de microbiota caracteristico dos subgrupos: AR, ARSA,
CRDM ¢ AREB;

o Buscar um padrao de microbiota caracteristico dos subgrupos de baixo e alto
risco (IPSS) de transformagdo para Leucemia Mieldide Aguda;

o Avaliar se hé correlacdo entre grupos de bactérias mais abundantes na microbiota
intestinal e os pardmetros clinico da doenga (dependéncia transfusional,
cariotipo, hemograma, uso de hipometilantes, dentre outros);

o Estudar uma possivel associacdo entre a composicao da microbiota com o estado
nutricional e habitos dos individuos;

o Verificar se existe relacdo entre a abundancia do género Akkermansia sp. e o
parametros clinicos dos individuos;

o Buscar correlagdes entre a presenca de sintomas de depressdo e os perfis de

microbiota encontrados.
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5 METODOLOGIA

5.1 Pacientes

A coleta das amostras foi realizada no Ambulatério de Citopenia do Idoso, ligado
ao Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceara, onde
haavia o atendimento aos pacientes com Sindrome Mielodisplasica. Foram incluidos no estudo
30 pacientes, acompanhados mediante diagnostico da doenga. Como grupos controle, foram
incluidos 16 idosos que participam das pesquisas, bem como das terapias ocupacionais
desenvolvidas pelo HUWC, para tanto os idosos passam por triagem prévia a fim de verificar
doencas pré-existentes. Sem alteragdes hematologicas, os idosos estavam aptos a participarem
deste estudo.

Para a posterior realizagdo dos experimentos, houve a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido e preenchimento de questiondrios sobre os habitos
alimentares (realizado pela nutricionista colaboradora) e as medicagdes utilizadas.

No momento da entrevista da psicéloga Monique Braz realizou a avaliagdo
psicolégica por meio da avaliagdo da escala de inventario de depressdao BECK (anexo I), a fim
de identificar sintomas de depressdo. Este ¢ um questiondrio aplicado para a medida da
intensidade da depressdo, sendo muito utilizado na area clinica e na pesquisa. O questiondrio ¢
de carater autoavaliativo, composto por 21 itens, cada um com 4 alternativas com escores de 0
a 3 que subentendem graus crescentes da depressdo. Os 21 itens referem-se a tristeza,
pessimismo, sentimento de fracasso, insatisfacdo, puni¢ao, autoaversdo, ideias suicidas, choro,
irritabilidade, retraimento social, indecisdo, mudanc¢a na autoimagem, dificuldade de trabalhar,
insOnia, fatigabilidade, perda de apetite e peso, preocupacdes somadticas e perda de libido. O
escore total permite a classificacdo dos niveis de intensidade da depressdo, que varia entre
depressdo minima (0- 9), depressdo leve (10-16), depressdo moderada (17-29) e depressao
severa (30-63) (GANDINI et al., 2007).

Posteriormente aos questionarios, os participantes foram instruidos quanto ao
procedimento correto da coleta da amostra fecal, bem como de sua conservagdo até a entrega

da mesma aos pesquisadores.
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5.2 Critérios de inclusao e exclusao

Pacientes de 45 a 95 anos com ou sem sintomas de depressao, leve a moderada, e
portadores da Sindrome Mielodisplasica foram incluidos no estudo.

Foram excluidos da pesquisa os pacientes com idade fora da faixa etaria de inclusao,
paciente com cardiopatia, pneumopatia, hepatopatia, histérico de alcoolismo, transtornos
psiquiatricos diversos (deméncia ou bipolaridade). Os pacientes que tenham feito uso de
antibidtico nos ultimos 30 dias antes da consulta também foram excluidos do estudo. Individuos
com remissdo do transtorno depressivo unipolar, com transtorno do tipo grave ou com algum
tipo de deméncia ndo entraram na pesquisa, a fim de evitar dividas na interpretagdo dos

resultados.
5.3 Aspectos éticos

Esse estudo foi submetido a apreciagio do Comité de Etica CEP/ UFC/PROPESQ
(CAAE: 58761816.2.0000.5054) e do Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade
Federal do Ceara (nimero: 58761816.2.0000.5054) (anexo II) e os procedimentos realizados
seguiram as normas estabelecidas pela Resolug¢do 466/12 do Conselho Nacional de Saude, que
orienta os estudos com seres humanos. O estudo foi explicado cuidadosamente aos participantes
e/ou a seus familiares durante a consulta médica, posteriormente foi obtido um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE, apéndice I). O estudo ndo impds riscos aos
participantes, uma vez que sua participag¢ao consiste em ceder uma Uinica amostra fecal, coletada
em seu domicilio. A autonomia dos participantes foi respeitada, sendo possivel a desisténcia
em qualquer momento da pesquisa. Vale salientar que a coleta amostral condizia com um
nimero muito maior de participantes, no entanto, houve desisténcias apos a entrevista e na
entrega da amostra fecal. A confidencialidade dos dados dos pacientes foi respeitada ao longo

de todo a pesquisa e apds o seu término.
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5.4 Variaveis analisadas

5.4.1

5.4.2

As variaveis analisadas neste estudo foram assim subdivididas:

Dados do paciente, classificacdo da SMD e progndstico

o Grupo: Caso e controle

o Sexo: masculino e feminino;

. Idade

o Classificacdo da OMS (2008): CRDU (Citopenia Refrataria com Displasia de
Unica Linhagem), ARSA (Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel),
CRDM (Citopenia Refrataria com Displasia em Multiplas Linhagens), AREB I
(Anemia Refrataria com Excesso de Blastos I), AREB II (Anemia Refrataria
com Excesso de Blastos II), t-SMD (SMD Secundaria ao tratamento), LMMC
(Leucemia Mielomonocitica Cronica);

J Classificacdo do grupo de risco de acordo com o IPSS-R: muito baixo, baixo,
intermediario, alto e muito alto;

o Dependéncia Transfusional: sim e nao (utilizando-se o critério de 1 transfusdo a
cada 8 semanas durante periodo de 4 meses (MALCOVATI et al., 2005);

o Tratamento dom hipometilante: sim e ndo;
Celularidade da medula dssea e caridtipo

o Celularidade da medula 6ssea: Hipocelular, Normocelular e Hipercelular;
o Fibrose na medula 6ssea: Presenga e Auséncia;

o Displasias na medula 6ssea: 0, 1 displasia, 2 displasias e 3 displasias;

o Diseritropoiese: Presenga e Auséncia;

o Disgranulopoiese: Presenga e Auséncia;

o Dismegacariopoiese: Presenca e Auséncia;

o Sideroblastos em anel: Presenca e Auséncia;

J Faixas de porcentagens de Sideroblastos em anel: 0, 1-14% e >15%;
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5.44

5.4.5

59

J Porcentagens de Blastos categorizada: <10% e >10%;

o Cariotipo - Quanto a alteragdo: normal e alterado;

Hemograma

o Classificacdo dos valores de hemoglobina (Hb) (IPSS-R): >10g/dL, 8-<10g/dL
e <8g/dL (valores de referéncia: 11,5 a 16,4 g/dL);

o Classificacdo dos valores de neutrofilos (ANC) (IPSS-R): >800 e <800 /uL
(valores de referéncia: 2000 — 7000 /uL);

o Classificacao dos valores de plaquetas (IPSS-R): >100.000, 50.000 - 100.000 e
<50.000 /uL (valores de referéncia: 150000 — 450000 /uL);

o Classificacdo do nimero de citopenias no sangue periférico: 0/1 citopenia e 2/3

citopenias;

Dados nutricionais

o Peso

. IMC

J Gordura corporal
. Fumante

o Etilista

. Atividade fisica

° Habito intestinal

Variaveis analisadas apos sequenciamento

Para otimizar a buscar por correlagdes entre os dados de sequenciamento e os

achados clinicos, foram escolhidas as varidveis de maior relevancia prognostica. Sendo essas:

5451

Variaveis clinicas:

J OMS 2008

o Caridtipo
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° IPSS
J Uso de hipometilante
o Dependéncia transfusional

o Hemograma (hemoglobina, neutréfilos e plaquetas)
5.4.5.2  Variaveis nutricionais:

J % gordura corporal
o Fumo

° Etilismo

A presenga de sintomas de depressdo também foi abordada como varidvel de

analise.
5.5 Avaliacdo Nutricional

Apds responderem os questionarios, os pacientes que aceitaram participar da
pesquisa foram avaliados segundo os critérios nutricionais. Para tanto, foi realizada a

antropometria e o recordatorio alimentar dos pacientes.
5.5.1 Antropometria

As variaveis antropométricas avaliadas foram: Indice de Massa Corporal (IMC),
Percentual de Gordura Corporal (%GC), Circunferéncia da Cintura (CC).

Peso e altura foram realizados através de métodos convencionais, com auxilio de
estadidmetro e balanga antropométrica. O IMC foi determinado a partir da seguinte equagao:
IMC= peso (Kg)/altura(m?). Pacientes com valores de IMC > 30kg/m?> foram considerados
obesos. Valores de CC > 102 cm (homens) ¢ > 88 cm (mulheres) foram considerados elevados
(NHLBI, 2002).

O %GC foi avaliado utilizando as medidas das dobras cutaneas tricipital, bicipital,
supreiliaca e subescapular. Foi utilizado um adipdmetro cientifico da marca Cescof®.
Percentual de gordura corporal >25% (homens) ou >35% (mulheres) foi considerado elevado

(CHUMLEA et al., 2002).
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5.5.2 Consumo Alimentar

O consumo alimentar foi avaliado através da aplicagdo e andlise de dois recordatorios
de 24h. A classificacao do consumo médio dos macronutrientes (calorias, carboidratos, fibras,
proteinas, lipideos e gorduras mono, poli e saturada) e micronutrientes (vitamina A, vitamina
B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B6, vitamina B9, vitamina B12, vitamina C, vitamina
D, vitamina E, vitamina K, célcio, ferro, zinco, cobre, selénio, magnésio e manganés) foi
realizada de acordo com o preconizado pelas Dietary reference Intakes (DRIs) (OTTEN;
HELLWIG; MEYERS, 2006).

5.6 Amostras de sangue e medula 6ssea

Por colaboragdo, a Citogenética foi realizada pelo Laboratorio de Citogendmica do
Cancer da Universidade Federal do Ceard, segundo a técnica descrita por Chauffaille com
adaptacdes (PINHEIRO; CHAUFFAILLE, 2009).

Para realizacdo do hemograma, uma enfermeira devidamente treinada coletou
amostras de sangue, por venopuncdo periférica em pacientes submetidos a jejum de 12 h,
utilizando-se sistema de coleta a vacuo. O exame foi realizado no préprio HUWC e seus

resultados foram anexados aos prontuarios dos referentes pacientes.

5.7 Coleta e tratamento das amostras fecais

Apoés a entrevista, o paciente era orientado recebia um informativo de como a
amostra deveria ser coletada, juntamente com um frasco estéril de coleta.

A fim de minimizar os contratempos e inconvenientes para o paciente, era
especificado que a amostra deveria ser entregue na data do retorno do paciente para a proxima
consulta de rotina. Era informado também que o paciente s6 deveria realizar a coleta da amostra
no maximo um dia antes do retorno e acondiciona-la conforme explicado no papel informativo.

As amostras foram transportadas em caixa de gelo até o acondicionamento final no
laboratorio, sem exceder 4 horas neste interim. Ao chegar ao laboratorio, as amostras eram

aliquotadas na forma de réplicas e acondicionadas em freezer a -80 °C até analises posteriores.



62

5.8 Testes laboratoriais

5.8.1 Extragdo de DNA

A extragdo de DNA se deu por meio do kit QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit
QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA).

Com intuito de otimizar a extracdo, seguiu-se protocolo estabelecido por Thomas,
Clark, & Doré, 2015, no qual foi utilizado 0.3 g de beads de vidro de 0.1 mm (BioSpec,
Bartlesville, OK, USA) a 200mg cada amostra fecal fresca, juntamente com tampao de lise
(ATL, QIAamp), seguido por homogeneizagdo no MiniBeadBeater (BioSpec). Apos
homogeneizagdo houve a incubagdo do material a 95 °C para a finalizagdo da lise celular.

Depois dessa etapa, o0 DNA foi extraido e purificado utilizando o kit QIAamp®
conforme especificado pelo fabricante.

Basicamente, o protocolo segue as seguintes etapas: homogeneizacdo em tampao
de lise (ATL); aquecimento (70°C/5 min); adicdo de InhibitEX para adsor¢ao de inibidores
componentes na amostra; centrifugacdo (12.000 rpm/4 min); digestdo enzimatica com
proteinase K e tampdo AL; incubagdo (70°C/10 min); precipitacdo com etanol absoluto;
transferéncia para coluna de silica; centrifugagdo (14.000 rpm/1 min); lavagem com tampao
AWT; centrifugagdo (14.000 rpm/1 min); lavagem com tampao AW2; centrifugacao (14.000
rpm/3 min); eluicio do DNA com tampdo AE, com o menor volume possivel para evitar que
ocorra a dilui¢do demasiada do DNA recém extraido.

O DNA extraido foi avaliado para verificar sua qualidade (concentracdo e razdes
260/280, 260/230). Para tanto, foi utilizado o espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) e a quantificagdo foi feita por fluorometro Qubit® 2.0
utilizando o kit dsDNA BR Assay (Invitrogen ™). O DNA extraido foi armazenado a -20°C

para posterior analise.

5.9 Sequenciamento e analise dos dados

A integridade do DNA também foi confirmada por eletroforese em gel de agarose
a 0,8% com tampao 1 x TAE. A biblioteca dos amplicons foi amplificada usando os iniciadores

especificos da regido (515F / 806R), que t€ém como alvo a regido V4 do 16S rDNA. A
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amplificagdo do primeiro passo compreendeu 25 pL de reacdo contendo os seguintes reagentes:
14,8 puL de 4gua livre de nuclease (Certified Nuclease-free, Promega, Madison, WI, EUA), 2,5
uL de tampao de reacdo de alta fidelidade 10x (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1,0 uL de
MgS0O4 50 mM, 0,5 pL de cada primer (concentragdo 10 uM, concentracao final 200 pM), 1,0
unidade da Taq Polimerase High Fidelity Platina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 4,0 uL de
DNA (10 ng). As condig¢des para PCR foram: 94 ° C por 240 s para desnaturar o DNA, com 35
ciclosa94 ° Cpor45s,50° C por 60 s, e 72 ° C por 180 s, com uma extensao final de 600 s a
72 © C. Na segunda etapa, os produtos de PCR foram limpos com esferas de purificacdo da
Agencourt AMPure XP - PCR (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA), de acordo com o manual
do fabricante. Para indexa¢do, um par especifico de indexes Illumina Nextera XT (Illumina,
San Diego, CA) foi adicionado a ambas extremidades dos produtos amplificados. Cada reagdo
de 50 pL continha o seguinte: 23,5 pL de 4gua livre de nuclease (Certified Nuclease-livre,
Promega, Madison, WI, EUA), 5,0 uL de tampao 10x de PCR de alta fidelidade (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), 4,8 uL. de MgS0O4 25 mM, 1,5 pL de dNTP (10 mM cada), 5,0 uL de
cada index Nextera XT (Illumina, San Diego, CA, EUA), 1,0 unidade de Taq Polimerase High
Fidelity Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA ) e 5,0 uL de cada produto da PCR anterior.
As condigdes para este segundo ciclo de PCR foram as seguintes: 95 °© C por 180 s para
desnaturar o DNA, com 12 ciclos a 95 ° C por 20 s, 55 ° C por 30 s, e 72 ° C por 1800 s, com
uma extensdo final de 300 s a 72 ° C.

Ap6s a indexagdo, os produtos de PCR foram limpos, como descrito anteriormente,
e quantificados usando o kit de ensaio dsDNA BR (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em um
fluordmetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Uma vez quantificados, foi realizada
a normaliza¢do das amostras de DNA a fim de deixar todas em uma concentragdo equimolar
(16nM). Paralelamente, preparou-se o Phix (Illumina, San Diego, CA, USA), uma espécie de
controle positivo do sequenciamento, diluindo-o para concentracdo de 12pM e desnaturado da
mesma maneira que o pool das amostras. Com as bibliotecas ja equilibradas para a concentragao
ideal (confirmada em fluorometro Qubit® 2.0), dosou-se a quantidade de Phix a ser utilizada.
Salientando-se que se seguiu orientag¢do técnica, a qual afirma que para biblioteca de baixa
diversidade, tal como 16S, ¢ recomendado o uso de 20% do controle positivo. Apos a
quantificagdo em fluorometro Qubit® 2.0, a molaridade do pool foi determinada e diluida a 4

nM, desnaturada com NaOH 0,2N, e entdo diluida para uma concentracao final de 10 pM
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juntamente com PhiX a 20% para carregamento no sequenciador MiSeq (Illumina, San Diego,
CA, EUA).

Os primers das sequéncias ja demultiplexadas (i.e. cada sequéncia com a
identificacdo de sua amostra) foram removidos usando o software Cutadapt v1.8, em modo
paired-end, e a o perfil de qualidade destas foi avaliada usando os softwares FastQC v.0.11.8
(MARTIN, 2013) e vsearch v2.10.4 (ROGNES et al., 2016). Andlises subsequentes foram
realizadas no ambiente R v3.5.3 (R Development Core Team, 2016), seguindo as
recomendacdes dos autores do pacote DADA2 v1.11.1 (CALLAHAN et al., 2016) e ajustando
os parametros para os nossos dados. O produto deste pipeline ¢ uma tabela ndo-quimérica de
variantes de sequéncia de amplificacdo (ASVs) (CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES,
2017) que regista o numero de vezes que cada ASV (sequéncias com diferenca de até um
nucleotideo) foi observado em cada amostra. A atribui¢do de taxonomia aos ASVs
representativos foi realizada por algoritmo DADA?2 especifico para esta funcao, utilizando-se
do banco de dados SILVA 132 (CALLAHAN, 2018) como referéncia. As demais analises
foram realizadas utilizando os pacotes phyloseq v1.26.1 (MCMURDIE; HOLMES, 2013) e
vegan v 2.5.4 (OKSANEN et al., 2019) e as representagdes graficas foram realizadas com
ggplot2 v3.1 (WICKHAM, 2009).

5.9.1 Analises da a-diversidade e riqueza

A o-diversidade refere-se a variedade e a complexidade das espécies em um Unico
hospedeiro / ambiente microbiano (NAGPAL et al., 2018).

Para analise da diversidade foram utilizados os indices de Shannon e Simpson. O
indice de diversidade e equidade de Shannon mensura o grau de incerteza em prever a que
espécie pertencerd um individuo escolhido, de maneira aleatoria, em relagdo a uma amostragem
unica composta por S espécies e N individuos, portanto, explica a abundancia e a uniformidade.
Assim, quanto menor o valor do indice de Shannon, menor o grau de incerteza, ou seja, a
diversidade da amostra ¢ baixa (URAMOTO et al., 2005).

O indice de Simpson reflete a probabilidade de dois individuos escolhidos
aleatoriamente na comunidade pertencerem a uma mesma espécie. O resultado variade Oa 1l e

quanto mais alto for, maior serd a domindncia de uma determinada espécie presente e,
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consequentemente, menor serd a diversidade da comunidade em questdo (URAMOTO et al.,
2005).

Para a anélise da riqueza foi utilizado indice de Chaol, que mensura o numero total
de espécies presentes em uma comunidade (DIAS, 2009).

Os calculos dos indices Shannon, Simpson e Chaol foram feitos pelo pacote

“vegan” do software R.

5.9.2  Estatistica

Inicialmente foi utilizada a ferramenta BIOENV (integrante do pacote vegan para
R) para selecionar o subconjunto de varidveis que melhor explicam a variancia dos dados
biologicos, utilizando matrizes de dissimilaridade bidtica e os dados de cada paciente. Este
subconjunto de variaveis, definido para cada amostra, foi utilizado no teste de PERMANOVA
(fungdo adonis2 do pacote vegan), um método ndo paramétrico similar a andlise de variancia,
que usa métodos de permutacdo para proceder testes de diferengas entre grupos, de modo a
definir a significancia e correlagdo destas com os dados bidticos (ANDERSON; GORLEY;
CLARKE, 2008).



66

6 RESULTADOS
6.1 Dados gerais do sequenciamento

A fim de facilitar a compreensao geral dos graficos abaixo, deve-se levar em conta
que “C” corresponde ao individuo controle e “SMD” corresponde ao individuo portador da
sindrome mielodisplésica. A sigla “NA” refere-se a auséncia de um determinado dado do
individuo em questdao. Os nimeros ao lado dessas siglas referem-se a numeragdo da amostra do
participante do estudo. E necessario frisar também que o paciente SMD25 serd descrito

separadamente, por ser também portador da sindrome de Bloom.

Grafico 1 - Distribuigdo do nimero de sequéncias (apos cortes de qualidade) por amostra fecal sequenciada.
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Apb6s a remocdo de 858.003 sequéncias que apresentaram baixa qualidade,
sequéncias ndo bacterianas e potenciais quimeras, as restantes sequéncias 16S rRNA
totalizaram 1.934.917, com uma média de 42.998 sequéncias / amostra (maximo de 115.530
sequéncias em SMD18, minimo de 5.250 sequéncias em C41, como mostra o grafico 1) e 8.410

ASVs de Bactérias e 6 ASVs de Archaea.
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Apos a selecao dos filos com abundancia acima de 1%, foi visto que a correlagao
Bacteroidetes/Firmicutes, comum em individuos jovens, encontra-se invertida, havendo assim
o predominio do Filo Firmicutes, seguido pelo Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria e

Verrucomicrobia, tais abundancias sao representadas no grafico 2.

Grafico 2 - Distribui¢do da abundancia relativa dos filos das amostras fecais.
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De modo geral, observou-se um dominio da classe Clostridia (grafico 3) e ordem
Clostridiales (grafico 4) em ambos os grupos estudados, fato esperado, uma vez que essa classe
faz parte do filo Firmicutes e este encontra-se predominante. Apoés filtragem dos dados de
sequenciamento a nivel de familia e género, com abundancias acima de 5% e 10%
respectivamente, vale destacar o surgimento das familias Ruminococcaceae e Lachnospiraceae

com relativa abundancia (grafico 5); e os géneros Ruminococcaceae UCG-002,
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Ruminococcaceae UCG-014, Bacteroides sp., Streptococcus sp. € Akkermansia sp. como

principais representantes (grafico 6).

Grafico 3 - Distribuig@o de classes nas amostras fecais.
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Grafico 4 - Distribuigdo de ordens nas amostras fecais.
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Grafico 5 - Distribuigdo de familias nas amostras fecais.
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Grafico 6 - Distribuigdo de géneros nas amostras fecais.

Distribuigao de Géneros
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6.2 Analises de diversidade e riqueza da microbiota intestinal

A partir das analises de o-diversidade e riqueza das amostras, ndo foi observada
diferenga entre os indices de Shannon, Simpson e Chaol, comparando os valores de mediana,
entre os pacientes controle e SMD. Isso indica que a a-diversidade e a riqueza das amostras

coletadas sdo equivalentes entre esses dois grupos estudados (grafico 7).

Grafico 7 - Diversidade e riqueza das amostras.
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Dado teste de normalidade (com p< 0.05), os dados sdo significativamente
diferentes de uma distribui¢do normal. Assim, foi utilizada a correlagdo de Spearman, tendo o

correlograma abaixo como resultado (grafico 8).



Grafico 8 — Correlagao significativas entre os géneros encontrados.
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Dentre as correlagdes encontradas, pode-se destacar a correlagdo negativa (-0.42)

entre os géneros Akkermansia spp. e Prevotella spp.; e entre Bacteroides spp. €

Ruminococcus UCGO014 (-0.56).

Apos a abordagem geral dos resultados de sequenciamento, foi dado o destaque as

classificagdes taxonomicas de filo e género, a fim de facilitar a visualizacdo das possiveis

correlagdes. Os resultados foram divididos de acordo com as variaveis de maior relevancia

clinica para SMD, sendo essas: subtipos de SMD (de acordo com a classificagdo OMS 2008),
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caridtipo, hemograma, IPSS, uso de EPREX, dependéncia transfusional. Em relagdo aos dados
nutricionais, estudou-se as varidveis: gordura corporal, estilismo e fumo. A variavel depressao

foi abordada separadamente.

6.3 Analise dos resultados de acordo com as variaveis clinicas da SMD

6.3.1  Anadlise de alteracées na microbiota intestinas de acordo com os subtipos de SMD

Dividiu-se os subtipos de pacientes segundo seu risco de progressdo para LMA,
para facilitar a formacao de grupos. Assim, os pacientes ficaram divididos em de baixo risco
(subtipos AR, ARSA), risco intermedidrio (subtipo CRDM) e alto risco (subtipos AREB I e
AREB II).

Observou-se que, em relacdao aos filos encontrados de acordo com o subtipo de
SMD (grafico 9), houve aumento do filo Actinobateria em pacientes SMD de alto risco quando
comparados aos controles (p=0.063) (grafico 10). Em relagdo a distribuicdo de géneros de
acordo com os subtipos de SMD, como mostrado no grafico 11, foi visto uma diminui¢ao
significativa do género Ruminococcus spp. em pacientes SMD-AREB em relac¢do aos controles
(p=0.045) (grafico 12). Enquanto que, comparando apenas os pacientes SMD entre si, foi
encontrado aumento da abundancia do género Streptococcus spp. (p=0.06) nos SMD de alto

risco (grafico 13).



Grafico 9 — Distribuigdo de filos de acordo com os subtipos de SMD.
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Grafico 10 — Distribui¢ao do filo Actinobacteria de acordo com os subtipos de SMD.

Abundéncia

Distribuigao do Filo Actinobacteria de acordo com: Risco associado a SMD

(R2=0.05572 p=0.063)

Controle

20000

10000

. __i_ = ®

€32
€33
C34
C35
C36
C37
C38
C39

C40
ca1

C42
C43

c44
c45
c46
c47

SMD10
SMD12
SMD14
SMD15

. Controle . SMD

Baixo risco

SMD1

Alto risco

SMD11
SMD13
SMD23
SMD27
SMD6

. Actinobacteria
. Bacteroidetes
- Firmicutes

. Proteobacteria
. Tenericutes

. Verrucomicrobia

Alto risco

SMD1
SMD11
SMD13
SMD23
SMD27

SMD6

75



76

Grafico 11 — Distribui¢ao de géneros de acordo com os subtipos de SMD.
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Grafico 12 — Distribui¢ao do género Ruminococcus spp. de acordo com os subtipos de SMD.
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Grafico 13 — Distribui¢do do género Streptococcus spp. de acordo com os subtipos de SMD.
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6.3.2  Anadlise de alteracées na microbiota intestinas de acordo com o Cariétipo

Dois grupos foram formados entre os pacientes com SMD, os que apresentaram
caridtipo alterado e os de caridtipo normal. Nao foi observada diferenga significativa entre as
abundancias dos filos e géneros em tais grupos (graficos 14 e 15). Vale destacar que os controles
ndo foram avaliados em relacdo ao caridtipo. No entanto, foram incluidos nos graficos, para
ressaltar a equivaléncia entre os perfis de filos e géneros encontrados nesse grupo de pacientes

e os pacientes SMD que ndo apresentaram altera¢do de caridtipo.

Grafico 14 - Distribuicao de filos de acordo com os resultados de caridtipo dos pacientes com SMD.
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Grafico 15 - Distribuicao de género de acordo com os resultados de cariotipo dos pacientes com SMD.
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6.3.1  Anadlise de alteracoes na microbiota intestinas de acordo com o Hemograma

Foi realizada analise estatistica buscando uma correlagdo entre os componentes dos
hemogramas de relevancia clinica (hemoglobina, neutréfilos e plaquetas) e os componentes da
microbiota. Para tanto, os pacientes com SMD foram agrupados, de acordo com os niveis de
hemoglobina (Hb < §, 8-10 e > 10 g/dL), neutréfilos (< 1000, 1000 - 4000 e > 4000 /uL) e
plaquetas (< 50000, 50000 - 100000 e > 100000 /uL).

6.3.1.1  Hemoglobina

Apo6s andlises das abundancias relativas dos géneros bacterianos em pacientes,
notou-se que os pacientes com niveis < 8 g/dL. de Hemoglobina apresentaram reducdo do filo
Verrucomicrobia (p=0.007) (grafico 16). E, consequentemente, observou-se também reducao
(p=0.014) do género Akkermansia spp. nesse mesmo grupo de pacientes em relagdo aos outros

dois grupos (grafico 17).



Grafico 16 - Distribuicao do filo Verrucomicrobia de acordo com os niveis de hemoglobina.

Abundéncia

Distribuigao do Filo Verrucomicrobia de acordo com: Hemoglobina
(R=0.90377 p=0.007)

<8g/dL 8-10 g/dL >10 g/dL

6000

4000

2000

SMD22
SMD24
SMD26
SMD28
SMD30
SMD1
SMD27

SMD10
SMD13
SMD23
SMD29
SMD3
SMD6
SMD7
SMD8
SMD9
SMD11
SMD14
SMD16
SMD17
SMD2
SMD21
SMD12
SMD15
SMD18
SMD19

[ Verrucomicrobia

Grafico 17 - Distribuicao do género Akkermansia spp. de acordo com os niveis de hemoglobina.
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6.3.1.2  Andalise de alteracoes na microbiota intestinas de acordo com os Neutrofilos

Encontrou-se reducao significativa (p=0.028) da abundancia relativa do filo Firmicutes

nos pacientes que apresentavam niveis baixos de neutrofilos < 1000 /uL (grafico 18).

Grafico 18 - Distribuicao do filo Firmicutes de acordo com os niveis de neutrofilos.
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6.3.1.3  Andalise de altera¢oes na microbiota intestinas de acordo com o numero de Plaquetas

Foi observado aumento (p=0.007) significativo do género Ruminococcus UCG-002 nos

pacientes que apresentavam niveis de plaquetas < 50000 /uL (grafico 19).
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Grafico 19 - Distribui¢ao do género Ruminococcus UCG-002 de acordo com os niveis de plaquetas.
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6.3.2  Anadlise de alteracoes na microbiota intestinas de acordo com o IPSS

Dada a importancia do IPSS para a avaliacao progndstica do paciente, esta varidvel
foi avaliada em relagdo aos perfis de microbiota encontrados. Para tanto, dividiu-se os pacientes
entre baixo, intermediario e alto risco (grafico 20).

Estatisticamente, ndo foi encontrada diferenca significativa entre a abundancia dos
filos nos grupos analisados (grafico 20).

Em relagdo aos géneros encontrados (grafico 21), analisando separadamente a
abundancia do género Akkermansia spp., observou-se que a abundancia desse género foi
diretamente proporcional a gravidade do IPSS e que este género estava mais representado no
grupo controle (individuos sadios), ou seja, o grupo de pacientes de alto risco apresentaram os
menores niveis de abundancia do género Akkermansia sp. (p=0.009) (grafico 22). Comparando
apenas os pacientes entre si, tendo como variavel os riscos segundo o IPSS, também se viu

reducdo dos niveis de abundancia do género Akkermansia sp. (p=0.035) nos pacientes de maior
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risco (grafico 23), quando comparados aos pacientes de menor risco. Enquanto que, para o
género Prevotella spp. observou-se aumento (p=0.029) significativo nos pacientes IPSS alto

risco (grafico 24), em relacdo as demais categorias de risco.

Grafico 20 - Distribuicao de filos de acordo com escore prognostico IPSS.
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Grafico 21 - Distribuicao de géneros de acordo com escore progndstico IPSS.
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Grafico 22 - - Distribuigdo do género Akkermansia spp. de acordo com escore prognodstico IPSS e pacientes
controle.
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Grafico 23 - - Distribui¢do do género Akkermansia spp. de acordo com escore prognostico IPSS.
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Grafico 24 - Distribuicao do género Prevotella spp. de acordo com escore progndstico IPSS.
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6.3.3  Anadlise de alteracoes na microbiota intestinas de acordo com o uso de EPREX

A fim de analisar a influéncia do uso de EPREX na composi¢do da microbiota
intestinal, dividiu-se os pacientes com SMD em dois grupos, os que foram e os que ndo foram
submetidos ao tratamento com EPREX. No entanto, ndo foi encontrada diferenca significativa
entre a abundancia dos filos.

Em relacdo aos géneros, foi constatada uma reducdo significativa (p=0.008) do
género Prevotella spp. no grupo de pacientes que foram submetidos ao tratamento com EPREX

(grafico 25).

Grafico 25 - Distribuicao do género Prevotella spp.de acordo com o uso de EPREX.
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6.3.4  Anadlise de alteracoes na microbiota intestinas de acordo com a Dependéncia

transfusional

A necessidade de transfusdo sanguinea como tratamento também foi avaliada como
variavel em relacdo a composicao da microbiota (graficos 26 e 27). Porém, ndo foi verificada
diferenca significativa dos filos e dos géneros de microbiota entre os dois grupos de pacientes.
Os pacientes controles foram incluidos nos graficos, para ressaltar a equivaléncia entre os perfis
de filos e géneros encontrados nesse grupo de pacientes e os pacientes SMD que ndo dependem

de transfusdo sanguinea.

Grafico 26 - Distribuicao dos filos de acordo com a dependéncia transfusional dos pacientes.

Distribuigao de Filos de acordo com: Dependencia Transfusional

00

Néo Sim NA
. Actinobacteria
. Bacteroidetes
: . Firmicutes
|| Proteobacteria
[T Tenericutes
. Verrucomicrobia

00

Abundéncia
o °
5 3
2 E

o
>
&

°

C32
C33
C34
€35
C36
C37
C38
C39
C40
c41
C42
C43
C44
C45
C46
c4
SMD
SMD
SMD
SMD
SMD
SMD
SMD
SM!
SMD20
SMD21
SMD22
SMD24
SMD4
SMD5
SMD6
SMD7
SMD8
SMD9
SMD1
SMD10
SMD13
SMD14
SMD23
SMD3
SMD26
SMD27
SMD28
SMD29
SMD30



90

Grafico 27 - Distribuicao dos géneros de acordo com a dependéncia transfusional dos pacientes.
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6.4 Analise de alteracdoes na microbiota intestinas de acordo com as varidveis

nutricionais
6.4.1  Gordura corporal

As diferencas entre os filos (grafico 28) e os géneros (grafico 29), correlacionando
com os perfis encontrados com o percentual de gordura (adequado: < 25% e elevado: > 25%)
dos pacientes com SMD, foram estudadas, porém ndo houve diferenca significativa da

abundancia.

Grafico 28 - Distribuicao dos filos de acordo com a gordura corporal dos pacientes.
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Grafico 29 - Distribuicao dos géneros de acordo com a gordura corporal dos pacientes.
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Adicionalmente, foram analisadas as varidveis fumo e etilismo (grafico 30), no
entanto, ndo se observou diferenga significativa das abundancias nos pacientes que tem o fumo
como habito. Porém, foi observada reducao (p=0.010) significativa do filo Tenericutes nos

pacientes etilistas (grafico 31).



Grafico 30 - Distribuicao de filos em relagdo aos pacientes fumantes e etilistas.
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Grafico 31 - Distribuicao do filo Tenericutes de acordo com o consumo de alcool.
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6.4.1 Andlise de alteracoes na microbiota intestinas de acordo com a manifestacdo ou nao

de depressao

Com intuito de avaliar uma possivel correspondéncia entre a presenca de sintomas
de depressdo e as alteragdes nos perfis de microbiota intestinal, os individuos participantes do
estudo foram divididos em dois grupos: deprimidos (grupo “sim”, > 10 no inventario BECK) e
nao deprimidos (grupo “ndo”, < 10 no inventdrio BECK). Nao houve diferenga significativa na
abundancia dos filos entre os dois grupos (grafico 32). Vale destacar que nesta analise foram
incluidos pacientes com depressdo de leve a grave, ndo sendo realizada, portanto, avaliagcdo de

acordo com a gravidade da depressao.

Grafico 32 - Distribuicao dos filos em relagao aos grupos de pacientes nao deprimidos e deprimidos.
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Grafico 33 - Distribuicao dos géneros em relagdo aos grupos de pacientes ndo deprimidos e deprimidos.

Distribuigao de Géneros de acordo com: Depressao

Néo Sim

=3

0

°
<
]

. Prevotella_9

. Bacteroides

. Streptococcus

|| Ruminococcaceae_UCG-002
. Ruminococcaceae_UCG-014
. Akkermansia

Abundéncia

o
>
&

0.00

SENPPRPNRSNNRARNTBRSY S22 RILEBLR
SR8 s RIS o oo oonlacocanclecees oL coococooalge
COSSCSECOOOO00S5555=S2S==22222 OOO0Z==5=>=>=22

SRP PP BPBRD DD D BB B DD D

No que se refere a anélise das abundancias dos géneros (grafico 33), o género
Ruminococcaceae UCG-014 estd significativamente (p=0.002) menos abundante nos

individuos deprimidos (grafico 34).
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Grafico 34 - Distribui¢do do género Ruminococcaceae UCG-014 em relagdo aos grupos de pacientes ndo
deprimidos e deprimidos.
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6.5 Compilado dos resultados e suas associacoes

Para melhor compreensdo dos resultados encontrados neste trabalho, o compilado

dos achados mais relevantes segue descrito na tabela abaixo.

Tabela 3 - Compilado dos principais resultados.

Variavel

Mudancas significativas da
microbiota SMD vs. SMD SMD vs. Controles

1 Firmicutes Neutréfilos < 1000 /uL

(p=0.028) i
- : Subtipo AREB
T Actinobacteria = (p=0.063)
d Verrucomicrobia Hb < 8 g/dL (p=0.007) -
J Tenericutes Etilismo (p=0.010) -
. ~ Subtipo AREB
4 Ruminococcus spp. Depressao (p=0.002) (p=0.045)
. Plaquetas < 50000 /pL
T Ruminococcus spp. (p=0.007) =
) IPSS alto (p=0.035) IPSS alto (0.009)
d Akkermansia spp. Hb < 8 g/dL (p=0.014) )
T Streptococcus spp. Subtipo AREB (p=0.06) -
T Prevotella spp. IPSS alto (p=0.029) -
 Prevotella spp. Uso de EPREX (p=0.008) -

Com o intuito de facilitar a visualizacdo das possiveis correlagdes entre os casos
mais graves da doenca e as variaveis analisadas, seguem os resultados reunidos abaixo na

Tabela 4. Vale salientar que dos 6 pacientes do subtipo AREB, 4 deles apresentavam IPSS alto.

Tabela 4- Intersecdo entre os pacientes com SMD de alto risco e ocorréncia das variaveis analisadas nesse grupo
de pacientes.

EPREX  Dep. transfusional Hb < 8g/dL Depressio
IPSS alto (n=8) 4 2 6 3
Subtipo AREB (n=6) 4 2 3 3
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6.6 Relato de caso: Sindrome de Bloom

Tornou-se necessario estudar separadamente os resultados do sequenciamento da
paciente SMD25, pois esta era portadora da sindrome de Bloom.

Paciente diagnosticada com sindrome mielodisplasica subtipo AREB, do sexo
feminino, portadora da sindrome de Bloom, desnutrida (IMC 16.8), foi recebida no ambulatorio
de geriatria do Hospital Universitario Walter Cantidio aos 49 anos. Anteriormente
colostomizada em decorréncia de um carcinoma de colon. A paciente ndo apresentava sinais
depressivos, com pontuagdo 8 no inventario BECK. Por fazer uso de antibioticoterapia de

rotina, a paciente foi analisada individualmente.

Figura 13 - Paciente SMD25 portadora da sindrome de Bloom.

Legenda: a) déficit estatural e ponderal; b) Dolicocefalia e maculas hipocromicas; c, d) Carcinoma basocelular.
Fonte: Pinheiro, 2016.

De acordo com o sequenciamento da amostra fecal da paciente SMD25, observou-

se uma predominancia atipica do filo Verucomicrobia, em decorréncia da presenga exacerbada
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do género Akkermansia sp. Notou-se também que a razdo Firmicutes/Bacteroides também

estava presente nesta paciente, apesar de sua idade nao tdo avangada (grafico 35).

Grafico 35 - Sequenciamento da amostra fecal da paciente SMD25.
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7 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a correlagdo Bacteroidetes/Firmicutes, comum em
individuos jovens, encontra-se invertida, havendo assim o predominio do Filo Firmicutes, perfil
esperado para individuos idosos, porém a razao entre esses filos também depende dos hébitos
alimentares e estilo de vida de cada individuo (MILLS et al., 2019). Adicionalmente, em nivel
decrescente de abundancia, encontrou-se os filos Actinobacteria, Proteobacteria ¢
Verrucomicrobia.

Os membros os géneros do filo Firmicutes encontrados em maior abundancia foram
Clostridium sp., Lactobacillus sp. € Ruminococcus sp., bem como as bactérias produtoras de
butirato (acidos graxos de cadeia curta - AGCC) Eubacterium sp., Fecalibacterium sp. e
Roseburia sp., corroborando os achados de Hugenholtz e colaboradores (2017).

Por sua vez, dentre os géneros membros do filo Bacteroidetes, os mais abundantes
foram Bacteroides sp., Prevotella sp. e Xylanibacter sp.. Bifidobacterium sp. foi o género mais
representativo do filo Actinobacteria. Dentre as Proteobactérias destacou-se a presenca de
Escherichia sp. e Desulfovibrio sp., enquanto que para o filo Verrucomicrobia encontrou-se o
género Akkermansia sp.. Tais géneros encontrados foram equivalentes aos descritos por Balzola
e colaboradores (2010).

Assim, o presente trabalho dispde apenas das abundancias de filo e géneros
apresentados pelos pacientes idosos de forma absoluta, seria necessario um estudo adicional
que acrescentasse a analise das amostras de individuos adultos jovens a fim de comparar os
perfis de microbiota em relacdo a variavel idade e ao processo de senescéncia do organismo.
Adicionalmente, diante dos achados obtidos, ndo foi observada diferenca entre os grupos,
controle e SMD, em relagdo a a-diversidade, segundo os indices de Shannon e Simpson, nem
em relacdo a riqueza, segundo indice de Chao.

Além da idade, diversos fatores influenciam na composi¢do da microbiota
intestinal. Em condi¢des normais, os microrganismos do intestino tém que lidar com o estresse
da limitacdo de ferro, dado que a presenca de ferro "livre" (ndo ligado) disponivel ¢
provavelmente limitada devido as condigdes ambientais da luz do cdlon. Essa situagdo adversa
possivelmente se faz presente de forma intensificada na microbiota intestinal dos pacientes
portadores da SMD, visto que as citopenias e os baixos niveis de ferro sdo as alteragdes mais

frequentes da doenga.
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Neste estudo, associamos as mudangas de microbiota encontradas aos baixos niveis
de hemoglobina detectados tanto nos pacientes com alto escore prognostico IPSS, quanto nos
pacientes com SMD de subtipo AREB (alto risco segundo classificagdo da OMS). Uma vez
que, dos 8 pacientes classificados como IPSS alto, 7 deles apresentaram baixos niveis de
hemoglobina (< 8g/dL). Vale lembrar que este parametro ¢ uma das caracteristicas analisadas
para gerar o IPSS e que, em relagdo aos demais parametros medidos no calculo do escore
(cariotipo, porcentagem de blastos e citopenias). Seguindo o mesmo raciocinio, viu-se que dos
7 pacientes de subtipo AREB, 3 apresentaram baixos niveis de hemoglobina.

Vale destacar que os resultados obtidos aqui sdo inéditos, visto que, até o presente
momento, nenhum grupo de pesquisa avaliou a relagdo da microbiota intestinal com a gravidade
da SMD. Para os pacientes com IPSS alto, encontrou-se reducdo do filo Verrucomicrobia
(p=0.045). Em linha com este achado, Muleviciene e colaboradores (2018), observaram uma
redu¢do do filo Verrucomicrobia em pacientes com anemia ferropriva, quando comparados ao
grupo controle.

Por outro lado, sabe-se que as condigdes de baixo teor de ferro sdo reconhecidas
como causadoras de grandes mudangas na composi¢do microbiana e selecionam o crescimento
de bactérias que sdo boas sequestradoras de ferro, a exemplo das bifidobactérias (filo
Actinobacteria) (MULEVICIENE et al., 2018), fato que pode justificar o aumento (p=0.014)
na abundancia do filo Actinobacteria, que foi verificado para os pacientes enquadrados como
subtipo AREB de SMD.

O equilibrio de ferro ligado e ndo ligado no limen intestinal pode ser perturbado
por tais intervengdes terapéuticas, causando alteragdes na composi¢do e no metabolismo da
microbiota intestinal (KORTMAN et al., 2014). Deste modo, vale salientar que o tratamento da
SMD visa, principalmente, amenizar as consequéncias das citopenias, com o uso de agentes
estimuladores da eritropoiese (EPREX), suplementacdo de ferro (sulfato ferroso) e transfusdes
sanguineas, a fim de melhorar a qualidade de vida (L. ADES, R. ITZYKSON, 2008),

No que se refere a terapéutica empregada, dos dez pacientes de alto risco (somando
AREB e IPSS alto), que estavam sendo tratados com suplementagdo de ferro, trés deles
apresentavam dependéncia transfusional. Esses tipos de tratamento acabam por adicionar ferro
ao organismo, e a elevacdo dos niveis de ferro, por meio de suplementacdo, promove, por

exemplo, o aumento do género Bacteroides sp. (filo Bacteroidetes) e a redu¢do do género
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Bifidobacterium sp. (filo Actinobacteria) (ETTREIKI et al., 2012; KORTMAN et al., 2014;
MULEVICIENE et al., 2018; YILMAZ; LI, 2018).

Em relagdo as diferencas observadas na abundancia dos géneros, foi visto um
aumento significativo (p=0.06) de Streptococcus sp. (filo Firmicutes) nos pacientes de subtipo
AREB. Este género ¢ capaz de crescer na presenca ou na auséncia de ferro, pois Streptococcus
spp. pode utilizar o manganés como um metal de transi¢ao alternativo nas suas vias metabolicas
(MULEVICIENE et al., 2018). Além do mais, esse grupo de bactérias ¢ apto a degradar
polifendis, provenientes de taninos oriundos da alimentacdo, que se sdo responsaveis por se
ligar fortemente ao ferro e evitar sua absor¢ao pelo hospedeiro e por bactérias (KORTMAN et
al., 2014). De modo agravante, com a degradacao dos taninos e liberagdo de ferro para o limen
intestinal, ha o favorecimento adicional da proliferacdo de bactérias patogénicas.

Para os outros géneros, observou-se o aumento significativo (p=0.019) da
proliferacdo do género Prevotella sp. (filo Bacteroidetes) em pacientes de IPSS alto. De fato,
Kleiner e colaboradores (2016) relataram o aumento da abundancia de Prevotella sp. 72 horas
apos suplementagao com ferro.

Adicionalmente, alguns trabalhos mostraram que Bacteroides sp., Prevotella sp.,
Clostridium sp., Streptococcus sp. € Enterococcus sp. podem produzir metabolitos genotdxicos,
como sulfeto de hidrogénio e sais biliares secundarios, que promovem inflamacao, danos no
DNA e carcinogénese no tecido epitelial intestinal (NICHOLSON et al., 2012). Enquanto que,
na defesa da homeostase intestinal, Bifidobacterium longum e Lactobacillus acidophilus sao
comensais protetores do intestino contra a colonizagdo por bactérias patogénicas, e produzem
butirato que age como um agente anticancerigeno. Além disso, cepas de Bifidobacterium sp.
podem afetar a formagdo de radicais livres, ligando o ferro a sua superficie, e promover a
renovagdo didria do epitélio do célon, enquanto cepas de Lactobacillus sp. podem reduzir o
efeito mutagénico dos acidos biliares (VIPPERLA; O’KEEFE, 2012).

Interessantemente, nosso estudo encontrou uma correlagdo negativa (-0.42) entre
os géneros Prevotella spp. e Akkermansia spp. em pacientes SMD. Esse fato pode propor uma
acdo protetora adicional promovida por Akkermansia spp., tal como a ag¢do mediada por
Bifidobacterium sp.. Essa suposta a¢do protetora pode estar comprometida, uma vez que a
abundancia de Akkermansia spp. encontra-se reduzida nos pacientes mais graves, facilitando

assim o aumento da proliferacdo do género Prevotella spp..



104

Neste contexto, também foi observada uma reducao (p=0.008) significativa do
género Prevotella spp. nos pacientes que estavam submetidos ao tratamento com EPREX. O
que demonstra um possivel efeito benéfico na microbiota, proporcionado pelo tratamento com
alfaepoetina, que parece controlar a prolifera¢do desse género.

No tocante aos demais parametros sanguineos, usados no calculo do escore
prognostico, foi vista correlagdo entre a mudanca de microbiota e os niveis de plaquetas. De
modo que a diminui¢do dos niveis de plaquetas (< 100000/mm?) foi proporcional ao aumento
(p=0.007) da abundancia do género Ruminococcus sp. na microbiota intestinal.

Neste ambito, sabe-se que o género Ruminococcus, em estudos anteriores, foi
altamente correlacionado positivamente com os niveis plasmaticos de N-6xido de trimetilamina
(TMAO) (WANG et al., 2015). Esse composto contribui diretamente para a agregacao
plaquetaria, aumentando o potencial de trombose e, adicionalmente, do surgimento de
aterosclerose. Os niveis elevados de TMAO no plasma em individuos predispde ao risco de
trombose, ataque cardiaco e acidente vascular cerebral (ZHU et al., 2016). Este achado pode
ndo ter relevancia clinica no ambito de prever a ocorréncia de trombose nesses pacientes, pois
com os niveis de plaquetas diminuidos, o risco de formagao de trombo também se encontra
minimizado. No entanto, empiricamente, pode-se hipotetizar a existéncia de algum feedback
negativo entre a abundancia de Ruminococcus sp., com consequente aumento de TMAOQ sérico,
e a produgdo de plaquetas pela medula 6ssea.

Outro achado relevante mediante as andlises dos géneros encontrados, referente aos
pacientes com SMD, foi a redu¢do significativa (p=0.009) da abundancia do género
Akkermansia sp. (filo Verrucomicrobia). Esse género de bactéria, mais precisamente a espécie
Akkermansia muciniphila, tem sido incluido na nova geragdo de bactéria benéfica (NAITO;
UCHIYAMA; TAKAGI, 2018).

E sabido ainda que adultos jovens abrigaram significativamente menos
Akkermansia spp. do que os idosos, tanto em termos de prevaléncia e abundancia. Além disso,
descobriu-se que os centendrios abrigam uma maior concentracdo de Akkermansia spp. e,
proporcionalmente, os semi-supercentenarios (individuos com uma idade de 105 ou mais) tém
um nivel ainda maior de Akkermansia spp. na microbiota intestinal. Propde-se que A.
muciniphila tenha um papel na satide imunolédgica e metabdlica das semi-supercentenarias,

tornando-se um biomarcador para o envelhecimento saudavel (GEERLINGS et al., 2018).
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Neste contexto, o género Akkermansia spp., juntamente com Bifidobacterium spp.,
s30 os géneros associados a saude, de modo que sua abundancia e / ou prevaléncia aumentam
de maneira expressiva com o avancar da idade, e desempenham papéis na promocao da
imunomodula¢do, na prote¢do contra a inflamacao e na manuten¢do da homeostase intestinal.
Assim sendo, tais géneros sdo considerados marcadores de longevidade (BIAGI et al., 2016).

Como seu proprio nome sugere, 4. muciniphila é responsavel pela manutencao da
camada de mucina, que reveste o epitélio intestinal. Para isso, 4. muciniphila degrada a mucina,
evitando o espessamento excessivo da camada, e estimula a producao dessa glicoproteina pelas
células caliciformes do epitélio intestinal, impedindo que a camada torne-se muito delgada
(DERRIEN; BELZER; DE VOS, 2017). Sabe-se que, devido ao ambiente reduzido no limen
do colon, o ferro pode formar complexos com a camada de mucina, certos aminoacidos,
proteinas e outros componentes alimentares (YILMAZ; L1, 2018). O ferro ligado a mucina pode
ser relativamente facil de ser acessado, o que, hipoteticamente, ocorre por meio dos sideréforos
de baixa afinidade a-hidroxiacidos e a-ceto-acidos (KORTMAN et al., 2014). Pode-se supor
assim que a presenca de 4. muciniphila mantém a camada de mucina, que funciona como um
“deposito” de ferro, que pode ser acessado mais facilmente pelas bactérias intestinais,
resultando na manutenc¢ao da homeostase desse microambiente.

Porém, a reduzida abundancia dessa bactéria encontrada em pacientes IPSS alto
(p=0.035) e em pacientes com hemoglobina < 8 g/dL (p=0.014) dificulta ainda mais o acesso
das bactérias a esse mineral, podendo agravar assim a disbiose intestinal presente nesse grupo
de pacientes, que ja possuem niveis baixos de ferro no organismo.

Nessa perspectiva, pode-se propor inclusive a ideia de que o aproveitamento do
ferro, oriundo do tratamento com sulfato ferroso e transfusdes sanguineas, ndo ¢ otimizado
nesses pacientes. Uma vez que a barreira de mucina pode ndo estar bem estruturada, em
decorréncia dos niveis baixos de A. muciniphila, e, consequentemente, sua atuacao no acesso
ao ferro pelas bactérias intestinais pode estar comprometida.

Outro fator agravante para esse grupo de pacientes ¢ o fato da bactéria A.
muciniphila estar relacionada a resposta ao tratamento quimioterdpico. Um recente estudo
analisou a microbiota de pacientes com cancer de pulmdo e carcinoma de células renais, e
encontrou que niveis fecais de 4. muciniphila estavam diretamente correlacionados com a
eficicia da imunoterapia com anti-PD1 (anticorpos monoclonais direcionados a proteina de

morte celular programada 1 [PD-1] presente em linfocitos). Nesse mesmo estudo, foi realizado
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o transplante fecal em camundongos “germ-free”, que receberam fezes oriundas de pacientes
ndo responsivos e responsivos a terapia. Os animais demonstraram a mesma resposta a terapia,
que os pacientes dos quais receberam o transplante fecal e, adicionalmente, apds a
administracdo oral de A. muciniphila os animais ndo respondedores restauraram a resposta a
imunoterapia (ROUTY et al., 2018).

No entanto, estudos sdo escassos a cerca da atuacdo desta bactéria nas
quimioterapias convencionais. Entretanto, sabe-se que além do impacto na eficacia da
quimioterapia, pacientes podem apresentar perfis de microbiota intestinal que favorecam ou
impecam a eficacia do tratamento, bem como modulem a toxicidade do medicamento e seus
efeitos colaterais (PANEBIANCO; ANDRIULLI; PAZIENZA, 2018). O presente trabalho nao
dispds de um numero representativo de pacientes submetidos a quimioterapia para que esse
parametro pudesse ser avaliado, porém, diante dos presentes achados, espera-se que uma
possivel correlagdo entre A. muciniphila e a resposta aos quimioterapicos seja elucidada em
estudos posteriores.

Em relacdo a variavel dependéncia transfusional, ndo foi vista reducdo significativa
do género Akkermansia sp. nos pacientes dependentes de transfusdo sanguinea. No entanto,
pode-se levantar a hipdtese de que o equilibrio dos niveis de ferro dos organismos sofra
alteracdes, geradas pelas transfusdes sanguineas, podendo alterar a concentracdo deste mineral
na microbiota e, consequentemente, alterar os niveis de abundancia desse género. Além do
ferro, demais metabolitos podem ser carreados para o organismo do receptor a partir das
transfusdes, alteracdes essas que podem influenciar na composi¢do da microbiota intestinal.
Entretanto, tal suposi¢do necessita ser fundamentada por testes adicionais.

Além desse, muitos outros sdo os fatores que podem influenciar na diminui¢ao da
abundancia de 4. muciniphila. Ao contrario do que ¢ comumente descrito na literatura, o
presente trabalho ndo encontrou correlagdo significativa entre os altos niveis de gordura
corporal (> 25%) e a abundancia de 4. muciniphila. Contudo, pode-se citar como uma possivel
causa a degradacao de polifendis presentes no intestino, resultante do aumento significativo de
Streptococcus, observado na maioria dos pacientes que apresentaram redu¢do de colonizag¢ao
por A. muciniphila. Dado que ha relatos de que polifendis derivados de uvas agem para
aumentar a abundancia de 4. muciniphila no trato intestinal e que, como resultado, demonstrou-

se houve a otimizacao da fun¢do da barreira intestinal (REUNANEN et al., 2015).
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Outros achados também apontam para a atuagdo de 4. muciniphila na manutengao
da integridade da barreira intestinal, tais como o aumento dos niveis intestinais de
endocanabinoides, implicados no controle da homeostase da barreira intestinal (KELLY et al.,
2019), que tem sido relacionado ao aumento da abundancia de A. muciniphila na microbiota
(BLAND; EDITOR, 2016).

Quando ha o comprometimento da fun¢do da barreira intestinal, ocorre o aumento
de sua permeabilidade, que acaba por permitir a passagem de produtos do metabolismo
bacteriano, assim como de seus constituintes, a exemplo dos lipopolissacarideos (LPS), que
gera ativacdo dos receptores do tipo toll-like (TLRs) presentes em diversas células do
organismo, como microglia, o que causa a liberacdo de citocinas inflamatorias no SNC
(YARANDI et al., 2016). Curiosamente, dentre outros danos, o LPS pode causar alteragdes
comportamentais durante uma infeccdo aguda ou até mesmo causar uma alteracdo tardia do
humor apos a doenga. Ha também relatos de que IgM contra LPS de bactérias intestinais sao
encontradas no sangue de pacientes com depressdo, sugerindo um potencial papel do LPS e da
perda de integridade da barreira intestinal na patogénese dessa doenca (MAES et al., 2012).
Mais recentemente foi visto aumento da proteina marcadora de permeabilidade intestinal,
zonulina, e do LPS no sangue de pacientes deprimidos em relagao aos controles ((STEVENS
etal., 2017).

Dentre os 8 pacientes com IPSS alto, 3 deles apresentavam sintomas de depressao
segundo a escala BECK. Fato que pode estar correlacionado ao possivel aumento da
translocacdo bacteriana e de seus componentes, facilitada pela redugdo de A. muciniphila e,
consequentemente, do comprometimento da integridade da barreira intestinal.

Além disso, outras fungdes intestinais sao comprometidas ao longo do processo de
envelhecimento, pelo qual os pacientes participantes deste estudo estdo passando. Dentre as
alteracdes de funcionalidade do organismo, inclui-se o declinio das func¢des das células de
Paneth do intestino ocasionando diminui¢do da produ¢do de peptideos antibacterianos e da
imunidade da mucosa mediada por IgA; a imunosenescéncia, caracterizada pelo aumento da
produgdo de citocinas pro-inflamatdrias e da permeabilidade da jun¢do célula-célula intestinal.
Além disso, anatomicamente, ha alteragdo da contratilidade da musculatura lisa e das
inervacdes neurais das células do trato gastrintestinal (MAN; GICHEVA; NICOLETTI, 2014).

Ademais, a exposi¢cdo concomitante a multiplas drogas / antibidticos, que ocorre

pela introdugdo de terapias com o passar da idade, juntamente com mudangas nos hébitos
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alimentares, geram perturbagdes na composi¢do nas fungdes do microbioma intestinal
(disbiose) (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

O presente trabalho ndo encontrou diferenga significativa na abundéncia dos filos
na microbiota intestinal de pacientes com e sem sintomas de depressdo. Entretanto, observou-
se reducdo (p=0.002) significativa na abundancia do género Ruminococcus sp..

Corroborando os resultados do presente estudo, uma revisao sistematica, realizada
por Fagiolini colaboradores (2019), descreveu que seis estudos, anteriores a 2018, relataram a
reducdo do género Ruminococcus sp. em pacientes com depressao maior.

O género Ruminococcus sp. € considerado parte da populagdo bacteriana produtora
de acetato propionato e butirato, oriundo da degradacdo de carboidratos em éacidos graxos de
cadeia curta (AGCCs), e que possuem propriedades neuroativas (YARANDI et al., 2016). Uma
diminuicdo nos niveis intestinais dessas bactérias relacionadas com a fermentacao precipita um
declinio na producao de AGCCs, que por sua vez causa disfun¢do da barreira intestinal (JIANG
et al., 2015), além da reducdo dos efeitos antidepressivos proporcionados diretamente pelo
butirato, caracteristica demonstrada por Bravo e colaboradores (2011).

Além do mais, foi descrita a participacao do género Ruminococcus sp., na produgao
de neurotransmissores ¢ neuromoduladores como produtos secundarios do seu metabolismo.
Podendo citar a produ¢do do acido gama-aminobutirico (GABA), que ¢ um neurotransmissor
inibitério importante no cérebro e os distirbios neuropsiquiatricos, incluindo ansiedade e
depressdo, t€ém sido associados a disfungdo do sistema GABA (MILLS et al., 2019). A
diminui¢do da produg¢do de GABA por Ruminococcus sp pode implicar no desequilibrio da
concentragdo desse neurotransmissor, agravando ainda mais os sintomas depressivos.

Outro composto que tem sua producdo regulada por Ruminococcus sp. € o
triptofano, precursor da serotonina. Crost e colaboradores (2018) demonstraram que sete genes
de R. bromii sdo regulados na presenca de R. gnavus. Estes genes, que incluem trpA, B, C, D,
E e G, estdo todos envolvidos na via biossintética do triptofano e sdo expressos quando nivel
de triptofano é baixo. Adicionalmente, R. gnavus ¢ capaz de descarboxilar o triptofano a
triptamina. Deste modo, nota-se a importancia desse género na regulagdo da producdo do
triptofano, podendo-se inferir que, em baixos niveis de proliferacdo de Ruminococcus sp., a
regulacdo da biossintese desse aminoacido se d4 de maneira deficiente e, na diminui¢do da
concentragdo de seu precursor, ha a redugdo da produgdo de serotonina, o que também pode

intensificar os sintomas depressivos.
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De modo contrario aos estudos que apontam o carater benéfico dos niveis
consideraveis de Ruminococcus sp. na microbiota intestinal, um estudo de Luki¢ e
colaboradores (2019) revelou a importincia de diminuir a proliferacio da espécie R.
flavefaciens para que os agentes antidepressivos alcancem seus efeitos terapéuticos, ou seja,
para reduzir o comportamento depressivo. O mecanismo dessas a¢des bacterianas pode
envolver o comprometimento da fosforilagdo oxidativa mitocondrial e a plasticidade neural
reguladas por genes do cortex pré-frontal. Assim, pode-se supor que pacientes depressivos que
apresentam reducdo na abundancia do género Ruminococcus estio mais sujeitos a apresentar
resposta ao tratamento com antidepressivos.

Além da depressao propriamente dita, existem inumeras evidéncias que confirmam
o papel da microbiota em transtornos de ansiedade e distirbios comportamentais semelhantes
(ZALAR; HASLBERGER; PETERLIN, 2018). Nesse contexto, sabe-se que o chamado “medo
do cancer” (fear of cancer recurrence [FCR]) ¢ considerado um sintoma psicologico
independente, definido como o medo, ou preocupacdo em relacdo a possibilidade de o cancer
voltar ou progredir. FCR também tem sido correlacionado com a presenca de sintomas
depressivos (JIANG et al., 2015). Um estudo de Okubo e colaboradores (2019) sugeriu que
niveis mais altos do filo Bacteroidetes, encontrados em pacientes com altos indices de FCR,
podem causar aumento da permeabilidade e inflamagdo da barreira intestinal e, assim,
influenciar o FCR. Adicionalmente, esses pesquisadores viram que os indices mais altos de
FCR foram significativamente associados com menor abundancia relativa do género
Ruminococcus spp..

Acreditando-se que a analise da sintomatologia FCR também pode ser aplicavel
para os casos de SMD, dado que esta doenca pode ser considerada uma neoplasia, ou doenga
pré-maligna, os resultados do estudo acima citado fomentam os achados do presente trabalho,
em que tanto os pacientes com IPSS alto, quanto os de subtipo AREB apresentaram redugao
significativa do género Ruminococcus spp., o que pode ter sido intensificado pela presenca da
sensa¢do FCR, ja que os pacientes sabiam da gravidade da SMD e muitos eram capazes de
entender a doenga como um tipo de cancer. No entanto, para confirmar tal suposi¢do seria
necessario aplicar o questionario, Concerns About Recurrence Scale (CARS) (OKUBO et al.,

2019), a fim de verificar a presenca e os graus de FCR apresentados pelos pacientes portadores

de SMD.
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Por ultimo, em relagdo as varidveis nutricionais, também avaliadas no presente
trabalho, notou-se apenas reducao (p=0.010) significativa do filo Tenericutes. De fato, Lowe e
colaboradores (2017), observaram que camundongos que receberam quantidades de alcool em
sua alimentagdo apresentaram reducdo significativa do filo Tenericutes. Essa redugdo, diante
do consumo de alcool, pode ser explicada pelo fato de que o filo Tenericutes ¢ conhecido por
ter sua abundancia reduzida sob condi¢des inflamatorias (GEERLINGS et al., 2018), condi¢oes
essas que podem ter sido geradas pelo carater pro-inflamatério do hébito do consumo de alcool
(LOWE et al., 2017).

Em conclusdo, os achados do presente estudo mostram uma importante correlagdo
entre alteragdes na microbiota intestinal e subtipos clinicos da SMD, bem como uma correlagao
inversa importante entre SMD de alto risco e os géneros Akkermansia spp. € Ruminococcus
spp., bem como deste tltimo com a presenca de sintomas de depressdo. Este estudo, portanto,
abre novas perspectivas para a condugdo de estudos clinicos com uso de estratégias probioticas

para o tratamento da SMD e como forma preventiva ao surgimento de transtornos depressivos.

7.1 Relato de caso: Sindrome de Bloom

A paciente chamada neste trabalho de SMD25, a fim de preservar sua identidade, ¢
portadora da Sindrome de Bloom, que ¢ uma doenga autossomica recessiva caracterizada por
fotossensibilidade, retardo de crescimento, hipogonadismo, imunodeficiéncia e predisposi¢ao
para desenvolvimento de malignidades (RESENDE et al., 2007).

Essa sindrome ¢ causada por muta¢do no gene BLM (15q26.1), que codifica a
proteina DNA helicase, essencial a manutenc¢do da estabilidade cromossdmica. A partir desse
comprometimento, hd aumento de crossing-overs, trocas entre cromatides irmas, e formagao de
figuras tri ou quadri-radiais. A instabilidade cromossomica ¢ responsavel pelo fenotipo
caracteristico e pela propensdo ao surgimento de malignidades, em especial a incidéncia de
linfomas (FROTA et al., 2015). Esta ultima caracteristica, pode justificar o fato da paciente ser
também portadora da SMD.

Em concordancia com as descri¢des na literatura a respeito da sindrome, a paciente

SMD25 apresentava déficit estatural e ponderal, dolicocefalia, méculas hipocromicas. Como
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consequéncia da propensdo ao surgimento de malignidades, a paciente, além dos carcinomas
de pele apresentados, foi acometida por um cancer de colorretal, sendo por fim colostomizada.

Apds sequenciamento da microbiota intestinal da paciente, notou-se o predominio
exacerbado do filo Verrucomicrobia, com discrepante abundancia relativa de Akkermansia spp..
Corroborando esse achado, Sanapareddy e colaboradores (2012) relataram que a abundancia do
filo Verrucomicrobia foi significativamente aumentada em amostras de bidpsia da mucosa de
pacientes com adenoma colorretal. Similarmente, Dingemanse e colaboradores (2015)
concluiram que A. muciniphila e Helicobacter typhlonius sdo os principais candidatos para a
modulacdo da génese do tumor intestinal causado pela microbiota.

E possivel supor assim que a predominancia de Akkermansia spp. na microbiota
intestinal da paciente SMD25 pode ter propiciado o surgimento do adenoma colorretal. No
entanto, como ndo houve acesso a paciente anteriormente a colostomia, tal suposi¢ao ndo pode
ser confirmada.

No que se refere a possivel causa elevada abundancia dessa bactéria, ha descrigdes
de que o filo Verrucomicrobia, em especial o género A. muciniphila, foi encontrado em altas
proporgdes (> 40%) na microbiota intestinal de pacientes que faziam uso prolongado de
antibidtico de amplo espectro, sem que houvesse manifestagcdes gastrointestinais significativas.
Sugerindo que, devido a resisténcia apresentada a vancomicina, metronidazol e penicilina G, o
género Akkermansia spp. pode suportar a antibioticoterapia, ao contrario de outros grupos de
bactérias mais susceptiveis a esses farmacos. Tal fato pode explicar a exacerbagdo na
proliferacdo intestinal do género Akkermansia spp. apresentada pela paciente SMD25, uma vez
que essa fazia uso continuo de antibioticoterapia profildtica e terapéutica, em decorréncia dos
multiplos processos infecciosos propiciados pela imunodeficiéncia tipica da sindrome de
Bloom.

Além disso, ¢ conhecida também a correlagdo inversa da abundancia de A.
muciniphila com o ganho de peso (KARLSSON et al., 2012). Neste ambito, foi descrito que a
abundancia desta bactéria no microbioma intestinal ¢ diretamente proporcional a expressdo de
genes ligados ao metabolismo e sintese de gordura em tecidos adiposos de camundongos
(SCHNEEBERGER et al., 2015). Neste ambito, foi relatado o surgimento de quadros de
desnutri¢do em ratos que apresentavam aumento da abundancia de 4. muciniphila na microbiota
intestinal, possivelmente pela promogdo exagerada da metabolizagdo da gordura no organismo

do animal (PREIDIS et al., 2015). Assim, ¢ interessante levantar a hipotese de que o quadro de
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desnutri¢ao, que acompanha os pacientes portadores da sindrome de Bloom, também observado
na paciente SMD25 (IMC 16.8), pode ser agravado pela colonizagdo acentuada de A.
muciniphila na microbiota intestinal.

Desta forma, tal caso clinico traz a tona a observagdo que, para a manutencao da
homeostase intestinal, a colonizacdo de A. muciniphila deve ocorrer de modo equilibrado na
microbiota. Ambos extremos, baixa e alta proliferacdo desta bactéria, ocasionam danos ao
organismo. No contexto, os altos niveis da abundéncia relativa dessa bactéria podem ter
precipitado a intensificada degradac¢do da camada de muco intestinal, facilitando a translocagao
bacteriana e os processos inflamatorios sistémicos; a alteragdo das vias de metabolizacao de
gordura, resultando em quadros de desnutricdo; e, de modo mais grave, a ocorréncia de
adenoma colorretal.

Mais analises acerca dessa paciente seriam de grande valia, porém tal paciente
evoluiu a 6bito, em decorréncia de um quadro grave de pneumonia, poucos meses apos sua

participacdo nesta pesquisa.

7.2 Limitagdes e Perspectivas

O presente estudo apresenta algumas limitagdes que podem ser suplantadas em
estudos futuros. De forma geral, a principal limitag¢ao deste estudo foi a avaliagdo da microbiota
de pacientes j4 em tratamento para a SMD e em apenas um momento (estudo transversal).
Estudos futuros precisam ser desenhados para avaliar as alteragdes na microbiota fecal de
pacientes recém-diagnosticados, bem como ao longo da doenca (estudos longitudinais), de
forma a se avaliar, de maneira mais precisa, o efeito preditivo da microbiota em relagido ao
progndstico da doenga e ao efeito do tratamento. Este tipo de abordagem se faz necessaria de
forma a se implementar em um futuro proximo estratégias terap€uticas a base de probidticos
e/ou prebidticos como forma de influenciar o curso clinico da SMD, bem como melhorar o
efeito dos farmacos utilizados no tratamento desta sindrome tdo grave e fatal. Em conjunto,

estas estratégias podem influenciar um melhor progndstico para a SMD.
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8 CONCLUSAO

e Os subtipos clinicos graves de SMD, bem como o alto escore IPSS, estdo ligados ao
detrimento do filo protetor Verrucomicrobia;

e Os subtipos clinicos graves de SMD, bem como o alto escore IPSS, estdo ligados ao
aumento dos géneros Prevotella spp. e Streptococcus spp., que podem comprometer a
homeostase intestinal;

e As terapéuticas usadas para SMD, tais como suplementa¢do com ferro, estimuladores
da eritropoiese e transfusdes sanguineas parecem interferir na composi¢do da
microbiota intestinal dos pacientes;

e A reducdo dos géneros Akkermansia spp. € Ruminococcus spp., importantes para a
manutencdo da barreira intestinal e regula¢do de neurotransmissores, pode influenciar
na saude imunoldgica e metabolica dos pacientes de subtipos clinicos graves de SMD;

e A reducdo da abundancia do género Ruminococcus spp. caracteriza um perfil de

microbiota peculiar nos pacientes SMD com sintomas de depressao.
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ANEXO I - INVENTARIO DE DEPRESSAO BECK

Nome: Idade: Data: / /

Este questionario consiste em 21 grupos de afirmagdes. Depois de ler
cuidadosamente cada grupo, faga um circulo em torno do numero (0, 1, 2 ou 3) préoximo a
afirmacdo, em cada grupo, que descreve melhor a maneira que vocé tem se sentido na ultima
semana, incluindo hoje. Se vérias afirmagdes num grupo parecerem se aplicar igualmente
bem, faca um circulo em cada uma. Tome cuidado de ler todas as afirmacées, em cada

grupo, antes de fazer sua escolha.

0 Nao me sinto triste
Eu me sinto triste
Estou sempre triste € ndo consigo
sair disto
3 Estou tdo triste ou infeliz que nao
consigo suportar

0 Nao me sinto decepcionado comigo
mesmo

7 | 1 Estou decepcionado comigo mesmo
Estou enojado de mim

3 Eume odeio

N —

0 Nao estou especialmente
desanimado quanto ao  futuro

; . que os outros
1 Eu me sinto desanimado quanto ao . . .
futuro 1 Sou critico em relagdo a mim por

2 2 Acho que nada tenho a esperar 8 minhas fraquezas ou erros
q P 2 Eume culpo sempre por minhas falhas

3 Acho o futuro sem esperangas e
) . . 3 Eu me culpo por tudo de mal que
tenho a impressdo de que as coisas

0 Nao me sinto de qualquer modo pior

nao podem melhorar acontece
Nao me sinto um fracasso

1 Acho que fracassei mais do que uma 0 Nao tenho quaisquer ideias de me
pessoa comum matar

3 2 Quando olho pra tras, na minha vida, 9 1 Tenho ideias de me matar, mas nao as

tudo o que posso ver ¢ um monte de executaria
fracassos 2 Gostaria de me matar

3 Acho que, como pessoa, sou um 3 Eu me mataria se tivesse oportunidade

completo fracasso
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0 Tenho tanto prazer em tudo como
antes 0 Nao choro mais que o habitual
1 Nao sinto mais prazer nas coisas 1 Choro mais agora do que costumava
4 como antes 10 2 Agora, choro o tempo todo
2 Nao encontro um prazer real em 3 Costumava ser capaz de chorar, mas
mais nada agora ndao consigo, mesmo que o
3 Estou insatisfeito ou aborrecido com queria
tudo
0 Nao sou mais irritado agora do que ja
0 Nao me sinto especialmente culpado fui
1 Eu me sinto culpado grande parte do 1 Fico aborrecido ou irritado mais
tempo facilmente do que costumava
5 . . 11 . .
2 Eu me sinto culpado na maior parte 2 Agora, eu me sinto irritado o tempo
do tempo todo
3 Eu me sinto sempre culpado 3 Nao me irrito mais com coisas que
costumavam me irritar
0 Nao perdi o interesse pelas outras
pessoas
0 Nao acho que esteja sendo punido 1 Estou menos interessado pelas outras
6 1 Acho que posso ser punido 1 pessoas do que costumava estar
2 Creio que vou ser punido 2 Perdi a maior parte do meu interesse
3 Acho que estou sendo punido pelas outras pessoas
3 Perdi todo o interesse pelas outras
pessoas
0 Tomo decisdes tdo bem quanto antes o .
. o . 0 O meu apetite ndo estd pior do que o
1 Adio as tomadas de decisdes mais .
habitual
do que costumava 1  Meu apetite ndo ¢ tdo bom como
13| 2 Tenho mais dificuldades de tomar | 18 P
o~ costumava ser
decisdes do que antes o
~ . . 2 Meu apetite € muito pior agora
3 Absolutamente ndo consigo mais ~ . .
- 3 Absolutamente ndo tenho mais apetite
tomar decisdes
0 Nao acho que de qualquer modo 0 Nao tenho perdido muito peso se ¢ que
pareco pior do que antes perdi algum recentemente
1 Estou preocupado em estar 1 Perdi mais do que 2 quilos e meio
14 parecendo velho ou sem atrativo 19 2 Perdi mais do que 5 quilos
2 Acho que ha mudangas permanentes 3 Perdi mais do que 7 quilos
na minha aparéncia, que me fazem Estou tentando perder peso de
parecer sem atrativo propdsito, comendo menos:
3 Acredito que parego feio Sim Nao
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15

0 Posso trabalhar tdo bem quanto antes

E preciso algum esforgo extra para
fazer alguma coisa

Tenho que me esfor¢car muito para
fazer alguma coisa

Nao consigo mais fazer qualquer
trabalho

20

0 Nao estou mais preocupado com a
minha satide do que o habitual

1  Estou preocupado com problemas
fisicos, tais como dores, indisposi¢ao
do estdbmago ou constipagdo

2 Estou muito preocupado com
problemas fisicos e ¢ dificil pensar em
outra coisa

3 Estou tdo preocupado com meus
problemas fisicos que ndo consigo
pensar em qualquer outra coisa

16

Consigo dormir tdo bem como o

habitual
Nado durmo tdo bem como

costumava
Acordo 1 a 2 horas mais cedo do que
habitualmente e acho dificil voltar a
dormir

Acordo varias horas mais cedo do
que costumava e nao consigo voltar
a dormir

21

0 Nao notei qualquer mudanga recente
Nno meu interesse por sexo

1 Estou menos interessado por sexo do
que costumava

2 Estou muito menos interessado por
sexo agora

3 Perdi completamente o interesse por
sexo

17

Nao fico mais cansado do que o
habitual
Fico cansado mais facilmente do que
costumava

Fico cansado em fazer qualquer
coisa

Estou cansado demais para fazer
qualquer coisa

Total:
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psicolégicos. Os pacientes sac confrontados com os desafios, no curso clinico instavel de sua doenga,
podendo desenvolver ansiedade e depressdo. A perturbagdo da estabilidade emocional pode resultar em
complicagées incluindo citopenias graves e, em casos mais intensos, progressao para LMA. Alteragdes na
composigdo da microbiota intestinal s8o um dos fatores relacionados 2 patogénese de diversas doengas,
incluindo a depressaoc. Adicionalmente, sabe-se que alteragdes nos niveis de neurctrofinas, come o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), alteragdes oxidativas e inflamatérias também correlacicnam-se
com esse transtorno de humor. Neste contexto, o presente projeto tem come objetive utilizar a biblioteca
gendmica RNAr 16S como ferramenta para a caracterizagao da microbiota fecal, além disso, investigar
alteragdes em biomarcadores

Enderege: Rua Cel. Nunas de Melko, 1000

Bairro: Rodolfo Tedtlo CEP: §0430-275
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
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inflamatdrios, oxidativos, neurotdfices e LPS sanguineo em pacientes portadores de SMD, correlacionando
os achados com a presenga de sintomas de depressao. Para tanto, serdo coletadas amostras fecais e
sanguineas de 100 idosos distribuidos em quatro grupos: idesos pertadores de SMD com e sem sintomas
de depress3o e idosos sauddveis com e sem sintomas de depressaoc. O perfil da microbiota serd analisado
pela técnica de sequenciamento génico e os parametros sanguinecs serdo avaliados per meio da técnica de
ensaio imunoenzimatico (ELISA) e espectrofotometria. O projeto tem como intuito elucidar qual a correlagdo
entre o perfil da microbicta intestinal e os processos inflamatérios, oxidativos, neurotréficos com a presenga
de transtorno de humor unipolar em pacientes portadores de SMD.

Objetivo da Pesquisa:

Utilizar a biblicteca gendmica RNAr 16S como ferramenta para a caracterizagdo da microbiota fecal e
investigar alteragbes em biomarcadores inflamatérios, oxidativos, neurotéficos e LPS sanguinec de
pacientes portadores da Sindrome Mieledisplasica, correlacionando os achados com a presenga de
transtorno de humor unipolar.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Caso haja algum constrangimento em relagdo as perguntas do questiondrio, o participante podera
interromper a entrevista a qualquer memento. Durante a pungdo venosa podera ocorrer algum grau de
desconforto, risco minimo de sangramento e formagao de hematema ne lecal da pungac venosa.

O participante deste estudo naoc terd nenhum beneficio direto pela sua colaboragde na pesquisa. Entretanto,
o possivel beneficio provenientes da pesquisa & proporcionar a realizagac de um estudo que traga mais
explicagées acerca da influéncia das bactérias benéficas do intestino no desenvelvimento da Sindrome
Mielodisplasica e na depressaoc. Os achados durante o estude servirdo de base para possiveis programas
de tratamento inovaderes, que possibilitem a2 melheria na qualidade de vida desse grupe de pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Acredita-se que a composigac da microbiota intestinal de pacientes portadores da Sindrome Mielodisplasica
desempenha uma importante fungdc no eixo bidirecional que integra o intestino e o Sistema Nervoso
Central. De modo que alguns dos perfis de microbiota intestinal podem favorecer o surgimento de
transtornos depressivos unipolares e afetar o desenvolvimento da doenga. E, de modo inverso, a presenga
da SMD podera afetar a composigao da microbiota dos individuos em comparagao aos individuos
sauddaveis. Além disso, & possivel supor que a depressao

Enderego: Rua Cel. Nunas da Melo, 1000
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Sagea 02 do Oe

127



128

UNIVERSIDADE FEDERAL DO W
CEARA/ PROPESQ asil

Cortnuagdo do Parecas: ° 726 743

& capaz de causar um pior progndstico no tratamento da SMD, devido a um aumentc em citocinas pré-
inflamatérias, queda de neurotrofinas, aumento de processos oxidativos e LPS sanguinec.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Todos os termos de apresentagao obrigatéria foram apresentados. A pesquisadora refez TCLE incluindo os
rscos minimos associados a pungdo venosa e desconforto gerado pela coleta de sangue bem come versio
e data da ultima medificago.

Recomendagoes:

Nao se aplica.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao se aplica.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[_Tlpo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagbes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 22/08/2016 Acaito
doProjgto  |ROJETO 7687530af 114138 1
TCLE/Termosde |TCLE_SMD_Giovanna_Riello.pdf 22/08/2016 |Giovanna Riello Aceito
Assentimento / 11:32:44 |Barbosa Correia
Justificativa de
Auséncia
Outros 06_CV_Monique.pdf 12/08/2016 |Giovanna Riello Acaito
10:42:46  |Barbosa Correia
Outros 06_CV_DrRonald.pdf 12/08/2016 |Giovanna Riello Acaito
- 104230 10arboss Comreig
Outros 05_CV_David_Freftas.pdf 12/08/2016 |Giovanna Riello Acaito
10:42:17 |Barbosa Correia
Outros 06_CV_Danielle_Macedo.pdf 12/08/2016 |Giovanna Riello Acaito
10:42:00 |Barbosa Correia
Outros 11_anuencia_drrenan.pdf 12/08/2016 |Giovanna Riello Acaito
10:40.10 _13arboss Corraig
Declaragdo de 05_autorizacao_da_unidade_clinica_me| 12/08/2016 |Giovanna Riello Acaito
Instituigdo e dica.pdf 10:39:35 |Barbosa Correia
Lnfraestruturs
Folha de Resto 01_folha_rosto.pdf 09/08/2016 |Giovanna Riello Acaito
10:16:51 |Barbosa Correia
Outros Utilizacao_Dados.pdf 03/08/2016 |Giovanna Riello Aceito
_ 14:19:39 12arbosa Comraig
Outros Declaracac_Fiel_Depositario. pdf 03/08/2016 |Giovanna Riello Aceito
Enderego: Cel, Nunas da Melo, 1000
Bairro: Rodollo Tedtlo CEP: B0 430-275
UF: CE Municipie: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8324 E-mall: comepe@uicbe
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Outros Declaracac_Fiel_Depositario. pdf 14:19:06 |Barbosa Correia Aceito

Outros Carta_Apreciacao_Comite.pdf 03/08/2016 |Giovanna Riello Aceito
14:18:05 |Barbosa Correia

Outros Curriculo_lattes_Giovanna_Riello.pdf 03/08/2016 |Giovanna Riello Aceito
141710 i

Projete Detalhado / | Projeto_SMD_Giovanna.pdf 03/08/2016 |Giovanna Riello Acaito

Brochura 14:14:12 |Barbosa Correia

Orgamento Orcamento_pdf 03/08/2016 |Giovanna Riello Aceito
14:13:30  |Barbosa Correia

Decdlaragio de Declaracac_Cencordancia.pdf 03/08/2016 |Giovanna Riello Aceito

| Pesquisadores 14.13:02 i

Declaragdo de Autorzacac_Institucional pdf 03/08/2016 |Giovanna Riello Aceito

Instituigdo e 14:12:18 |Barbosa Correia

Lnfraestrutura

Cronograma Cronograma.pdf 03/08/2016 |Giovanna Riello Acaito
14:11:47 | Barbosa Correia

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

FORTALEZA, 14 de Setembro de 2016

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)
Enderego: Fua Cel. Nunas da Melo, 1000
Bairro: Rodollo Tedtlo CEP: §0430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (05)3366.-8344 E-mall: comepe@uicbe
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APENDICE I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESQUISA: “Caracterizagao da microbiota intestinal e investigacdo de biomarcadores
sanguineos de pacientes com transtorno de humor unipolar e portadores da Sindrome
Mielodisplasica”

Coordenador: Profa. Dra. Danielle Macédo Gaspar

Prezado (a) colaborador (a),

Vocé é convidado(a) a participar desta pesquisa, que tem como titulo “Caracterizagéo
da microbiota intestinal e investigacdo de biomarcadores sanguineos de pacientes
com transtorno de humor unipolar e portadores da Sindrome Mielodisplasica”, e
envolve um grupo de profissionais clinicos para o seu melhor atendimento. Leia
atentamente as informagdes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar, para que
todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

1. PARTICIPANTES DA PESQUISA: Sua participagdo, assim como dos outros
convidados, ocorrera por livre e espontdnea vontade, participando da pesquisa

somente os voluntarios que forem convidados e concordem em colaborar.

2. ENVOLVIMENTO NA PESQUISA: Ao participar deste estudo vocé deve responder
a 3 (trés) questionarios: envolvendo (1) Perguntas pessoais sobre o estado emocional;
(2) Avaliagao dos habitos nutricionais; (3) Analise de sintomas da doenga e de quais
medicamentos estdo sendo utilizados nos ultimos 3 meses. Para responder aos
questionarios, vocé ira ceder cerca de 30 minutos de seu tempo, para isso sera
aproveitado o periodo de espera pela consulta, sem correr o risco de perder sua vez.
Por fim, sera solicitada a coleta de amostra de fezes para analisar as bactérias que

fazem bem ao seu intestino.

Ao iniciar o estudo, vocé respondera as perguntas sobre seus sentimentos, aspectos
gerais sobre habitos alimentares e sobre as suas atividades diarias. Vocé sera
orientado sobre como devera fazer a coleta de amostra fecal e recebera um pote para
coleta, juntamente com um guia explicativo para Ihe orientar. A coleta dessa amostra

sO sera realizada uma Unica vez.
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Lembramos que vocé tem a liberdade de se recusar a participar e pode ainda
deixar de responder a qualquer questionario, sem nenhum prejuizo ao seu
tratamento clinico usual. Além disso, ainda tem o direito de ficar com uma das

vias do termo de consentimento.

3. RISCOS: Nao ha riscos conhecidos relativos a sua participacdo no estudo. Pode
ser que vocé ache algumas perguntas muito pessoais. Se isso ocorrer, vocé nao tera
que respondé-las. Se o questionario despertar emogdes negativas, vocé podera
interromper a entrevista a qualquer momento. Lembrando que os procedimentos
realizados nesta pesquisa seguem as normas estabelecidas pela Resolugdo 466/12
do Conselho Nacional de Saude, que orienta os estudos com seres humanos.

4. BENEFICIOS: Ao participar desta pesquisa vocé ndo devera ter nenhum beneficio direto.
Entretanto, os possiveis beneficios que vocé tera com a pesquisa é proporcionar a realizagéo
de um estudo que traga mais explicagdes acerca da influéncia das bactérias benéficas do
intestino no desenvolvimento da Sindrome Mielodisplasica e na depressdo. Os achados
durante o estudo servirdo de base para possiveis programas de tratamento inovadores, que

possibilitem a melhoria na qualidade de vida desse grupo de pacientes.

5. PAGAMENTO: Vocé nao tera nenhum tipo de despesa por participar desta
pesquisa, e nada sera pago por sua participagao. Entretanto, se vocé desejar, podera
ter acesso a cépias dos relatérios da pesquisa contendo os resultados do estudo. Para

tanto, entre em contato com o pesquisador responsavel no endereco abaixo.

Endereco do responsavel pela pesquisa:

Nome: Giovanna Riello Barbosa Correia

Instituicao: Nucleo de Pesquisas e Desenvolvimento de Medicamentos — NPDM
Endereco: Rua Coronel Nunes de Melo, 1000, Rodolfo Tedfilo

Telefone do Coordenador de Pesquisa: 3366-8036

ATENCAO: Para Informagdes sobre sua participagéo na Pesquisa, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da UFC

6. CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Todas as informacgdes coletadas neste
estudo serdo estritamente confidenciais. Apenas os membros do grupo de pesquisa

terdo conhecimento das respostas, seu nome ndo sera mencionado em nenhum
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momento. Todos os dados serdo analisados em conjunto, garantindo o carater
anénimo das informacgdes. Os resultados poderdo ser utilizados em eventos e

publicagdes cientificas, sempre resguardando sua identidade.

Tendo compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participagdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das
minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participagao
implica, concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO
DA PARTICIPACAO COMO SUJEITO

CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO.

Nome do participante:

Nome do membro da equipe de pesquisa:

Local e Data:

Assinatura do participante:

Assinatura do membro da equipe de pesquisa:

Coordenador do Projeto

Profa. Dra. Danielle Macédo Gaspar
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APENDICE II - EXCERTO DA TABELA DE METADADOS: CARACTERIZACAO DOS PACIENTES.

SamplelD SMD EPREX Depressdo C[aSSIflcag SMD Risco Caridtipo Depe'nden Her.noglob Hen.'loglob Plaquetas IPSS SCLEUIE R FLOR Fumante Etilista
ao SMD ina2 ina orporal orporal2
C32 Controle Nao Nao Controle Controle Controle N&o NA NA NA Controle NA NA NA NA
C33 Controle N&o Nao Controle Controle Controle N3o NA NA NA Controle NA NA NA NA
C34 Controle Nao Nao Controle Controle Controle Ndo NA NA NA Controle 30'855555 25-35% Fumante e:ill?s?ca
21,471972 Na
C35 Controle N&o Nao Controle Controle Controle Nao NA NA NA Controle ! 03 25% Fumante etil?sc;a
C36 Controle Nao Sim Controle Controle Controle Ndo NA NA NA Controle 37,669100 35% Nao N?o
41 fumante etilista
Cc37 Controle N&o Nao Controle Controle Controle Nao NA NA NA Controle 29,644376 25-35% Nao l\'lz.ao
73 fumante etilista
~ ~ ~ 23,547829 -
Cc38 Controle Nao Nao Controle Controle Controle Ndo NA NA NA Controle 08 25% Fumante Etilista
35,024246 Na Na
C39 Controle N&o Nao Controle Controle Controle N3o NA NA NA Controle ! 35% 0 'z.ao
42 fumante etilista
Cc40 Controle Nao Sim Controle Controle Controle Ndo NA NA NA Controle 28,671440 25-35% Nao N?o
45 fumante etilista
Cca1 Controle N&o Nao Controle Controle Controle Nao NA NA NA Controle 35’386;’474 35% Fumante e'z\ill?sc;a
- - . 34,255295 -
Cc42 Controle Nao Nao Controle Controle Controle Ndo NA NA NA Controle 5 25-35% Fumante Etilista
C43 Controle N&o N&o Controle Controle Controle Nao NA NA NA Controle 33,147247 25-35% Nao l\'lz.ao
23 fumante etilista
ca4 Controle Nao Sim Controle Controle Controle Ndo NA NA NA Controle 33,133426 25-35% Nao Etilista
85 fumante
C45 Controle N&o Sim Controle Controle Controle N3o NA NA NA Controle 35,305059 35% Ndo l\'lz.ao
3 fumante etilista
29,678665 Na
Ca46 Controle Nao Nao Controle Controle Controle Ndo NA NA NA Controle ! 18 25-35% Fumante etil?s?ca
ca7 Controle N&o Sim Controle Controle Controle Nao NA NA NA Controle 29,678665 25-35% Nao l\'lz.ao
18 fumante etilista
SMD1 SMD Sim Sim AREB Alto Alterado Sim 10,3 >10 >100.000 Baixo risco 36,365194 35% Ndo l\'IE.IO
68 fumante etilista
50.000 - Int di  46,543995
SMD2 SMD Sim N3o ARSA Baixo Normal N3o 8,6 8-10 100,000 n 2:28 boAs 5 35% Fumante Etilista
SMD3 SMD Sim N3o cRom  Intermedi o rado Sim 7,5 <8 5100000 'Mermedi 42558838 ., Fumante Nao
ario ario 95 etilista
SMD4 SMD Nio Sim crom  Itermedio o rado Nao 12,7 >10 50.000- i orisco 4012314 oo Fumante Néo
ario 100.000 08 etilista
. . Intermedi . . X
SMD5 SMD Nao Nao CRDM ario NA Nao 13,3 >10 <50.000 Baixo risco NA NA NA NA
18,242036 Na
SMD6 SMD N3o Sim AREB Alto Alterado N3o 6,1 <8 <50.000 Alto risco ! 25% Fumante @0

47 etilista
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Dependén  Hemoglob Hemoglob Gordura_c Gordura_c

SamplelD EPREX Depressao Sz SMD Risco Caridtipo

do SMD ina2 ina Plaquetas orporal orporal2 Etilista
SMD7 SMD N3o N3o cRom  Intermedi o rado N3o 6,3 <8 >100.000 Altorisco #A16323 5oy Nao Nao
ario 58 fumante etilista
SMD8 SMD Sim Sim AR Baixo Normal Ndo 4,2 <8 >100.000 Alto risco 38,209880 35% Ndo l\'lz.ao
04 fumante etilista
SMD9 SMD Sim N3o AR Baixo Normal N3o 6,8 <8 <50.000 'ntzrr?;em NA NA NA NA
Intermedi 23,921879
SMD10 SMD Sim N3o cRom " 2:28 " Normal Sim 6,9 <8 >100.000 Altorisco < 25% Fumante Etilista
SMD11 SMD Sim Sim AREB Alto Alterado N3o 9,6 8-10  >100.000 Baixorisco 027866 5oy Nao Nao
09 fumante etilista
SMD12 SMD N3o N3o ARSA Baixo Alterado N3o 11,6 >10 <50.000 'Mermedi 36359958 .., Nao Etilista
ario 7 fumante
. . . ) 24,854506 »
SMD13 SMD Sim N3o AREB Alto Alterado Sim 6,8 <8 <50.000 Alto risco 36 25% Fumante Etilista
SMD14 SMD Nio Sim crom  mtermedi o al Sim 9,5 8-10 20000~ b orisco 16824356 5o Fumante Nao
ario 100.000 51 etilista
SMD15 SMD N3o N3o smp-RT ntermedi o al N3o 11,9 >10 <50.000 Baixorisco 2220070 5eg Nao Etilista
ario 5 fumante
Intermedi 44,392077 N3 N3
SMD16 SMD Sim Sim CRDM  erMedl jterado N3o 8,5 8-10  >100.000 Baixorisco 7 35% 0 90
ario 17 fumante etilista
SMD17 SMD Sim Sim cRom  Imtermedi o al N3o 8,6 8-10 <50000 'mtermedi 24526070 ., Fumante Nao
ario ario 5 etilista
SMD18 SMD Sim Nado ARSA Baixo Alterado Ndo 10,4 >10 >100.000 Baixo risco NA NA NA NA
SMD19 SMD Sim Sim cRom  Imtermedi Al N3o 10,7 >10 i S e Fumante Nao
ario 100.000 8 etilista
SMD20 SMD Nado Nado AR Baixo Alterado Ndo NA NA >100.000 Alto risco NA NA NA NA
SMD21 SMD Sim N3o ARSA Baixo Normal Nao 9,6 8-10 30.000- o orisco 727680 oo ace Nao Nao
100.000 85 fumante etilista
. . ) ) 50.000 - _ 44,608864 \ N3o N3o
SMD22 SMD Sim Sim ARSA Baixo Normal Nao 9,75 8-10 100.000 Baixo risco 34 35% fumante etilista
42,267031 N3 N3
SMD23 SMD Sim Sim AREB Alto Alterado Sim 6,9 <8 >100.000 Alto risco ! 35% @ .2.‘0
58 fumante etilista
. . ) . _ 40,203852 .
SMD24 SMD Sim Sim ARSA Baixo Normal Nao 9,8 8-10 >100.000 Baixo risco 35 35% Fumante Etilista
SMD25 SMD X N3o AREB Alto Alterado Sim 7 <8 < 50.000 Alto risco el e 35% AL Etilista
81 fumante
SMD26 SMD Nio Sim SMD-RT '”tzrr?c’fd' Alterado Nao 8,98 8-10 igé) 88(; Baixo risco 30’7;386 936 )5.35%  Fumante  Etilista
. . . ) 24,573413 »
SMD27 SMD N3o N3o AREB Alto Alterado N3o 12,8 >10 >100.000 Alto risco 3 25% Fumante Etilista
SMD28 SMD Sim N3o ARSA Baixo Alterado N3o 8,6 8-10  >100.000 Baixorisco 2440807 o5 35g Nao Nao
32 fumante etilista
. . ) 3 17,437942 »
SMD29 SMD Sim Nao ARSA Baixo Normal Nao 7,9 <8 >100.000 Baixo risco 24 25% Fumante Etilista
37,543397 N3
SMD30 SMD Sim Sim ARSA Baixo Alterado Ndo 8,7 8-10 >100.000 Baixo risco ! 35% Fumante @0

37 etilista



