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RESUMO

Durante o climatério ocorrem mudancas hormonais, bioguimicas e metabolicas que podem
alterar a qualidade de vida da mulher. A microbiota intestinal vem sendo investigada por também
sofrer modificagdes conforme a faixa etéria e condi¢cbes hormonais encontradas no organismo
feminino. A busca por uma microbiota intestinal equilibrada vem sendo debatida sob diversas
perspectivas e associada a condi¢Ges de salde ou doenca, 0 que ainda é pouco relatado na fase
do climatério. Objetivo: Identificar a microbiota intestinal de uma coorte de mulheres em fase de
climatério na cidade de Ouro Preto — MG e correlacionar com a presenca de alteragcdes nos
padrdes bioguimicos e hormonais dessa coorte. Métodos: Foram selecionadas 70 mulheres com
idades entre 40 a 65 anos em fase de climatério, distribuidas em trés grupos conforme critério
STRAW para envelhecimento reprodutivo. Reprodutivo (n=11) Pré menopausa (n=15) e P6s
menopausa (N= 44). Foram realizadas entrevistas, coletas de sangue para avaliagdes bioquimicas
e hormonais. A microbiota intestinal foi avaliada a partir de amostras fecais por gPCR onde
foram analisados quatro géneros Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus, Clostridium. Nove
amostras desse grupo foram analisadas por sequenciamento do gene RNA ribossomal
(L6SrRNA) através da tecnologia Illumina. Resultados: Pardmetros bioquimicos que
apresentaram diferenca entre os trés grupos foram Ureia, célcio e &cido urico (p<0,05). A qPCR
indicou que o género Clostridium era 0 mais abundante em todos 0s trés grupos e apresentava
diferenca significativa entre grupo Reprodutivo e P6s menopausa (p= 0,0003). Encontrada uma
correlagéo para Bifidobacterium e FSH (r= 0,642 p valor:0,0372), Bacteroides e FSH (r=0,656
p valor: 0,0322), Lactobacillus e célcio (rho= 0,526 p valor:0,0438). A analise do
sequenciamento indicou 13 géneros mais abundantes: Faecalibacterium, Bacteroides,
Agathobacter, UCG-002, Christensenellaceae, Roseburia, Prevotella, Subdoligranulum,
Dialister, Eubacterium coprostanoligenes, Escherichia-Shigella, Blautia, UCG-005, bem como
os metabolitos possiveis reforcando a hipdtese de que a composicdo da microbiota afeta os
pardmetros glicometabolicos e hormonais. Em conjunto podemos concluir que as mudangas
hormonais e glicometabdlicas no climatério na populacgdo estudada é acompanhada por alteracdo
significativa na microbiota fecal em relacdo ao género Clostridium e esse estudo contribui para
uma visdo preliminar acerca da composi¢do da microbiota intestinal no climatério, abrindo uma

ampla perspectiva para novos estudos.

Palavras chaves: Microbiota; Climatério; Menopausa; RNA ribossomal 16S; gPCR;

Sequenciamento.



ABSTRACT

Hormonal, biochemical, and metabolic changes during the climacteric period may alter the
quality of life of women. The intestinal microbiota changes due to age and hormonal conditions
found in the female utilize fecal samples for such investigation. The pursue of a balanced
intestinal microbiota has been discussed from many perspectives. That is why it has been
associated with health or disease conditions, which remain poorly understood under the
climacteric phase. Thus, this study aimed to identify the fecal microbiota other than biochemical
and hormonal parameters of a cohort of women at the climacteric phase in the city of Ouro Preto
— MG, Brazil. 70 women aged from 40 to 65 years old at the climacteric stage were recruited and
distributed into three groups according to STRAW criteria for reproductive aging: reproductive
(n=11), premenopausal (n=15), and postmenopausal (n=44). All women responded to a
questionnaire whereas blood samples were collected for biochemical and hormonal
characterization. The intestinal microbiota was analyzed from fecal samples by gPCR through
the genera Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus, and Clostridium. Nine samples from this
group had the ribosomal RNA (16SrRNA) sequenced by Illumina technology. Results: All
following biochemical parameters showed differences among the three groups: urea, calcium,
and uric acid (p <0.05). The gPCR findings revealed the genus Clostridium as the most abundant
in all three groups with a significant difference between Reproductive and Post-menopausal
groups (p=0.0003). In addition, a correlation was found for Bifidobacterium and FSH (r= 0.642
p-value:0.0372); Bacteroides and FSH (r=0.656 p-value: 0.0322) and Lactobacillus and calcium
(rho=0.526 p-value: 0.0438). The 13 most abundant genera showed by sequencing analysis were
Faecalibacterium, Bacteroides, Agathobacter, UCG-002, Christensenellaceae, Roseburia,
Prevotella, Subdoligranulum, Dialister, Eubacterium/coprostanoligenes, Escherichia-Shigella,
Blautia, and UCG-005. Take together we can conclude that the climacteric, hormonal and
glycometabolic changes in the climacteric in the studied population are accompanied by a
significant change in the fecal microbiota in relation of the genus Clostridium and that this study
contributes to a preliminary view of the composition of the intestinal microbiota in the climacteric

phase, opening a broad perspective for news studies.

Key words: Microbiota; Climacteric; Menopause; 16S ribosomal RNA; gPCR; Sequencing.
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1 INTRODUCAO

A transicdo fisioldgica do periodo reprodutivo para o ndo reprodutivo na mulher é
denominada climatério. Nessa fase se destacam as alteracdes hormonais que se relacionam com
aparecimento de sinais e sintomas vasomotores, urogenitais, cognitivos e psicolégicos
(BRASIL,2008). Também tem sido descrito a ocorréncia de desordens metabdlicas como
obesidade, diabetes mellitus, aumento do risco de doencas cardiovasculares e alteracdes do
tecido 6sseo nesse periodo (SOBRAC, 2013).

Foi demonstrado que a microbiota intestinal, conjunto de bactérias que habitam o
intestino, sdo influenciadas por alteragdes dos hormdnios sexuais femininos ao passo que elas
também impactam de maneira significativa os niveis de estrogénios (FLORES et al., 2012) que
na fase de climatério tem um decaimento significativo.

O intestino abriga em torno de 100 trilhdes de microrganismos que desempenham
fungBes importantes para a satde humana. Quando se instala um processo de disbiose dessa
microbiota intestinal podem ocorrer processos inflamatérios, ma absorcao de nutrientes, o que
contribui para o aparecimento de doencas metabdlicas e imunoldgicas (KRISS et al., 2018).

Na ultima década houve uma expansdo nas pesquisas para conhecer a composi¢do da
microbiota intestinal e sua relacdo com processos de salde e doenca nos seres humanos. O
Projeto Microbioma Humano (HMP) caracterizou a microbiota de 300 individuos, j& 0 MetaHit
catalogou 3 milhGes de genes presentes no metagenoma intestinal (BIELANSKI; HABER,
2012; LI et al., 2014). A busca do que seria uma microbiota intestinal saudavel vem sendo
debatida sob diversas perspectivas, estudos tem associado géneros e suas espécies a obesidade,
diabetes, doencas gastrintestinais, alergias dentre outras (BHATTARAI; MUNIZ PEDROGO;
KASHYAP, 2017; MACHIELS et al., 2014). O que ja € consenso € que a microbiota intestinal
tem uma assinatura para cada individuo, ela se altera conforme a fase da vida e pode ser
modulada por diversos fatores como: dieta consumida, etnia, pratica de exercicio fisico, uso de
antibioticos (RINNINELLA et al., 2019).

Mulheres em fase de climatério tem sua microbiota vaginal bem descrita na literatura,
porém ainda sdo reduzidos os estudos inferidos sobre sua microbiota intestinal. Compreende-
se que ha um conjunto de bactérias intestinais capazes de metabolizar os estrogénios o que vai
influenciar nos seus niveis circulantes (KWA et al., 2016) e em doengas relacionadas ao
estrogénio como obesidade, doencgas cardiovasculares, osteoporose e cancer de mama
(BAKER; AL-NAKKASH; HERBST-KRALOVETZ, 2017; YANG et al., 2015).
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Para compreender essas relacfes microbiota-hospedeiro vem sendo empregado o uso de
técnicas moleculares e de Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS), que utilizam o gene RNA
ribossomal 16S marcador universal bacteriano para identificacdo filogenética da microbiota.

A amplificacdo pela técnica de Reacdo em cadeia da Polimerase em tempo real (JPCR)
tem sido muito utilizada em ensaios que desejam relatar a composicdo e quantificagéo
bacteriana na microbiota intestinal a partir de amostras fecais. Para tal experimento devem ser
padronizadas condicdes relacionadas aos protocolos de extracao, primers utilizados, condigdes
de termociclagem para que nao subestimem taxons bacterianos (KLINDWORTH et al., 2013;
KOOK et al., 2018; SANTQOS, 2016). A abordagem metagenémica também é muito utilizada,
ap6s o sequenciamento o volume de dados gerados é grande e necessita de analises de
bioinformética que resultardo na composi¢do taxondmica dessas bactérias e suas funcgdes
preditas (KNIGHT et al., 2018).

Técnicas de NGS sdo padrdo ouro para identificar com profundidade os taxons de
diversas espécies, todavia ainda apresentam investimento financeiro maior, demanda estrutura
fisica especial e conhecimento por exemplo de bioinformatica. Técnicas moleculares para
diagnostico baseado em Kkits como por exemplo a gPCR identificam bactérias em niveis
taxondmicos menores, porém sdo mais acessiveis em comparagdo com NGS, possuem custo
menor permitindo seu uso para pesquisas independentes e que ndo possuem estrutura e
maquindrio de sequenciamento (BIKEL et al., 2015).

Conhecer a composicdo e compreender o funcionamento da microbiota intestinal
juntamente com a homeostase do organismo humano tem incitado a ciéncia no presente
momento. Um desafio da medicina personalizada é avaliar a microbiota intestinal de cada
individuo e sua resposta ao meio, utilizando-a como possivel marcador para algumas patologias
ou para instruir o tratamento de acordo com as particularidades de cada pessoa. Buscar uma
microbiota intestinal indicadora de salde ou de doenca se mostra como uma perspectiva

presente e promissora na pesquisa e diagnostico clinico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Uma fase denominada Climatério

As mulheres experienciam ao longo de sua vida diversas mudancas relacionadas a sua
qualidade de vida e salde, e uma delas é o advento do climatério e subsequentemente a
menopausa. O climatério é definido como uma fase bioldgica da vida e ndo um processo
patoldgico, é um evento fisioldgico que compreende a transicdo entre o periodo reprodutivo
para 0 ndo reprodutivo da mulher. Nessa fase tem-se a ocorréncia da menopausa que €
caracterizada pelo ultimo ciclo menstrual, seguido por doze meses consecutivos sem nenhuma
ocorréncia de episodio menstrual (BRASIL, 2008).

O climatério tem o seu inicio em torno dos 40 aos 65 anos de idade e a menopausa
natural ocorre em média por volta de 51 anos (SOBRAC,2013). Alguns estudos ainda mostram
que pode ocorrer a chamada menopausa prematura que acontece antes dos 40 anos de idade, ou
a menopausa precoce ocorrida por volta 45 anos (SHUSTER et al., 2010; ZHU et al., 2019). O
climatério além de ser influenciado por fatores hormonais, recebe influéncia de fatores
genéticos, ambientais, socioculturais e étnicos. Fatores esses que podem induzir tipos diferentes
de respostas do organismo feminino as mudancas dessa fase (CHAN; GOMES; SINGH, 2020;
O’NEILL; EDEN, 2012; ZHANG et al., 2016).

Os recentes dados divulgados pela Organizacdo Mundial da Satde (2019) mostram que
a média global da expectativa de vida para mulheres é de 76 anos de idade. No Brasil de acordo
com o Ultimo censo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, as mulheres
sdo maior nimero na populacédo (51,1%) e apresentam expectativa de vida de 78,1 anos (IBGE,
2010) esses indices demonstram que a mulher vive mais tempo e consequentemente passara em
torno de 1/3 da sua vida sob as condi¢des de p6s menopausa (BRASIL, 2008).

No estado de Minas Gerais 50,8% da populacdo sdo mulheres, ja na cidade de Ouro
Preto esse indice aumenta e a populacdo feminina totaliza 51,3%. Analisando a populacdo
feminina em Ouro Preto 37,3% estdo acima dos 40 anos de idade, faixa etaria onde ocorre 0
inicio do climatério (IBGE, 2010).

No Brasil a assisténcia a saide da mulher & preconizada pelo Ministério da Saude e
exercida pelo Sistema Unico de Satde (SUS) que orienta a populagio e os profissionais de
salde acerca do auxilio para a mulher. Em 1984, o Ministério da Saude desenvolveu o Programa
de Assisténcia Integral a Saude da Mulher (PAISM) cujo enfoque primario era assistir mulheres

em fase reprodutiva, no puerpério e na anticoncepg¢do (BRASIL, 1986). Em 1993 foi incluido
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nesse documento orientacGes voltadas para o climatério visando a melhoria e humanizagao do
atendimento a mulheres nessa fase (BRASIL, 2004).

Executando um dos objetivos do PAISM o Ministério da Satude elaborou o “Manual de
atencao integral a saide da Mulher no climatério/menopausa” em 2008. Um manual
confeccionado para qualificar o atendimento e atencdo a salde da mulher no climatério. O
manual mantém os principios elementares para a atencdo em salde e conceitua aspectos
emocionais, psicoldgicos, da sexualidade e as modificagdes hormonais que se destacam nessa
fase (BRASIL, 2008), descrevendo também medidas preventivas e promotoras da salde para

uma melhor qualidade de vida da mulher.

2.2 Conceitos e defini¢bes para as fases que o climatério abrange

A medida que a pesquisa clinica e o cuidado com a sadde da mulher foram se
expandindo, verificou-se falha nas terminologias comumente utilizadas na definicdo de
menopausa entre os pesquisadores, corpo clinico e a populacdo (UTIAN, 2004).

No ano de 1976 foi realizado o primeiro Congresso Internacional da Menopausa, para
esclarecer termos relacionados ao climatério e menopausa. Em 1980 o grupo cientifico de
pesquisa em Menopausa da Organizacdo Mundial da Satde contribuiu com as defini¢bes que
foram revisadas em 1994 e logo publicadas em 1996 (WHO SCIENTIFIC GROUP ON
RESEARCH ON THE MENOPAUSE, 1981, 1996). A Sociedade internacional de menopausa
se reuniu entdo em 1999 com intuito de complementar as recomendacdes ja inseridas pela OMS

anteriormente as quais séo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1: Terminologias e definicdes de acordo com a Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
e Sociedade Internacional de Menopausa (IMS)

Terminologia Definicdo

Interrupcdo definitiva da menstruacéo decorrente da perda da atividade
folicular ovariana. Ocorre com o periodo final da menstruacéo (FMP)
seguido por 12 meses consecutivos de amenorreia sem causa
patoldgica.

Menopausa (natural)

Periodo imediatamente anterior a menopausa (Inicio das mudancas
endocrinolodgicas, bioldgicas e clinicas da menopausa) e o primeiro ano

Perimenopausa .
apds a menopausa
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Transicdo da menopausa | Deve ser utilizado para o periodo de tempo antes do FMP, quando
ocorre maior oscilagédo no ciclo menstrual.

E a fase do envelhecimento das mulheres. Transicdo da fase
reprodutiva para fase néo reprodutiva.

Climatério

Sindrome do climatério | Quando o climatério é associado a sintomatologia.

Recomendado uso para se referir a todo o periodo reprodutivo antes da
menopausa. Abrangendo todo o periodo reprodutivo até o periodo
menstrual final (FMP).

Pré-menopausa

Pds- menopausa Definicdo usada a partir do periodo menstrual final, independente se a
menopausa foi induzida ou espontanea.

Fonte: (UTIAN, 1999; WHO SCIENTIFIC GROUP ON RESEARCH ON THE MENOPAUSE, 1996)

Outro marco importante para esclarecimentos sobre climatério foi a realizagdo do
Workshop de Estagios do Envelhecimento Reprodutivo em 2001 (STRAW) que detinha o
objetivo de propor uma nomenclatura e um sistema de classificacdo para o envelhecimento
ovariano, adotando critérios hormonais menstruais e qualitativos para definir cada estagio
(SOULES et al., 2001). Com o progresso dos estudos sobre o tema, em 2011 foi realizado na
cidade de Washington o Workshop de acompanhamento denominado “STRAW+10” que
reavaliou os avancos anteriormente alcangados e atualizou os critérios do STRAW.

Diversos pesquisadores avaliaram em conjunto critérios como ciclos menstruais:
Hormonio foliculo estimulante (FSH), estradiol, inibina-B, sintomas, fertilidade e imagem
ovariana. Apo6s a revisdo do primeiro documento STRAW foram incluidas recomendacdes e
definicbes especificas dos estagios da vida reprodutiva. A finalidade dessa atualizacdo foi
melhorar e disponibilizar uma base sélida para que os pesquisadores e profissionais da satde
possam classificar adequadamente o status de envelhecimento ovariano de mulheres
(HARLOW et al., 2012).

O STRAW é considerado padrdo ouro para defini¢ces referentes ao envelhecimento
reprodutivo feminino e para sedimentar os critérios do STRAW e STRAW+10 foram utilizados
grandes estudos de coorte da populacdo: Estudo de saude da mulher (SWAN), TREMIN,
Projeto de saude de mulheres de meia-idade de Melbourne (MWMHP), Estudo de satde da
mulher de meia-idade de Seattle (HARLOW et al., 2006, 2008; RANDOLPH et al., 2011).
Como resultado do workshop de 2011 a vida adulta feminina foi classificada em fase

reprodutiva, transicdo da menopausa e pds menopausa. Considerou-se o periodo menstrual final
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(FMP) como etapa 0, a partir dai foram definidas as seguintes subdivisdes: Fase reprodutiva em
inicio, pico e final (-5/ -4/ -3), fase de transicdo da menopausa estagio -2 (precoce) e estagio -1
(tardia), fase de p6s menopausa +1 precoce (+1a/ +1b/ +1c) e tardia +2 representadas na figura
1 (HARLOW et al., 2012).

Figura 1: Estagios do Envelhecimento Reprodutivo sistema de estadiamento para o envelhecimento
reprodutivo em mulheres.

Menarca

Estagio

P&s Menopausa

Terminologia

Precoce m Tardia Precoce Tardia

o a4a Vida atil
Variavel Varidvel 1-3anos |2 anos(1+1) 3-6 anos

Durag8o
Varidvel
Diferenca
persistente 7
dias na
duragdo de
ciclos

Precoce Tardia

Duragéo

Mudangas
sutis no
fluxo/

duragdo

Varidvel
a
regular

Intervalo de
amenorreia
60 dias

Ciclo
Menstrual

Regular Regular

consecutivos

ENDOCRINAS

1>25

FSH Normal  Variavel  {Vvarivel* Ul Varidvel*  Estabiliza

AMH Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Muito
baixo

INIBINA B Baixo Baixo Baixo Muito

baixo

Muito
baixo

Contagem de
foliculos antrais
2-10mm

Muito
baixo

Baixo

q Aumento
Sintomas

Provéveis vasomo- dos
SINTOMAS sintomas . sintomas de
tores mais
Vasomotores .. atrofia
provaveis )
urogenital

Legenda: *= coletade sangue do 2° ao 5° dia do ciclo
= Niveis elevado
**= Njvel esperado aproximado com base em ensaios utilizando os padrdes hipofisarios

Fonte: Adaptado de (HARLOW et al., 2012)

2.3 Alteracbes hormonais precedentes do envelhecimento ovariano

O climatério envolve mudancas fisicas, psicoldgicas e principalmente mudancgas nos

horménios, que sdo comumente usados como um dos critérios para definir qual a fase do
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climatério que a mulher se encontra e recebem um grande destaque por influenciarem a salde
feminina (FEBRASGO, 2010).

Ao seu nascimento toda mulher ja tem definido o nimero de foliculos ovarianos que
utilizara em toda sua vida e no decorrer dos seus anos reprodutivos sao produzidos hormonios
que modulam o ciclo menstrual e reprodutivo, podendo ser indicados os horménios de origem
hipofisaria: horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH), e os
denominados hormonios de origem ovariana: Progesterona e Estrogénio (OLIVEIRA et al.,
2016). Como descrito por Selgrade et al. (2009) o ciclo menstrual da mulher em idade
reprodutiva é dividido em fase folicular e fase lGtea sendo separadas pelo processo de ovulacéo.
Para que haja a regulagéo desse ciclo ocorre uma interagdo dos hormonios sintetizados pelo
hipotalamo, pela hipofise e pelos ovarios.

Em um ciclo menstrual regular o hipotalamo secreta o hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH) que age sobre a hipéfise estimulando-a produzir o FSH e LH
direcionados ao desenvolvimento do foliculo presente no ovario. Com o crescimento folicular
ocorre também o aumento dos niveis de estrogénio, principalmente - estradiol, o qual fornece
um feed-back negativo ao hipotalamo e a hipéfise causando a cessagédo da liberacdo de FSH e
LH caracterizando a fase folicular. Quando o organismo atinge o pico de LH ocorre a ovulagédo
pois o foliculo ovariano é rompido transformando-se em corpo Iuteo, nesse momento observa-
se 0 aumento de progesterona e queda de estrogénio representando a fase ltea do ciclo. Com
o fechamento do ciclo pode ocorrer a gestacdo, se o ovécito for fecundado, ou a descamacao
do endométrio conhecida também como menstruacdo (BURGER et al., 2007; HOLESH;
BASS; LORD, 2021; ROUDEBUSH; KIVENS; MATTKE, 2008).

Os ovarios também sdo responsaveis pela producdo de diversos horménios como
relaxina, inibina A, inibina B, ativina e horménio antimulleriano (AMH) importantes para todo
o ciclo hormonal da mulher. Com o envelhecimento, a mulher passa por um processo
denominado transicdo menopausal que marca o inicio do climatério, onde aumenta a
variabilidade e duragdo do ciclo menstrual, e isso ocorre de um a cinco anos antes da menopausa
propriamente consumada. A irregularidade dos ciclos menstruais esta ligada a um declinio das
fungbes ovarianas, e consequentemente ao seu esgotamento (O’CONNOR; HOLMAN;
WOOD, 2001).

A transicdo tem seu inicio a partir da diminuicdo critica de foliculos ovarianos que
exercem influéncia na comunicacdo hipotdlamo-hipdfise-ovario. A hipofise sob estimulo
prévio do hipotalamo é responsavel por secretar o FSH e LH que por sua vez regulam a fungéo

ovariana induzindo o amadurecimento dos foliculos que estdo viaveis, essa maturacdo leva
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producdo de estradiol um hormonio esteroide, e a produgdo de inibina B, um hormonio
peptidico e ambos desempenham funcdes de sinalizacdo para o hipotdlamo- hipéfise inibindo
a producdo de FSH (BURGER, 2008).

O climatério e posteriormente a menopausa sdo eventos resultantes do decaimento dos
foliculos ovarianos e consequente alteracdo dessa comunicacao, pois a inibina B secretada em
niveis menores, altera a resposta enviada a hipotalamo-hipofise, que continuam com a producéo
de FSH, mantendo seus niveis elevados. Quando ocorre o periodo menstrual final (FMP) e o
esgotamento folicular, a menopausa se instala mantendo niveis elevados de FSH e LH com uma
posterior diminuicdo de estradiol e progesterona que permanecerao inalterados por toda a vida
da mulher (BRASIL, 2008).

2.4 Impactos no organismo da mulher apds o climatério

Muitas mulheres relatam a ocorréncia de sinais e sintomas que tem seu aparecimento a
partir dessa fase e podem ser descritos como transitorios que sao alteracGes do ciclo menstrual
e sintomatologia mais aguda ou ndo transitérios constituidos por condi¢des de atrofia do sistema
genitourinario, desordens no metabolismo de lipideos e dsseo (SERPA et al., 2016). O
decaimento dos hormonios esteroides sexuais sdo indicados como uma das causas para 0s
sintomas climatéricos, porém fatores relacionados a nutri¢do, genética, e psicossociais podem
interferir na intensidade e frequéncia desses sintomas (FEBRASGO, 2010).

Sintomas vasomotores tem sido relatados apds o inicio do climatério e menopausa, a
ocorréncia de suores noturnos e ondas de calor denominadas popularmente como fogachos, tem
sido descritas como sintomas de grande ocorréncia e que afetam em demasia a qualidade de
vida da mulher (SANTORO; EPPERSON; MATHEWS, 2015). Esses sintomas vem sendo
investigados ao longo do tempo e ao acompanhar uma coorte de mulheres por 13 anos foi
identificado que as ondas de calor duram em média 10,2 anos sendo associado ao inicio da
menopausa (FREEMAN et al., 2011). Em outra analise até 80% das mulheres experimentam
0s sintomas vasomotores ao longo da menopausa onde a intensidade e frequéncia foram
variaveis (GOLD et al., 2006).

A causa para sintomas vasomotores ainda néo é totalmente conhecida, mas sabe-se que
esta relacionado a alterag6es do centro termorregulador influenciado por flutuagfes nos niveis
de estrogénio (FREEDMAN; KRELL, 1999). Outras condi¢Ges também podem exercer

influéncia como estilo de vida, etnia, idade, massa corporal, tabagismo, ansiedade, atividade
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fisica, sugerindo que as ondas de calor tém origem multifatorial e ndo somente por alteraces
hormonais (AVIS; CRAWFORD; GREEN, 2018).

A sindrome geniturinaria da menopausa (GSM) é a condi¢cdo que envolve alteracGes
genitais, sintomas uroldgicos e sexuais decorrentes do hipoestrogenismo no decorrer do
climatério (GANDHI et al., 2016). A queda de niveis estrogénicos contribui para alteraces
anatdmicas e funcionais na regido urogenital feminina, levando a reducdo da elasticidade da
vagina, alteracdo do pH local com consequente alteracdo da microbiota vaginal, diminuicdo de
lubrificacdo, e mais suscetibilidade & irritacGes fisicas (KIM et al., 2015; NAPPI; PALACIOS,
2014). Também estdo presentes sintomas como secura vaginal, ardor, irritacdo, dispareunia,
urgéncia miccional, disUria ou incontinéncia urinaria na sindrome geniturinaria na menopausa
(FAUBION; SOOD; KAPOOR, 2017; KAGAN; KELLOGG-SPADT; PARISH, 2019).

O estudo multicéntrico GENISSE demonstrou que 70% das mulheres na pos
menopausa possuiam diagnostico de GSM (MORAL et al., 2018), esse diagnostico ndo afeta
apenas a saude fisica mas acarreta efeitos negativos na qualidade de vida da mulher, como
mostra o estudo “Vozes da Mulher na Menopausa” onde um total de 40% das mulheres tem
impacto negativo em sua vida sexual e 17 % sentem impacto negativo em sua autoestima, isso
decorrente de sintomas vulvovaginais da GSM (NAPPI; KOKOT-KIEREPA, 2010).

Outro fator impactante na satde da mulher na menopausa, sdo os chamados distarbios
de origem metabdlica. Sdo destacadas as desordens relacionadas ao metabolismo de glicose e
resisténcia a insulina que podem acarretar diabetes mellitus, dislipidemias, obesidade visceral,
doenca cardiovascular (DVC) e a associacdo desses fatores contribui para que a mulher
desenvolva a condi¢o de sindrome metabdlica (SM) (MEIRELLES, 2014).

A presenca de dislipidemias com altas concentragdes de colesterol total, triglicerides e
lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), esta associado ao risco de desenvolver doencas
cardiovasculares (ANAGNOSTIS et al.,, 2020). De acordo com Pardhe et al., (2017) o
estrogénio possui efeitos cardioprotetores atuando no controle dos niveis lipidicos no
organismo dentre outros mecanismos e durante a menopausa a mulher perde esse efeito protetor
isso contribui para um aumento no risco de doengas cardiovasculares.

A ocorréncia de resisténcia insulinica, obesidade por acimulo de gordura visceral, e
diabetes de forma simultanea contribuem para o desenvolvimento da Sindrome metabolica nas
mulheres menopausadas (GASPARD, 2009; MEIRELLES, 2014). A hipertenséo arterial
(HAS) também exerce papel importante, pois como descrito por Beaufils (2006) a incidéncia

de HAS aumenta em mulheres ap6s a menopausa.
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Ap0s o estabelecimento da menopausa fica destacada maior prevaléncia de Sindrome
metabdlica segundo PU et al., (2017), e a literatura discorre ainda sobre essa prevaléncia estar
ocorrendo mais na pos menopausa (BEN ALI et al., 2014; FIGUEIREDO NETO et al., 2010;
KIM et al., 2007; ZHU et al., 2019). Importante ressaltar que na cidade de Ouro Preto um
estudo anterior demonstrou prevaléncia de sindrome metabolica em 46% de mulheres
climatéricas (GOUVEA, 2016).

Outra condicdo recorrente € a baixa densidade mineral 6ssea (DMO) que é uma reducao
de tecido Osseo por alteragdes na sua microarquitetura que pode levar a osteoporose
(RADOMINSKI et al., 2017). Milhdes de mulheres sdo afetadas pela osteoporose em todo o
mundo e essa condi¢do se associa com morbidade, mortalidade, reduz a qualidade de vida,
aumenta a ocorréncia de fratura e influéncia em maiores custos com a salde (GARCIA-
GOMARIZ et al., 2018).

Outros sintomas apresentados durante o climatério envolvem problemas cognitivos
como reducdo na atengdo, declinios na memoria, sintomas de depresséo, ansiedade, disturbios
do sono, irritabilidade, alto nivel de angustia, baixa autoestima (ALI; AHMED; SMAIL, 2020;
MAKI; HENDERSON, 2016). Esses sintomas podem influenciar a qualidade de vida durante
climatério e hd uma necessidade de maiores esclarecimentos sobre mecanismos que envolvem

0 seu desencadeamento nesse periodo.

2.5 Avaliando a qualidade de vida por meio dos indices menopausais

Para avaliar e caracterizar a intensidade dos sintomas ocorridos no climatério foram
validados instrumentos utilizados extensivamente na pesquisa e na préatica clinica. S&o
ferramentas que quantificam os sintomas e auxiliam na avaliacdo da qualidade de vida, aléem de
nortear a eficacia de tratamentos propostos nesse periodo. Os indices principais utilizados para
essa finalidade sdo: indice de Kupperman (IK) (KUPPERMAN et al., 1953), Escala Climatérica
de Greene (ECG) (GREENE, 1999), Menopause Rating Scale (MRS) (HAUSER et al., 1994).

O indice utilizado neste trabalho foi o MRS (ANEXO D) formulado em 1992 por Hauser
(1994) e validado por Heinemann (2004) e Potthoff (2000). O MRS possui 11 itens descritos
gue englobam sintomas psicolégicos, somatico e urogenital. Cada um dos sintomas pode obter
na escala pontuac6es que variam de 0 (sem sintomas) até 4 (sintomas graves). A pontuacdo
inicia em 0 (assintomatico) e aumenta ponto a ponto com o aumento da gravidade dos sintomas,

podendo chegar ao score maximo 44 (maior grau de queixas). O MRS é considerado
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instrumento de alto padrdo metodoldgico padronizado, é recomendado sua aplicacdo para
quantificar a ocorréncia e varia¢ao das queixas da menopausa (POTTHOFF et al., 2000).

2.6 Tratamentos e terapias utilizadas no climatério

Com a ocorréncia de sintomas que trazem desconforto e prejuizo na qualidade de vida
da mulher no climatério, a pesquisa clinica tem mantido seu esfor¢co em investigar opcdes de
tratamentos que posam ser utilizados para minimizar ou sanar 0 aparecimento de tantos
desconfortos na menopausa. Tratamentos farmacoldgicos através de terapia hormonal vem
sendo estudados desde a década de 1960, variando sua composi¢do e sua combinagdo de
horménios de acordo com a necessidade de cada mulher (PARDINI, 2014).

A Sociedade Norte Americana de menopausa (NAMSs) atualizou em 2017 as orientacdes
para a terapia de reposi¢do hormonal, afirmando que a terapia continua sendo tratamento eficaz
para sintomas vasomotores, sindrome geniturindria e na prevencdo de perda Ossea
(PINKERTON et al., 2018). A recomendacdo € que o tratamento seja individualizado e pode
ser feito de preferéncia por mulheres que possuam até 60 anos e estejam no maximo ha 10 anos
na menopausa, que nao possuam contraindicagcdes como cancer de mama e endomeétrio, doenca
hepatica, cardiopatias, historico de tromboembolismo (FEBRASGO, 2010).

Para minimizar os sintomas também podem ser empregadas a pratica de atividade fisica
considerada grande aliada para atenuar os sintomas que acompanham a transi¢cao da menopausa.
Exercicios fisicos promovem reducdo da gordura visceral, diminuindo risco de doencas
cardiorrespiratorias e metabdlicas e tem sido relatado como préticas efetivas para reduzir os
sintomas menopausais (DUGAN et al., 2016; JANSSEN et al., 2014). Outros recursos
alternativos utilizados sdo o uso de fitoterapicos, acupuntura e a pratica de yoga tem sido citados
pela literatura como op¢bes que melhoram a qualidade de vida da mulher na reducdo dos
sintomas como as ondas de calor, estresse, alivio da ansiedade, insonia, depresséo (CRAMER,;
PENG; LAUCHE, 2018; EISENHARDT; FLECKENSTEIN, 2016). No Brasil a praticas
integrativas e complementares em satde (PICS) inseridas no Sistema Unico de Salide em 20086,
abrangem recursos terapéuticos para prevenir doencas e recuperar a satde. Em 2017 a lista de
PICS fez a incluséo das seguintes praticas: meditacdo, musicoterapia, osteopatia, quiropraxia,
reiki, arteterapia, e terapia comunitaria integrativa (BRASIL, 2017) que podem ser empregadas

no combate aos sintomas do climatério.
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2.7 Microbiota

Ao longo da evolucdo os seres humanos estabeleceram relagdes simbidticas com
microrganismos que habitam o corpo humano. O conjunto desses organismos ¢ denominado
Microbiota (MARCHESI; RAVEL, 2015; TURNBAUGH et al., 2007) que € constituida por
Virus, Fungos, Archeas, protozoarios e Bactérias que se apresentam em maior quantidade em
relacdo aos demais componentes. A microbiota esta presente em locais como pele, saliva,
mucosa oral e conjuntiva, porém no trato gastrointestinal mais especificamente na regido do
colén, é encontrado a maior quantidade desses microrganismos aproximadamente 101314
celulas bacterianas (SENDER; FUCHS; MILO, 2016).

O trato gastrointestinal possui condi¢cbes como pH, niveis de oxigénio, velocidade de
transito intestinal que influenciam na densidade dessa colonizacdo bacteriana. A secre¢do de
peptideo antimicrobiano (AMP), &cido cloridrico, muco e enzimas digestivas também se altera
ao longo do trato intestinal possibilitando a colonizacgéo bacteriana (WLODARSKA; KOSTIC,;
XAVIER, 2015).

Os genomas provenientes desses microrganismos e as condi¢6es do local onde vivem é
denominado como Microbioma (COSTA; WEESE, 2019). Esse contelido genético do
microbioma vem sendo considerado um genoma secundario humano, pois sua quantidade
excede o proprio genoma humano como mostrado em um estudo que identificou 9,8 milhdes
de genes microbianos intestinais em amostras humanas de trés continentes, cada amostra
analisada possuia cerca de 30 vezes o nimero de genes do genoma humano (LI et al., 2014).

E durante o nascimento que os seres humanos recebem os primeiros microrganismos
constituintes da sua microbiota intestinal e fatores como a idade gestacional, tipo de parto
(vaginal ou cesarea), regime de alimentacdo (leite materno ou férmulas), uso de antibidticos
influenciam nessa colonizacio (RODRIGUEZ et al., 2015). Um fato importante é que durante
0s primeiros meses de vida do bebé a amamentacdo com leite materno exerce efeitos protetores
contra obesidade através da modulagdo da microbiota intestinal (FORBES et al., 2018).

A composicdo da microbiota intestinal se modifica conforme a faixa etéria, estilo de
vida, uso de antibioticos, dieta, pratica de exercicio fisico, fatores genéticos do hospedeiro,
indice de massa corporal e atividades do sistema imunoldgico. Os seres humanos possuem uma
microbiota residente também denominada indigena ou autdctone que convive harmoniosamente
com o hospedeiro. Bactérias que sdo provenientes do ambiente e apenas passam de maneira
transitdria pelo trato intestinal sem se estabelecerem sao chamadas de aloctones (BEAUMONT
etal., 2016; DAVID et al., 2014; YASSOUR et al., 2016).
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Sua composicdo se d& em maior parte por bactérias que sdo classificadas
taxonomicamente de acordo com filos, classes, ordens, familias, géneros e espécies. Em um
adulto saudavel a microbiota intestinal € composta por filos predominantes como Firmicutes e
Bacteroidetes que representam 90% da microbiota intestinal, seguido dos demais filos
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia (ARUMUGAM et al., 2011,
BIELANSKI; HABER, 2012; GOODRICH et al., 2016).

A microbiota pode ser analisada através de indices de diversidade, que consideram tanto
0 numero de diferentes taxons presente em uma comunidade quanto a sua uniformidade e
proporcdo (COSTA; WEESE, 2019). A literatura descreve muitos desses indices como por
exemplo, a diversidade o para mensurar o nimero de espécies presentes em uma determinada
comunidade ou amostra. Também ¢ possivel utilizar a diversidade [ para realizar a comparacgéo
entre as comunidades avaliadas (MORGAN; HUTTENHOWER, 2012).

Grandes estudos vém sendo realizados para caracterizar e identificar os componentes da
microbiota intestinal humana. Entre os anos de 2007 e 2016 o Projeto Microbioma humano
(HMP) caracterizou a microbiota de 300 individuos em diferentes locais do corpo
disponibilizando informac6es de suma importancia sobre a microbiota (BIELANSKI; HABER,
2012). Como parte do projeto MetaHit iniciado em 2008 LI et al., (2014) e colaboradores
geraram um catalogo de 3 milhdes de genes presentes no metagenoma intestinal humano
juntamente com suas fungdes.

A microbiota intestinal pode ser classificada de acordo com grupos de bactérias
denominadas enterotipos sdo eles: Bacteroides (enterotipo 1), Prevotella (enterétipo I1), e
Ruminococcus (enter6tipo I11). Esse agrupamento leva em consideracao os diferentes géneros
bacterianos e suas funcdes dentro de cada enter6tipo, e ele tem uma estabilidade na vida adulta
podendo ser restabelecidos caso haja alguma perturbacdo. O enterdtipo | gera energia a partir
dos carboidratos utilizando vias de glicolise e pentose fosfato, enquanto os enterotipos Il e 11l
degradam glicoproteinas da camada mucosa intestinal (ARUMUGAM et al., 2011).

A modificagdo da microbiota intestinal pode ser feita conforme o a dieta consumida,
indice de massa corporal, etnia, habitos culturais, pratica de exercicio fisico. Todos esses fatores
devem ser analisados e podem ser modificados para contribuir para a satde do hospedeiro e da

sua microbiota intestinal que € Unica para cada pessoa (RINNINELLA et al., 2019).
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2.8 Fungdes da microbiota intestinal

Considerando a relacdo de simbiose entre 0s seres humanos e sua microbiota intestinal,
ja séo listadas diversas funcdes exercidas por essa microbiota para auxiliar e manter funcdes de
homeostase no organismo humano. Uma dessas fungfes € a nutricional na qual as bactérias
intestinais contribuem para absorg¢éo de minerais como fdsforo, célcio, ferro e também atuam
na producdo de vitaminas importantes para 0 metabolismo humano como vitamina K e
vitaminas do complexo B (LEBLANC et al., 2013).

Outro processo importante realizado por bactérias intestinais é a fermentacédo a partir
de carboidratos, proteinas e carboidratos ndo digeriveis como as fibras que resultam em acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) como acetato, propionato e butirato. Os AGCC sao utilizados
como fontes de energia para os colondcitos, como moléculas de sinalizacdo que se ligam a
receptores envolvidos na producdo de horménios como glucagon importante no controle do
apetite, e como moléculas reguladoras no sistema imune (LOUIS; HOLD; FLINT, 2014;
MORRISON; PRESTON, 2016).

A microbiota intestinal tem funcdo protetora para 0 seu hospedeiro atuando na
manutencdo da barreira intestinal auxiliando na composicéo e produgdo do muco que recobre
0 epitélio através da producdo de AGCC (ROLHION; CHASSAING, 2016).

Outra funcdo recém-descoberta € 0 eixo cérebro-intestino que vem sendo cada vez mais
discutido em relacdo a uma possivel modulacdo do sistema nervoso central pela microbiota.
Essa comunicacdo ocorre pela interacdo de metabdlitos produzidos pela microbiota com as
células enteroenddcrinas e através do nervo vago. Além disso a microbiota também pode
contribuir para produgdo de moléculas neuroativas como norepinefrina e dopamina importantes
na saude do hospedeiro (MARTIN et al., 2018).

Neste presente estudo investiga-se 0s géneros considerados relevantes para o equilibrio
da microbiota intestinal classificados no filo Firmicutes (Clostridium e Lactobacillus), filo
Bacteroidetes (Bacteroides), filo Actinobacteria (Bifidobacterium).

2.9 Disbiose Intestinal

O desequilibrio de comunidades da microbiota intestinal € definido como disbiose. Em
sua ocorréncia pode haver perturbacéo de fungdes exercidas pela microbiota para a manutencao
da saude e isso pode levar a um processo de desenvolvimento ou agravamento de doengas em

seu hospedeiro. De acordo com Kriss et al., (2018) a disbiose se apresenta como uma redugéo
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da diversidade bacteriana onde ocorre a troca de comunidades anaerdbias tipicas de uma
microbiota saudavel por comunidades de menor diversidade contendo anaerobios facultativos
aumentados.

Entre os principais fatores causais para tal condicdo estdo o uso de medicamentos como
antibidticos, ingestéo excessiva de alimentos industrializados, baixa ingestéo de fibras, fatores
relacionados ao stress, imunidade do hospedeiro, integridade da barreira intestinal (DAVID et
al., 2014; SCHNORR et al., 2014; THAISS et al., 2014).

A disbiose intestinal tem sido amplamente relacionada a doencas metabolicas,
imunologicas, doencas inflamatdrias e autoimunes e condi¢bes neuroldgicas. Os distdrbios de
origem intestinal como a Sindrome do intestino irritavel (SIl) tem sido associada com a disbiose
onde ocorre aumento na proporcéo de Firmicutes para Bacteroidetes (BHATTARAI; MUNIZ
PEDROGO; KASHYAP, 2017). Doencas inflamatorias intestinais (IBD) que retunem
condigBes cronicas como colite ulcerativa e doenga de Crohn tem sido associadas a menor
diversidade bacteriana (BHATTARAI; MUNIZ PEDROGO; KASHYAP, 2017; MACHIELS
et al., 2014). De acordo com Marasco e colaboradores (2016) portadores de doenca celiaca tem
uma reducéo em espécies consideradas benéficas (Lactobacillus e Bifidobacterium) e aumento
daquelas que possuem potencial patogénico (Bacteroides e E.coli).

A relacdo da composicao da microbiota com o desenvolvimento de doencas metabolicas
tem sido alvo de muita pesquisa nas Ultimas décadas. Alteracbes na microbiota vem sendo
associadas ao desenvolvimento de obesidade onde sdo visualizadas modificagdes nos principais
filos com a reducdo de Bacteroidetes e aumento de Firmicutes. Um experimento classico
observou aumento de massa gorda total em ratos germ-free que foram colonizados com
bactérias da microbiota de ratos obesos (TURNBAUGH et al., 2006), e em um segundo
momento o autor também mostra que o desenvolvimento de obesidade esta relacionado a uma
diversidade microbiana diminuida (TURNBAUGH; GORDON, 2009).

Foi observado que adultos obesos possuiam abundéncia relativa menor de Bacteroidetes
e maior de Firmicutes e quando eram submetidos a uma dieta com restricdo de carboidratos e
lipideos a abundéancia relativa de Bacteroidetes aumentava, porém esse aumento se
correlacionava com a perda de peso e ndo com a dieta (LEY et al., 2006). Diversos mecanismos
tem sido descritos para explicar a influéncia da microbiota no desenvolvimento da obesidade
dentre eles a producéo excessiva de AGCC que se leva ao acimulo de gordura no corpo a longo
prazo (PAYNE et al., 2012). Outro fator é a inibicdo do fator Fiaf/ANGPTL4 pela microbiota
intestinal, que leva a um aumento da atividade enzimaética da lipoproteina Lipase (LPL)

causando acumulo de gordura nos tecidos perifericos (KHAN et al., 2016). Acredita-se que a
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microbiota também pode inibir a via AMPK enzima que monitora o estado de energia celular,
podendo levar ao aumento de adiposidade (KHAN et al., 2016).

Em outro grande estudo conduzido por Quin e colaboradores (2012) a disbiose foi
constatada em pacientes portadores de diabetes tipo Il, onde houve diminuicdo de géneros
produtores de butirato e aumento de varios patdgenos oportunistas. A resposta inflamatoria do
hospedeiro desencadeada pelo contato com os lipopolissacarideos (LPS) encontrados na
superficie de células bacterianas da microbiota, pode acarretar uma inflamacéao que induz maior
resisténcia a insulina, colaborando para o desenvolvimento do diabetes tipo Il (CARVALHO;
ABDALLA SAAD, 2013).

Outras condicGes afetadas pela disbiose intestinal é a doenca hepética gordurosa ndo
alcoolica (NAFLD) e hipertensao arterial responsiva ao consumo de sal tem sido associadas a
mudancas na diversidade microbiana (MOUZAKI et al., 2013; WILCK et al., 2017). As
investigacdes de LI et al., (2017) demonstrou que o risco de hipertensdo e doengas coronérias
estdo associados ao aumento dos géneros Prevotella e Klebsiella, cujo mecanismo proposto
envolve a producdo do metabdlito trimetilamina N-6xido por essa microbiota. Estudos recentes
envolvendo condicBGes degenerativas como Alzheimer, doenca de Parkinson, transtorno do
espectro do autismo, abrem caminho mostrando associages com grupos de bactérias
especificos que influenciam essas condi¢des (LI et al., 2017; VOGT et al., 2017).

A microbiota pode ser modulada diretamente através da dieta consumida por seu
hospedeiro, uma alimentacdo consciente pode ser uma poderosa aliada para restabelecimento
da chamada microbiota saudavel que possui uma diversidade e riqueza de espécies adequadas
que contribuem para o bom funcionamento de todo o organismo. Para corre¢cdo de disbiose
podem ser empregadas modificacdes alimentares onde é preconizado maior consumo de
alimentos ricos em fibras, e diminui¢cdo do consumo de alimentos ricos em carboidratos e
lipideos (MILLS et al., 2019).

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério utilizando ratos Wistar que
receberam uma dieta rica em carboidratos simples e treinamento aerobico, apresentaram em sua
microbiota enriquecimento do filo Proteobacterias associado ao desenvolvimento de
obesidade. Foi também demonstrado que apenas o treino ndo foi eficaz para manter taxons com
efeitos probioticos, mostrando assim que para uma modulagéo benéfica da microbiota é também
necessaria uma dieta equilibrada (NEVES, 2019).
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2.10 Probidticos e Prébioticos

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que conferem beneficios ao
hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas, em contrapartida os prébioticos
sdo classificados como o substrato utilizado de maneira seletiva por microrganismos que
confere efeitos benéficos a satde (HILL et al., 2014). Os probidticos humanos consistem em
organismos pertencentes aos seguintes géneros: Bifidobacterium (adolescentes, animalis,
bifidum, brevee longum), Lactobacillus (acidophilus, casei, fermentu, gasseri, johnsonni,
paracasei, plantarum, rhamnosus, salivarius), algumas cepas do género Bacillus. Os beneficios
conferidos pelo consumo desses grupos sao bem documentado pela literatura (MARKOWIAK;
SLIZEWSKA, 2017).

Os probidticos garantem o equilibrio adequado na microbiota intestinal, ajudam em sua
restauracdo em caso de perturbacfes, auxiliam na protecdo contra espécies patogénicas,
colaboram no processo digestivo, tratamento de alergias e na producgéo de vitaminas séo alguns
beneficios conferidos pelos probidticos (AOUDIA et al., 2016; CHILDS et al., 2014; RIVIERE
et al., 2016). Os prebidticos estimulam o crescimento de diferentes espécies bacterianas no
intestino, podem estar sob a forma de frutas, vegetais, cereais ou produzidos artificialmente. E
necessario que cheguem ao cdlon para que sejam fermentados de maneira seletiva por bactérias
consideradas benéficas estimulando seu crescimento e conferindo beneficios para seu
hospedeiro (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

A contribuicdo terapéutica de probidticos e prébioticos para saide humana vem sendo
relatada em condi¢des como diabetes tipo 2, infec¢des bacterianas, distUrbios gastrointestinais,
obesidade, diarréias, tratamento de disbiose intestinal. Sua utilizacdo pode estimular o
desenvolvimento e a manutencdo de uma microbiota intestinal e conferir um estado de satde
para os seres humanos (ASHA; KHALIL, 2020; DU et al., 2020; JANSSEN et al., 2014;
RITCHIE; ROMANUK, 2012).

2.11 Microbiota intestinal e suas a¢des no climatério

Os hormdnios sexuais femininos passam por muitas alteracbes em seus niveis ao longo
da vida o que pode modular a microbiota intestinal. Ainda séo poucos os estudos que investigam
a microbiota intestinal da mulher no climatério, a maioria dos estudos tem enfoque na
microbiota vaginal que ja é amplamente conhecida durante essa fase da vida da mulher
(BROTMAN et al., 2014).
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Foi demonstrado que o microbioma intestinal é influenciado por niveis estrogénicos ao
passo que ele também impacta de maneira significativa nos niveis desse hormonio. Os
estrogénios sdo horménios derivados do colesterol que atuam nos tecidos reprodutivos da
mulher e possuem efeitos benéficos cardiovasculares, 6sseos, cardiovasculares, neurolégicos.
S&o encontrados sob trés principais formas o estradiol (E>), a estrona (E1), e o estriol (Es) 0s
quais estdo presentes na circulagdo em sua forma livre ou conjugada a proteinas (FLORES et
al., 2012).

Um estudo importante realizado por Plottel e Blaser (2011) descreve o estroboloma que
€ um conjunto de bactérias que possuem a capacidade de metabolizar estrogénios. Esse grupo
de bactérias possuem enzimas B-glucuronidases ¢ B-glucuronideos que podem conjugar e
desconjugar estrogénios, modulando seus niveis na circulacdo. Os estrogénios sdo provenientes
dos ovarios, glandulas supra-renais e tecido adiposo e circulam em sua forma livre ou ligado a
proteinas. No figado ocorre sua metabolizacdo conjugando os estrogénios e seus metabdlitos
que podem ser excretados na urina ou na bile através das fezes. Esses estrogénios conjugados
presentes na bile podem ser desconjugados por espécies constituintes do estroboloma e podem
ser reabsorvidos através da circulacdo até os tecidos alvos. O estroboloma entdo modula a
circulacdo dos estrogénios, sua excre¢do e sua reabsor¢do (KWA et al., 2016).

Foram descritos genes de -glucuronidase bacteriana da microbiota intestinal, o gene
gus é bem caracterizado e mais comumente encontrado em Firmicutes, enquanto o gene BG
descrito mais recentemente por analises metagenémicas € encontrado em Bacteroidetes e
também em Firmicutes (MCINTOSH et al., 2012). A microbiota intestinal humana possui
muitos genéros com esse gene codificador para B-glucuronidase: Collinsella, Edwardisiella,
Alistipes, Bacteroidetes, Bifidobacterium, Citrobacter, Clostridium, Dermabacter,
Escherichia, Faecalibacterim, Lactobacillus, Propionilbacterium, Roseburia foram descritas
na literatura (MARKOWITZ et al., 2012).

A fisiologia do climatério traz a reducdo do estrogénio no organismo da mulher, quando
ela passa tambeém pelo processo de disbiose intestinal com reducao da diversidade, isso também
ird afetar o metabolismo dos estrogénios circulantes o que contribui para doencas influenciadas
pela queda estrogénica como obesidade, doencas cardiovasculares, osteoporose e alguns tipos
de cancer (BAKER; AL-NAKKASH; HERBST-KRALOVETZ, 2017).

Um dos efeitos protetores do estrogénio € sobre o sistema cardiovascular, pois ele
auxilia no metabolismo de lipideos circulantes, na fungdo endotelial diminuindo a resisténcia
vascular e com a chegada do climatério e menopausa esse efeito cardioprotetor é perdido, o que

eleva o risco de doencas cardiovasculares (DCV) (PARDHE et al., 2017). A hipertensdo arterial

32



é fator de risco para ocorréncia de DCV, um estudo que analisou a microbiota de ratos Wistar
hipertensos e também a microbiota humana demonstrou que a dishiose da microbiota intestinal
estd associada a hipertensdo arterial (YANG et al., 2015), em outro estudo foi realizado o
transplante fecal da microbiota de humanos hipertensos para camundongos germ-free, o0 que
resultou em animais hipertensos (LI et al., 2017). A composicdo da microbiota também
influencia a producdo de metabdlitos que séo associados ao risco de DCV como colina, N-6xido
de trimetilamina (TMAO) e betaina (WANG et al., 2011). Os niveis reduzidos de estrogénio e
uma disbiose intestinal associados a fatores genéticos, dietéticos e ambientais, podem
estabelecer uma conexdo que impacta no desenvolvimento de DCV (YANG et al., 2015)

Outra disfuncdo metabdlica que acomete mulheres é a obesidade, que estd presente em
65% das mulheres na pds menopausa. A gordura corporal acumulada pode favorecer e
contribuir para a resisténcia insulinica, desenvolvimento de diabetes tipo 2 e DCV, esse
conjunto de disfungdes compdes a sindrome metabdlica (LOBO et al., 2014). O ganho de peso
na menopausa tem sido associado a falta do estrogénio pois 0 mesmo regula a deposicéo de
lipideos no tecido. A microbiota modulada através da dieta pode contribuir no controle do
ganho de peso suprimindo taxons associados a obesidade como por exemplo Clostridiaceae.
Uma alimentacdo contendo prebidticos e probidticos contribui para o controle de populagdes
bacterianas que melhoram os indices de gordura corporal em mulheres na menopausa. (LOBO
etal., 2014; MILLER et al., 2017).

Dentre as doencas metabdlicas que acometem mulheres a osteoporose pds menopausa
¢ caracterizada pela perda 6ssea e destruicdo estrutural desencadeando maior risco de fraturas
nessa fase da vida de mulheres, e estudos demonstraram a relacdo da microbiota intestinal sobre
a homeostase 6ssea (SJOGREN et al., 2012). A microbiota contribui para manutengio 0ssea
auxiliando na regulacdo imunoldgica do hospedeiro, camundongos ovariectomizados que
receberam probidticos foram protegidos de perda 6ssea e aumento de linfocitos T CD4+ que
sdo precursores de osteoclastos (BRITTON et al., 2014). As bactérias intestinais contribuem
para absorc¢do de calcio e vitamina D responsaveis pela manutencéo da satde déssea (SLEVIN
et al., 2014; YANG et al.,, 2013). Recentemente foram encontradas diferencas entre a
microbiota de mulheres na pds menopausa saudaveis e aquelas portadoras de osteoporose que
possuiam maior abundancia de Bacteroides em relacdo aquelas saudaveis (RETTEDAL et al.,
2021).

O cancer de mama é bem descrito como influenciado pelo estrogénio e pela microbiota
intestinal. Um estudo caso controle mostrou que pacientes portadoras de cancer de mama

possuiam uma diversidade alterada em sua microbiota comparada as pacientes saudaveis
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(GOEDERT et al., 2015). Taxdns de Clostridia e trés géneros de Ruminococcaceae foram
associados com estrogénios urindrios em mulheres na p6s menopausa, ambos relacionados com
0 cancer de mama (FLORES et al., 2012; FUHRMAN et al., 2014; KWA et al., 2016). Vem
sendo demonstrado que o consumo de fitoestrogénios encontrados em alimentos como a soja e
a sua metabolizacdo através da microbiota reduzem a incidéncia de diversos tipos de cancer
incluindo o de mama (DONG; QIN, 2011; RIETJENS; LOUISSE; BEEKMANN, 2017).

2.12 Uso de ferramentas 6micas no estudo da microbiota intestinal

A identificacdo da microbiota intestinal era realizada através de técnicas dependentes
de isolamento e cultura desses microrganismos 0 que muitas vezes era demorado. Um outro
fator importante € a limitacdo no nimero de espécies cultivaveis, foi observado que apenas 25%
das espécies da microbiota eram cultivaveis devido suas caracteristicas (LAGIER et al., 2015).

Os avangos da era gendmica permitiram a identificacdo de muitas espécies antes nao
cultivaveis e desconhecidas. As técnicas de sequenciamento de Nova Geragdo tornaram-se
importantes ferramentas no estudo da microbiota intestinal. Para o estudo do microbioma é
necessario adocdo de boas praticas que envolvem o projeto experimental, a tecnologia de
analise molecular a ser utilizada e as plataformas de analise de dados integrados as plataformas
omicas (KNIGHT et al., 2018).

A microbiota intestinal vem sendo exposta através de estudos envolvendo a
metagendmica que é empregada na identificacdo de bactérias a partir do gene 16S rRNA um
marcador universal bacteriano, ou por Shotgun amplificando o0 genoma inteiro presente em uma
amostra. A partir dessas técnicas é possivel obter uma visdo da estrutura e riqueza das espécies
analisadas e o seu potencial metabdlico (ALMEIDA et al., 2019).

O gene bacteriano utilizado em técnicas moleculares e analises metagenémicas € o gene
16S rRNA que tem tamanho 1540 nucleotideos e € altamente conservado. Ele possui 9 regides
conhecidas como hiper varidveis utilizadas para diferenciar espécies bacterianas (KIM; YU,
2014). Uma técnica molecular muito utilizada para identificagdo da microbiota humana a partir
da analise do gene 16S rRNA ¢ a técnica de Reacdo em cadeia da Polimerase em tempo real
(gPCR) que é considerada uma abordagem util para relatar a composi¢do e quantificacdo
microbiana de um ambiente como o intestino humano (KLINDWORTH et al., 2013; KOOK et
al., 2018; PENDERS et al., 2005; SANTOS, 2016).

Desde a ultima década houve um crescimento no uso de NGS para delinear perfis

taxonémicos e funcionais de organismos presentes na microbiota humana. Plataformas como
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454 Roche, Illumina, lon Torrent, e mais recentemente PacBio e Nanopore vem se tornando
mais acessiveis para serem utilizadas nas ciéncias forenses, pesquisa, diagndstico clinico (VAN
DIJK et al., 2014).

Um grande volume de dados é gerado ap0s o sequenciamento sendo necessario
ferramentas de bioinformética para analises posteriores onde esses dados sdo refinados em
Unidades Taxondmicas operacionais (OTUs) através de bancos de dados de referéncia como o
Greengenes, RDP e Silva (KNIGHT et al., 2018). Geralmente também s&o realizados o perfil
funcional dessas OTUs fazendo previsdes acerca de fungdes bioldgicas das comunidades
bacterianas (ASSHAUER et al., 2015).

Conhecer a composicdo e compreender o funcionamento da microbiota intestinal
juntamente com a homeostase do organismo humano tem incitado a ciéncia no presente
momento. Um desafio da medicina personalizada é avaliar a microbiota intestinal de cada
individuo e sua resposta ao meio, utilizando-a como possivel marcador de doencas ou para
instruir o tratamento de acordo com as particularidades de cada pessoa. Buscar uma microbiota
intestinal indicadora de salde ou de doenca se mostra como uma perspectiva presente na
pesquisa e diagndstico clinico

Os avangos metodoldgicos tém possibilitado uma melhor compreensdo sobre a
composic¢do da microbiota intestinal e suas funcdes, porém deve ser compreendido que 0 custo
e 0 acesso a alguns desses métodos pode ser dispendioso financeiramente, dependem de uma
estrutura fisica e mdo de obra qualificada, e em decorréncia desses fatores pode gerar uma
demora em diagnosticar condi¢des patoldgicas. O uso de ensaios moleculares sob a forma de
Kits permite um maior acesso para os estudos independentes que ndo possuem estrutura dos
grandes laboratorios, tornando a pesquisa e diagnostico acessivel, com maior agilidade e menor
custo financeiro (BIKEL et al., 2015; ORTIGAO et al., 2020).
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3 JUSTIFICATIVA

A Organizacdo Mundial da Saude demonstrou em seu relatorio que a média global de
expectativa de vida para a mulheres é de 76 anos de idade (OMS 2019). Durante a vida da
mulher ocorre o climatério um evento fisiologico que envolve a transicdo do periodo
reprodutivo para o ndo reprodutivo, onde acontece a menopausa caracterizada pelo ultimo ciclo
menstrual seguido de doze meses de amenorréia. Esse periodo ocorre entre 40 a 65 anos de
idade o que indica que a mulher vive um terco de toda sua vida sob condigdes ocorridas apds o
climatério (SOBRAC, 2013).

O climatério acarreta mudancas fisicas, psicoldgicas e hormonais, que influenciam
fortemente a qualidade de vida nesse periodo. O declinio estrogénico estabelece relagdo com
diversos sistemas no organismo da mulher dentre eles a microbiota intestinal, o que pode
contribuir ou acarretar para disbiose de comunidades bacterianas intestinais, trazendo prejuizos
a saude da mulher em contribuicdo a condi¢cGes como obesidade, sindrome metabdlica, diabetes,
osteoporose (PLOTTEL; BLASER, 2011).

Conhecer os componentes de uma microbiota benéfica e seus mecanismos tém sido
proposto por estudos de metagendmicos, que identificam espécies e suas fun¢des metabdlicas.
Ainda sdo escassos 0s estudos sobre microbiota intestinal da mulher no climatério, se faz
necessario identificar e correlacionar grupos bacterianos presentes nessa fase e aqueles que
sofrem alteracbes decorrente de mudancas hormonais (ALMEIDA et al., 2019; BAKER; AL-
NAKKASH; HERBST-KRALOVETZ, 2017).

Perante as descobertas acerca do impacto que a microbiota intestinal exerce sobre a
salde, se faz necessario conhecer o perfil dessa microbiota e a sua correlagdo com eventos como
o climatério. Ha uma necessidade de investimento em diagnostico individual, assertivo e de
custo acessivel para a microbiota, tornando-a um pardmetro de diagnostico de rotina que auxilia

na prevencao e corre¢do de desordens que possam causar o adoecimento da mulher climatérica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Identificar a microbiota intestinal de uma coorte de mulheres em fase de climatério na
cidade de Ouro Preto — MG e correlacionar com a presenga de alteracbes nos padrdes

bioquimicos e hormonais dessa coorte.

4.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar a populacdo do estudo por meio de questionario sociodemografico, seu

estagio de envelhecimento reprodutivo, e sintomas climatéricos através da escala MRS.

- Quantificar os géneros bacterianos Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus e
Clostridium na microbiota intestinal utilizando a técnica de PCR em tempo real (QPCR).

- Correlacionar os géneros quantificados com os parametros bioguimicos e hormonais.

- Caracterizar a microbiota intestinal utilizando Sequenciamento de Nova Geracao.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi realizado na cidade de Ouro Preto — Estado de Minas Gerais, no
Laboratorio de Bioquimica e Biologia molecular (LBBM), localizado na Universidade Federal
de Ouro Preto (UFOP). A pesquisa foi submetida ao Comité de ética e pesquisa envolvendo
seres humanos (CEP/UFOP) e aprovada sob o protocolo CAAE 29723420.9.0000.5150
(ANEXO A). As mulheres convidadas para o estudo foram instruidas acerca da existéncia desse
protocolo e concordaram assinando o termo de consentimento Livre e esclarecido (TCLE)

(ANEXO B) para serem inseridas no estudo.

5.2 Delineamento do estudo

Para realizacdo deste trabalho foram convidadas 70 mulheres residentes na cidade de
Ouro Preto — Minas Gerais — e dos seus distritos. O contato com as participantes foi possivel
devido ao trabalho em conjunto com a equipe do Programa Ambar, que desde 2013 desenvolve
aces voltadas para as equipes de satide e para mulheres usuérias do sistema Unico de Satde
na cidade. O programa Ambar compartilhou o banco de dados pré-existente de mulheres em
fase de climatério, assim foi realizado o recrutamento, onde foram selecionadas mulheres com
idade de 40 a 65 anos que utilizavam o SUS e a rede privada de atendimento hospitalar na
cidade. Foram incluidas mulheres com relatos de sintomas vasomotores, geniturinarios, com
alteracdo no ciclo menstrual relacionado a fase do climatério e aquelas que j& possuiam
amenorreia por um ano ou mais. As participantes foram entrevistadas e passaram por uma coleta
de sangue para analises laboratoriais. Também foi realizada a coleta de fezes pelas participantes

no seu local de residéncia sob prévia orientacéo.
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Figura 2: Fluxograma para realizagéo do estudo.

70 mulheres
40 4 65 anos

Reprodutivo N=11
Pré menopausa N=15
Pds menopausa N= 44

. Al Amostra
Entrevista Analises
laboratoriais fecal
Ficha Clinica Glicose  FSH Extracio DNA
Climatério cT TSH bacteriano
MRS TG Beta estradiol

HDLc Acido Urico
LDLc Creatinina
Uréia

Sequenciamento

Nova Geracao aPCR

.. L. Bifidobacterium
Bioinformatica Bacteroides

Identificacdo Géneros e Lactobacillus
espécies Bacterianas Clostridium

MRS= Escala de avaliagdo da menopausa; CT= colesterol total; HDLc= lipoproteina de alta densidade; LDLc=
lipoproteina de baixa densidade; TG = triglicerideos; TSH= hormonio tireoestimulante; FSH= hormonio foliculo
estimulante; NGS = Sequenciamento de Nova Geracao; gqPCR= Reacdo em cadeia da Polimerase em Tempo Real.

5.3 Critérios de exclusao

Foram excluidas mulheres histerectomizadas, casos de neoplasia maligna de mama e
endométrio, sangramento genital anormal de causa desconhecida ap6s a menopausa; historia de
tromboembolismo atual ou prévio (trombose venosa profunda, doenca tromboembdlica);
diagnostico de vaginoses no momento do recrutamento. As coletas de dados e amostras

bioldgicas tiveram inicio em agosto de 2020 e foram realizadas até fevereiro de 2021.

5.4 Entrevista

A entrevista foi agendada por contato telefénico com as participantes e na data marcada
cada mulher foi entrevistada individualmente em espaco reservado. A ficha clinica do

climatério (ANEXO C) foi o instrumento utilizado para obtencdo dos dados sociodemograficos,
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comportamentais, e aspectos reprodutivos. Para avaliar o grau dos sintomas referentes a
menopausa, foi utilizado o “Menopause rating scale (MRS)” (ANEXO D) (HAUSER et al.,
1994). Ao término da entrevista foi realizada a coleta de sangue e realizada as recomendacdes

para coleta de fezes.

5.5 Analise do perfil bioquimico e hormonal

Foi realizada coleta de sangue das participantes que foram previamente orientadas a
evitar o consumo de bebidas alcodlicas por 72 horas antes da coleta e manter o jejum alimentar
de doze horas antes para a realizacdo do exame. A coleta foi feita através de puncdo venosa
periférica em membros superiores, utilizando tubo de 5 mL contendo gel separador. O material
logo em seguida foi encaminhado para centrifugacao, e obtido o soro para dosar os seguintes
parametros bioquimicos: Perfil lipidico (CT, TG, HDLc, LDLc), glicose, ureia, célcio,
creatinina, acido Urico. Essas analises bioquimicas foram realizadas no analisador automatizado
COBAS INTEGRA® 400 plus (Roche).

As dosagens hormonais realizadas foram: 17 -Beta Estradiol, Horménio Foliculo
Estimulante (FSH), Horménio Luteinizante (LH), Horménio tireoestimulante (TSH), para isso
foi utilizado o equipamento ACCESS 2 IMMUNOASSAY SYSTEM® (Beckman Coulter).
Todas as analises foram feitas no laboratorio piloto de Anélises Clinicas (LAPAC) da escola de

Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto.

5.6 Coleta de Fezes

As participantes receberam um kit para coleta de fezes identificado contendo: 01 pote
transportador 50ml, 01 espétula, 01 revestimento estéril para vaso sanitario, tornando a coleta
mais confortavel e minimizando riscos de contaminacdo da amostra. Elas foram orientadas
conforme o procedimento de uso do kit coletor e realizaram a coleta em sua residéncia,
mantendo a amostra em refrigeracdo até 0 momento da entrega no posto de satde de referéncia
do seu bairro. As amostras foram recolhidas e transportadas sob refrigeracao até o laboratorio
de Biologia molecular na UFOP, aonde foram aliquotadas em 15mg e armazenadas em freezer

-80°C até o periodo da realizacdo da extracdo do DNA.
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5.7 Extracéo de DNA

As extracOes de DNA fecal foram realizadas nas 70 amostras obtidas. Como método
adaptado e padronizado para extracdo de DNA das fezes foi utilizado o protocolo do
International Human Microbiome Standard (IHMS/http://www.microbiome-standards.org/)
sendo escolhido para uso o protocolo H (FOR; SAMPLES; EXTRACTION, 2015).

O processo de extracdo utilizou 15mg de fezes previamente pesadas em um eppendorf
estéril de 2 mL e seguiam armazenadas em freezer - 80°C. A essas amostras congeladas foi
adicionado 250 pL de solucdo de isotiocianato de guanidina (4M) seguido por adi¢édo 40 pL de
solucdo N-laurilSarcosina 10% e ap6s o descongelamento da amostra adicionado 500 pL de
solucdo N-laurilSarcosina 5% que atua na remocdo de lipideos presentes nas amostras.
Amostras incubadas a 70°C por 01 hora em termobloco. Adicionado 750 mg de beads de vidro
com diametro de 0,1cm e homogeneizado com auxilio do vortex.

Dando seguimento ao protocolo foi adicionado 10 mg de Polivinilpolipirrolidona
(PVPP), amostras agitadas vigorosamente e centrifugadas a 9.000 g por 5 minutos a 4°C.
Adicionado 500 pL TENP (tampéo Tris-HCL, EDTA, NaCl e PVPP) realizada centrifugacdo a
9.000 g por 10 minutos mantendo a temperatura de 4°C e coletado o sobrenadante em outro
eppendorf. Esse procedimento de lavagem utilizando o TENP e centrifugacao foi repetido trés
vezes, sendo que a cada centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para o outro eppendorf.
Essas lavagens auxiliam na remoc¢do de metabdlitos secundarios que possam estar presentes na
amostra.

O DNA foi precipitado com 1 mL de Isopropanol, homogeneizado por inversdo e
centrifugado a 9.000 g por 10 minutos. Descartado 0 sobrenadante e adicionado 450 uL de
tampdo Phosphate e 50 uL acetato de Potassio, dissolvendo o DNA precipitado suavemente.
Amostras foram mantidas em refrigeracao por 01 hora e 30 minutos, centrifugadas e recuperado
sobrenadante contendo DNA, que foi tratado com 10mg/pL de Rnase (Sigma). Adicionado 50
pL de acetato de Sédio (3M) e 1 mL de etanol 100% e amostras mantidas em uma temperatura
de -20°C por um periodo de 14 a 16 horas. Finalizando a extracéo as amostras foram submetidas
a trés lavagens sucessivas com etanol 70% sempre mantendo a centrifugacdo 12.000 g por 5
minutos a 4°C. Ao término do processo o DNA precipitado foi ressuspendido em 200uL de
tampé&o Tris-EDTA (TE) pH 8 conforme indicado pelo protocolo e armazenado a 4°C (BAG et
al., 2016; FOR; SAMPLES; EXTRACTION, 2015).

O DNA extraido foi quantificado pelo método de espectrometria através do

equipamento NanoDrop™ Lite Spectrophotometer®. Para avaliar a concentragéo e pureza da
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amostra utilizou-se a medida de absorbéncia através do comprimento de onda 260/280 nm
sendo indicadas amostras de boa qualidade aquelas com valores de razdo entre 1,8 e 2,0
(ThermoFisher Scientific). Dando continuidade na avaliacdo de qualidade e integridade do
DNA extraido, foi realizada eletroforese do DNA gendémico em gel de agarose na concentracdo
0,6% corado com Brometo de etideo, onde foi possivel confirmar a integridade do DNA e
excluir contaminagédo por RNA (BAG et al., 2016). As condicdes estabelecidas para realizagéo
da eletroforese foram o uso de tampédo TBE 0,5X e corrente elétrica de 80 volts e a imagem
documentada por meio de um transiluminador UV (SAMBROOK, JOSEPH & MANIATIS,
1987).

5.8 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo de PCR foi padronizada a partir de 30 ng de DNA, utilizando o kit da
Thermofisher/Brasil e seguindo os seguintes parametros no termociclador: 1 ciclo de 94°C por
5 minutos, 40 ciclos: 95° C por 15 segundos / 60°C 15 segundos/ 72° C por 33 segundos e 1
ciclo de 72°C por 9 minutos. Realizada nova eletroforese em gel de agarose 1,2% para verificar
a amplificacdo do DNA onde cada género apresenta uma banda especifica de tamanho.

Quadro 2: Sequéncia de Primers utilizados para amplificacdo dos géneros Bifidobacterium,
Bacteroides, Lactobacillus, Clostridium

Primer Sequéncia Tamanho pb

Universal 16S Forward (TCC TAC GGG AGG CAG CAG T) 467 pb
Reverse (GGA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTGTT)

Bifidobacterium Forward (GGG TGG TAA TGC CGG ATG) 442 pb
Reverse (TAA GCG ATG GAC TTT CAC ACC)

Bacteroides Forward (ATA GCC TTT CGA AAG RAA GAT) 495 pb
Reverse (CCA GTATCA ACT GCAATT TTA)
Lactobacillus Forward (AGC AGT AGG GAA TCT TCC A) 341 pb
Reverse (CAC CGC TAC ACA TGG AQG)
Clostridium Forward (CGG TAC CTG ACT AAG AAG C) 429 pb

Reverse (AGT TTY ATT CTT GCG AAC G)

(KOOK et al., 2018)
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5.9 Quantificacéo dos géneros bacterianos por PCR em tempo real (QPCR)

A partir do DNA extraido foi realizada a construcdo de uma curva padréo utilizando o
primer universal para o gene 16S rRNA e realizada através de gPCR. Para os ensaios foi
utilizado o kit GoTag® Probe gPCR Master Mix, sistema Sybr Green (Applied Biosystems, Life
Technologies) e placas de 96 pocos seladas com selo Optico (Applied Biosystems).

A quantificacdo se deu inicialmente a partir de uma curva padrdo previamente
estabelecida, na qual a reacdo de gPCR teve um volume final de 10 pL: sendo 4,9 uL referente
ao master mix, 0,1 pL de CXR (corante de referéncia), 3 pL primers (solucéo de uso contendo
Forward e Reverse na concentracdo 10 miliMolar), 1 pL agua miliQ estéril, e 1 uL do DNA na
concentracdo inicial de 10 ng. Foram utilizados também outras concentracfes de DNA para
construcdo da curva padréo (1ng/ 0,1 ng/ 0,01ng/ 0,001ng/ 0,0001 ng). As reacdes foram
preparadas em triplicata e o aparelho utilizado foi 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems).
As condicdes de amplificacdo foram 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos referente a
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, seguidos pelo anelamento dos primers a 60 °C por 1
minuto. Ao término da amplificacdo foi aplicada a seguinte férmula para obter o nimero de
copias de DNA bacteriano em cada diluic&o:

[ Num. copias= [DNA (g/nL) x 6°022*10% (pb/mol)] / [lenght (pb) x 660(g/mol)] ]

Onde a formula representa:

- DNA(g/puL):Concentragdo de DNA utilizado (10ng/ Ing/ 0,1ng/ 0,01ng/ 0,001ng/ 0,0001ng/)

_Constante: 6°022%10°
-Lenght: 4,600.00pb (DNA E.coli)
-Constante: 660 (g/mol)

Obtendo o numero de copias de DNA e sua quantidade em nanogramas correspondente

ao Ciclo Treshold (Ct) apontado na amplificagcdo. Calculos apresentados no ANEXO E.
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Figura 3: Curva padrdo gerada a partir dos pontos de Ciclo Treshold obtidos com a
amplificacdo de diferentes concentracdes de DNAQ.

y = 3.0068x + 9.6293

2 =
2000 R? =0.9854 28.29
' 24.61
20.00 :
13.66 T
10.00
0.00

10ng Ing 0,1ng 0,01ng 0,001ng 0,0001ng

Ap0s a obtencdo da curva padrdo foi dado continuidade a quantificacdo dos quatro
géneros bacterianos em todas as amostras analisadas. O protocolo foi mantido e reproduzido
respeitando as mesmas condic@es dos reagentes, utilizando 10ng de DNA para todas as reacoes
e apenas o primer era alterado conforme o género avaliado. Utilizadas as mesmas condicdes de
temperatura no 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems) o qual utiliza a intensidade do DNA
amplificado com a referéncia ROX. Ao final da reacéo € utilizado o valor do Ciclo Threshold
(CT) que é o numero de ciclos necessarios para que o aparelho detecte a amplificacdo do alvo
através da fluorescéncia emitida (BUSTIN et al., 2009). Mantido o uso da formula para calculo
do numero de cépias de DNA referente ao ciclo de amplificacdo, todos os calculos estdo
detalhados no ANEXO F para todas as 70 amostras.

5.10 Sequenciamento de Nova Geracao

Nove amostras foram encaminhadas para sequenciamento. Foram contratados 0s
servicos da empresa Proteimax Biotecnologia LTDA, Sao Paulo — Brasil, onde foi realizado o
processo de construgdo da biblioteca do RNAr 16s V3/V4 e o sequenciamento. Em um primeiro
momento foi realizada a construcédo da biblioteca gendmica utilizando os seguintes primers para
aregido V3 e V4 do RNAr 16S: 341 Forward (CCT ACG GGN GGC WGC AG) e 805 Reverse
(GAC TAC HVG GGT ATC TAA TCC) (FUJIYOSHI; MUTO-FUIJITA; MARUYAMA,
2020; KLINDWORTH et al., 2013). A biblioteca foi preparada utilizando o kit Nextera® XT
(ILLUMINA, 2013, 2016). Apds a construgdo da biblioteca foi iniciado o sequenciamento
utilizando o sequenciador IHlumina® NovaSeq6000 com o kit SP Reagent kit v1.5 (500 ciclos)
(2x250bp).
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5.11 Anélise dos dados sequenciados

Ap0s o sequenciamento foram gerados resultados no formato de texto FASTQ, que
contém as sequéncias de nucleotideos e 0s seus indices de qualidade correspondentes. As
andlises dos resultados do processamento metagendmico destes dados possibilitam a
observacao da composicao predominante da microbiota fecal das participantes do estudo. Além
disso, é possivel analisar os conjuntos de metabolitos produzidos por estes organismos

identificados na microbiota fecal.

5.12 Controle de qualidade

Um estudo da qualidade das amostras sequenciadas utilizando os arquivos FASTQ foi
conduzido utilizando a ferramenta PRINSEQ-lite 0.20.4 (http://prinseq.sourceforge.net/)
(SCHMIEDER; EDWARDS, 2011). O controle de qualidade das amostras foi realizado através
de um filtro de sequéncias, baseado no indice Phred (EWING et al., 1998). Neste trabalho,
utilizamos um valor de Phred20 como parametro no processo de filtragem.

5.13 Anélise das sequencias obtidas e classificacdo taxonémica

Para estudar a composicdo da microbiota das amostras, realizamos analises
metagendmicas utilizado o software QIIME 2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
(BOLYEN et al., 2019). A partir dos arquivos FASTQ, com as sequéncias resultantes do
processo de controle de qualidade, sdo gerados arquivos de Unidades Taxondmicas
Operacionais (OTUs). Neles, as sequéncias de 16S rRNA de cada amostra estdo agrupadas por
um critério de semelhanca.

Um classificador Naive Bayes treinado na base de dados Silva, que possui qualidade
controlada de genes rRNA (QUAST et al., 2012), infere a taxonomia de cada OTU, em cada
um dos diferentes niveis toxondmicos (dominio, filo, classe, ordem, familia, género e espécie)
(SCHLOSS; WESTCOTT, 2011). A partir destes dados sdo realizadas as analises

metagendmicas.

5.14 Classificagdo metabolica funcional in silico

As OTUs obtidas como descrito no item 5.13 foram processadas pela ferramenta
PICRUSt 1.1.4 (LANGILLE et al., 2013), produzindo as predi¢des funcionais metagenomicas
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de cada amostra. Os arquivos de metadados foram processados juntamente com os arquivos de
predicBes metaboldmicas no programa STAMP (PARKS et al., 2014) para gerar anlises
exploratérias dos perfis funcionais através de testes de hipOteses estatisticos. Para a
classificacdo funcional das sequéncias identificadas foi utilizado a Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG), como descrito em

https://www.genome.jp/kegg/docs/relnote.html.

5.15 Andlises estatisticas

Os dados obtidos a partir da ficha clinica, MRS e resultados laboratoriais foram
codificados e digitados sob dupla checagem utilizando o software EpiData (versdo 3.2). As
analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism, versdo 8.01 for
Windows, (San Diego, CA, USA). A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de
Shapiro-Wilk. Variaveis com distribuicdo normal foram expressas por suas medias e desvio
padrdo, ja os dados que ndo apresentaram normalidade em sua distribuicdo foram expressos
através da mediana. Para comparacdo de médias e desvio padrdo usado teste One way ANOVA
seguido de poés teste de Tuckey, e para valores expressos pela mediana os dados foram

comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. VValores considerados significativos quando p< 0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Caraterizacdo da amostra

Participaram do estudo 70 mulheres residentes na cidade de Ouro Preto (MG), que foram
classificadas de acordo com o Estagio de envelhecimento reprodutivo e status menopausal
(STRAW EER) (HARLOW et al., 2012). Os dados foram obtidos por meio de questionario
apresentado no ANEXO C. A Tabela 1 mostra a classificagdo STRAW das participantes e a

maior parte das mulheres se encontravam no estagio de PGs menopausa (63% n=44).

Tabela 1: Classificacdo das mulheres de acordo com os estagios de envelhecimento reprodutivo
e status menopausal.

Estagios Frequéncia

n %
Fase reprodutiva 11 16
Pré menopausa 15 21
P6s menopausa 44 63
Status menopausal
Pré menopausa 26 37
P6s menopausa 44 63
Total 70 100

Fonte: Elaborado pelo autor

O perfil sociodemogréafico e comportamental é apresentado mantendo a estratificacdo
dos grupos conforme o estagio reprodutivo (Tabela 2). A idade média no periodo reprodutivo
foi de 44 anos, pré menopausa 49,2 anos e pds menopausa 54,6 anos. Em todos os trés grupos
a maioria das mulheres possuia companheiro, e em relagdo ao sistema de saude prevaleceu o
uso do sistema publico (Reprodutivo: 55%, pré menopausa: 87% e pds menopausa 82%).

Ao avaliar as caracteristicas comportamentais o grupo reprodutivo ndo apresentou
nenhuma participante tabagista, apenas duas mulheres em pré menopausa eram fumantes e em
p6s menopausa quatro mulheres. Ao verificar o etilismo havia uma pequena parcela de
mulheres em cada grupo que alegou o consumo frequente de bebidas alcodlicas (reprodutivo:

18%, pré menopausa: 20% e pds menopausa: 7%). Foi possivel constatar entre os grupos
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avaliados que mais da metade das mulheres alegaram ndo realizar atividade fisica de modo

regular.

Tabela 2: Caracterizagcdo sociodemografica e comportamental das participantes.

Variaveis

Reprodutivo (n=11)

Pré menopausa (n=15)

P6s menopausa (n=44)

Idade (Média) 44,0 49,2 54,6

Status Marital

Sem companheiro 3 (27%) 5 (33%) 17 (39%)

Com companheiro 8 (73%) 10 (67%) 27 (61%)

Sistema de Saude

Publico 6 (55%) 13 (87%) 36 (82%)

Privado 1 (9%) 0 1 (2%)

Ambos 4 (36%) 2 (13%) 7 (16%)

Numero de Filhos

Nenhum 0 3 (20%) 4 (9%)

1 3 (27%) 3 (20%) 10 (23%)

2 5 (46%) 4 (27%) 15 (34%)

3 ou mais 3 (27%) 5 (33%) 15 (34%)

Tabagismo

Sim 0 2 (13%) 4 (9%)

N&o 11 (100%) 13 (87%) 40 (91%)

Etilismo

Sim 2 (18%) 3 (20%) 3 (7%)

Nao 9 (82%) 12 (80%) 41(93%)

Atividade Fisica

Regular

Sim 3 (27%) 2 (13%) 10(23%)
3 0, 0

N&o 8 (73%) 13(87%) 34 (77%)

6.2 Escala de avalia¢éo de menopausa (MRYS)

Fonte: Elaborado pelo autor

Os sintomas do climatério e qualidade de vida foram avaliados utilizando o0 Menopause

Rating Scale (MRS) (HAUSER et al., 1994) que avalia os sintomas somato- vegetativos,

sintomas psicologicos e urogenitais. No grupo reprodutivo 55% das mulheres descreveram
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sintomas somato-vegetativos ausentes ou de forma ocasional, sintomas psicoldgicos ocorreram
em 37% com intensidade moderada e sintomas urogenitais permaneceram ausentes ou

ocorrendo ocasionalmente em 45% desse grupo, conforme pode ser observado na Figura 4.

Figura 4: Frequéncia (%) de mulheres em fase reprodutiva que apresentaram sintomas na
escala MRS.

Fase Reprodutiva - MRS Qualidade de Vida

m Ausentes/Ocasionais

I
Urogenitais
|
m Intenso
]
Psicolégicos Moderado
] Leve
|

Somato - vegetativos
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Fonte: Elaboracédo propria
Podemos observar na Figura 5 que mulheres em pré menopausa relataram sintomas
urogenitais intensos (60%), sintomas psicoldgicos intensos (53%) e somato-vegetativos (40%)

intensos. De acordo com 0 MRS apresentar esses sintomas de maneira intensa pode indicar uma

pior qualidade de vida.

Figura 5: Frequéncia (%) de mulheres em pré menopausa que apresentaram sintomas na escala
MRS.

Pré menopausa - MRS Qualidade de Vida

. m Ausentes/Ocasionais
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|
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|
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Fonte: Elaboracédo propria
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ApOs a menopausa 0s sintomas urogenitais permanecem em maior ocorréncia (41%)

porém com a intensidade moderada. Sintomas psicoldgicos e somato-vegetativos se apresentam

em proporcdes iguais (36%) de intensidade moderada conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6: Frequéncia (%) de mulheres pds menopausa que apresentaram sintomas na escala

MRS

Somato - vegetativos

6.3 Analises dos parametros bioquimicos
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Fonte: Elaboracdo propria
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Os dados bioquimicos foram mensurados e comparados entre 0S grupos como

apresentado pela Tabela 3. Ao avaliar o perfil lipidico é observado que o valor médio de

Colesterol total se encontra elevado em todas as fases do climatério: reprodutivo 199,4 + 29,8

mg/dL, pré menopausa 221,9 + 50,6 mg/dL e p6s menopausa 230,0 + 55,6 mg/dL. Valores

referentes a ureia, célcio e &cido uUrico apresentaram diferenca significativa entre as fases

reprodutivas (p < 0,05).

Tabela 3: Parametros bioquimicos obtidos para os grupos reprodutivo, pré menopausa e pos

menopausa.

Analito Bioquimico

Reprodutivo

Mediana; 1° - 3°

Pré menopausa
Mediana; 1° - 3°

P6s menopausa
Mediana; 1° - 3°

P valor

Quiartis ou Quiartis ou Quiartis ou

MédiatzDP MédiatzDP MédiaxDP
Glicose (mg/dL) 86,0 (84 - 96) 86,0 (72 - 98) 94,0 (82 - 103)
HDL-c (mg/dL) 62,0 (44 - 67) 50,0 (45 - 62) 52,5 (42,2 - 63,5)
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LDL-c (mg/dL)

121,0 (96 - 146)

136,0 (105 - 159)

141,5 (103,4 - 185,5)

Triglicérides (mg/dL)

78,0 (56 - 138)

125,0 (101 - 166)

116,5 (96 - 212,8)

VLDL (mg/dL)

16,0 (11 - 28)

25,0 (20 - 33)

23,0 (19 - 42,5)

CT (mg/dL)

199,4 + 29,8

221,9 £50,6

230,0 £55,6

Creatinina (mg/dL)

0,71 (0,67 - 0,72)

0,80 (0,67 - 0,84)

0,76 (0,68 - 0,84)

Ureia (mg/dL) 23,0 (16 - 26) 27,0 (26 - 36) 2 30,0 (25 - 35,7) 0,02182
0,0050 °

Célcio (mg/dL) 9,38+£0,24 9,71+£0,41 9,81 + 0,40 b 0,0038

Acido Urico (mg/dL) 4,23 +0,96 546+1,78 2 5,09 + 1,15 0,0492

Fase Reprodutiva n=11; Pré menopausa n=15; P6s menopausa n=44; CT = colesterol total; HDLc =
lipoproteina de alta densidade; LDLc = lipoproteina de baixa densidade. Dados normais expressos em
média * desvio padrdo (M x DP) e dados ndo paramétricos sdo mostrados como mediana (Mmaximo —
minimo). Para dados normais realizado One way ANOVA com pos teste de Tukey enquanto para dados
ndo paramétricos utilizado teste de Kruskal-Wallis. Valores de p< 0,05 foram considerados
significativos estatisticamente.

a: Diferenca significativa entre grupo reprodutivo e pré menopausa.

b: Diferenca significativa entre grupo reprodutivo e pds menopausa.

6.4 Analise dos parametros hormonais

Os valores hormonais foram avaliados e comparados entre 0s estagios de
envelhecimento reprodutivo. Os horménios Beta estradiol, FSH e LH apresentaram diferenca

significativa entre os grupos conforme apresentado pela Tabela 4.

Tabela 4: Parametros hormonais avaliados para 0s grupos reprodutivo, pré menopausa e pos
menopausa.

Analito Fase Reprodutiva Pré menopausa P6s menopausa P valor
Mediana; Mediana; Mediana;
1° - 3° Quartis 1° - 3° Quartis 1° - 3° Quartis
Beta-estradiol 197,7 (111,7 - 226,0) 41,4(18,6-1379) 167 (12,6 - 21,7) ¢ <0,0001 "
(picog/mL)
0,0022
FSH (mUl/mL) 3,8 (2,9-6,1) 26,05(7,1-51,4)%  42,1(30,5-62,6)" 0,0356 2
<0,0001°
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LH (mUl/mL) 4,49 (3,3-11,7) 18,6 (7,9 - 45,1) 38,1 (29,5 - 52,6) <0,0001

TSH (microUl/mL) 2,1(1,8-3,0) 1,6(1,0-3,3) 25(1,5-33) >0,999

Dados ndo paramétricos mostrados com mediana (maximo — minimo). Realizado teste de Kruskal-
Wallis onde valores de p < 0,05 foram considerados significativos estatisticamente. FSH = Horménio
Foliculo estimulante; LH= Hormonio Luteinizante; TSH= Hormonio Tireoestimulante.

a: Diferenca significativa entre grupo reprodutivo e pré menopausa.

b: Diferenca significativa entre grupo reprodutivo e pos menopausa.

c: Diferenca significativa entre grupo pré menopausa e pos menopausa.

6.5 Integridade e qualidade do DNAg extraido de amostras fecais

O protocolo utilizado para extracdo do DNA das amostras de fezes das participantes do
projeto se mostrou eficiente, com presenca de uma Unica banda integra de DNAg identificada
como pode ser observado na Figura 7.

Figura 7: Analise da qualidade do DNAg extraido de amostras fecais

40 49 53 54 55 Sﬁ 57 58 59 60 61 64 65 66
i_: B ! ; A i

Cada banda corresponde a uma amostra. Cerca de 80ng de DNAg foram avaliados por eletroforese em
gel de agarose 0,6% em TBE 0,5x e corado com Brometo de etideo.

6.6 Quantificacdo dos géneros bacterianos através de gPCR

Realizada a quantificacdo de cdpias totais de DNA bacteriano em todas as amostras
utilizando Primers rRNA 16S, e mantendo a estratificacdo dos estagios de envelhecimento

reprodutivo ndo foram observadas diferencas estatisticas significantes avaliando o valor total
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de carga bacteriana entre os trés grupos. No entanto 0 menor nimero de cépias foi encontrado
no grupo de mulheres em fase reprodutiva (1,30x102%) enquanto a maior quantidade de copias
de DNA bacteriano foi verificada em mulheres na pré menopausa (1,60x10%). A figura 8

representa o nimero total de copias de DNA bacteriano entre 0s grupos.

Figura 8: Quantificacdo de bactérias por gPCR a partir de amostras fecais de mulheres no
climatério
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Reprodutivo ~ Pré Menopausa P6s menopausa

Fonte: Elaborag&o propria

Fase Reprodutiva n=11; Pré¢ menopausa n=15; P6s menopausa n=44; realizado teste de Kruskal-Wallis
e dados ndo paramétricos sdo mostrados com mediana (méximo —minimo). N&o foi verificada diferenca
significativa para o nimero de cépias de DNA bacteriano entre os trés grupos. Obs: Numero de cdpias
de DNA bacteriano em 15mg de fezes.

Os quatro géneros Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus e Clostridium foram
quantificados e avaliados conforme o estagio envelhecimento reprodutivo. Foram observadas
diferengas significativas estatisticamente entre os géneros quando avaliado o estagio

reprodutivo separadamente conforme apresentado na figura 9.
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Figura 9: Quantificagdo por qPCR dos géneros Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus e
Clostridium a partir de amostras fecais de mulheres no climatério.
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Dados nao paramétricos realizado teste de Kruskal-Wallis para multiplas comparagdes onde valores de
p < 0,05 foram considerados significativos estatisticamente. O nimero de copias de DNA bacteriano foi
obtido para cada 15mg de fezes. a) Fase Reprodutiva n=11 diferenga significativa entre a quantidade de
Bacteroides comparada a Lactobacillus ¢ Lactobacillus comparado a Clostridium. b) Pré menopausa
n=15 diferenca significativa observada entre quantidade de Bifidobacterium versus Clostridium,
Bacteroides versus Lactobacillus e Lactobacillus versus Clostridium. ¢) P6s menopausa n=44 houve
diferenga na quantidade dos géneros exceto quando comparado Bifidobacterium versus Lactobacillus.
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Os resultados obtidos a partir da gPCR demonstram que o género Clostridium se
apresenta em maior abundancia (73,41%), seguido por Bacteroides (17,21%), Bifidobacterium
(7,10%) e Lactobacillus (2,28%) considerando todas as participantes do estudo (70 mulheres)
como apresentado pela figura 10.

Figura 10: Percentual dos géneros Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus e Clostridium
na populagéo total avaliada

Abundancia relativa géneros: Populacéo Total

7.10% Bifidobacterium
mm 17.21% Bacteroides

2.28% Lactobacillus
mm 73.41% Clostridium

Fonte: Elaboragéo Propria

Ao avaliar a quantidade dos géneros por estagio reprodutivo pode-se verificar que o
género Clostridium é evidentemente maior em todos 0s estagios, porém no estagio Reprodutivo
ele prevalece em 81,9% seguido por Bacteroides com 12,03%. E observado um aumento do
género Lactobacillus conforme o avanco do climatério sendo representado por 0,47% em fase
reprodutiva, em Pré menopausa 2,32% e na p6s menopausa chegando a 3,13%. Outro fato
ilustrado € o0 aumento do género Bacteroides em mulheres na p6s menopausa (20,6 %). Esses

resultados sdo apresentados pela figura 11 (a,b,c).
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Figura 11: Percentual dos géneros Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus e Clostridium
nos estagios reprodutivo (a), pré menopausa (b) e ps menopausa (c)

Abundincia relativa géneros: estigio Reprodutivo ~ Abundincia relativa géneros: estigio Pré menopausa

5.59% Bifidobacterium
mm 12.03% Bacteroides

0.47% Lactobacillus
mm 81.92% Clostridium

10.08% Bifidobacterium
= 15.10% Bacteroides

2.32% Lactobacillus
mm 72.49% Clostridium

Abundancia relativa géneros: estagio P6s menopaus:

6.41% Bifidobacterium
mm 20.65% Bacteroides

3.13% Lactobacillus
mm 69.80% Clostridium

Fonte: Elaboracéo Prdpria

Avaliando a quantificacdo dos quatro géneros e fazendo uma analise comparativa entre
os grupos de mulheres foi observado que Clostridium apresentou maior nimero de cépias de
DNA em relacdo aos demais géneros e também foi o Unico que apresentou diferenca

significativa entre os grupos reprodutivo e p6s menopausa conforme destacado na figura 12.
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Figura 12: Analise comparativa dos géneros Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus e
Clostridium dentre os estagios de envelhecimento reprodutivo

1.5x10%1

*k*

1x1021 .
B Reprodutivo

=3 Pré Menopausa
=3 Po6s menopausa

NUmero copias
DNA bacteriano

5)(1020_

ol Lz ddhd ¢

Bifidobacterium  Bacteroides Lactobacillus Clostridium

Realizado Two Way ANOVA com pos teste de Tukey para multiplas comparagdes onde valores
de p< 0,05 foram considerados significativos. Verificado diferenca estatistica entre a fase
reprodutiva e pds menopausa em relagdo a quantidade de nimero de cdpias de DNA bacteriano
do género Clostridium (p valor 0,0003). Dados ndo paramétricos, porém, para melhor
visualizagdo representados em graficos de barras.

6.7 Correlacdo entre os géneros e parametros bioquimicos

A Tabela 5 apresenta as analises de correlacdo realizadas utilizando os valores
encontrados para Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus e Clostridium pelo método de
gPCR para buscar possiveis correlagdes com as variaveis bioquimicas encontradas nas
participantes do estudo. Foi observada um associacdo significante de Bifidobacterium e
Bacteroides com o hormoénio FSH em mulheres do grupo reprodutivo. Outra correlacdo

apresentada foi de Lactobacillus e os niveis de Calcio em mulheres do grupo pré menopausa.
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Tabela 5: Analise de correlagdo entre 0s géneros bacterianos quantificados por gPCR e as

variaveis bioguimicas dos grupos reprodutivo, pré menopausa e p0s menopausa.

Reprodutiva Variaveis bioquimicas
Géneros HDL LDL CT VLDL TG p-estradiol FSH LH TSH Gli Ur Ca Crea AU
Bifidobacterium -0.210 0.353 0327 0341 0337 0271 0642% 0200 0287 -0.556-0.105 0243 0042 -0.019
Bacteroides 0.055 0.167 0203 0.101 0.091  0.071 0656 0268 0323 -0.634-0.116 -0.063 -0.092 -0.237
Lactobacillus 0.182 -0.344-0.294 -0.229 -0.217  0.191 -0.173  -0.209 0373 0.073 0.073 0.002 -0.403 -0.376
Clostridium 0.266 -0.086 -0.019 -0.182 -0.188  -0.180 0.036  -0.137 0.132 -0.227-0.057 -0.307 -0.128 -0.291

Pré menopausa Variaveis bioquimicas
Géneros HDL IDL CT VLDL TG p-estradiol FSH ILH TSH Gli Ur Ca Crea AU
Bifidobacterium -0.130 0.330 0.319 0355 0363  0.030 -0.053  -0.016 0.013 0.057 -0.552 -0.034 -0.224 -0.463
Bacteroides -0.225 -0.143 -0.172 -0.002 0.004  -0.086 -0.104  -0.140 -0.150 0.212 -0.467 -0.068 -0.432 -0417
Lactobacillus -0.355 -0.014 -0.076 0.259 0.268  -0.293 0304 0.043 0.268 0.321 -0.054 0.526# 0.155 0285
Clostridium -0.426 -0.363 -0.413 0413 0420  -0.128 -0424  -0.393 -0.063 0.063 -0.143 -0.254 -0.239 -0.380

Pos menopausa Variaveis bioquimicas
Géneros HDL LDL CT VLDL TG B-estradiol FSH LH TSH Gli Ur Ca Crea AU
Bifidobacterium -0.009 -0.017-0.046 0.042 0.038  -0.153 -0.001  -0.093 0.021 -0.146 0.061 -0.235 0.123 -0.195
Bacteroides -0.185 0.198 0.204 0.193 0.189  -0.167 -0.015  0.021 0.142 0.074 0.174 0.187 0220 -0.144
Lactobacillus -0.041 -0.066 -0.118 0.035 0.040  0.146 -0.158  -0.022 -0.177 0.134 -0.276 -0.078 -0.143 -0.044
Clostridium -0.100 0.197 0.207 0.067 0.057  0.066 -0.176 -0.109 -0.077 -0.101-0.213 0.131 -0.081 -0.192

*Correlagdo Pearson com associagdo significante entre as variaveis em fase reprodutiva

(Bifidobacterium e FSH p:0,0372) (Bacteroides ¢ FSH p: 0,0322).
Correlagdo Spearman com associagdo significante entre as varidveis em fase Pré menopausa
(Lactobacillus e calcio p: 0,0438).
Nota: HDL= lipoproteina de alta densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade; CT= colesterol
total; TG= Triglicérides; FSH= Foliculo estimulante; LH= Horménio Luteinizante; TSH= Hormoénio

tireoide estimulante; GLI= Glicose; UR= Ureia; CA= Calcio; CREAT= Creatinina; AU= Acido urico.

6.8 Caracterizagdo preliminar do microbioma fecal de mulheres utilizando abordagem

metagendmica

Apbs o sequenciamento os dados foram gerados em formato FASTQ e analises

seguintes realizadas através do software QIIME 2 e do banco de dados rRNA Silva conforme

descrito em materiais e métodos. A Tabela 6 apresenta 0 nimero de reads, bem como seu

tamanho médio expresso em nucleotideos. Foram obtidas em torno de 60 a quase 90 mil reads
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por amostra, utilizando Phred20. A amostra com menor numero apresentou 65 mil reads

enquanto a de maior nimero 89 mil reads.

Tabela 6: Numero de reads totais geradas por amostra provenientes do sequenciamento

Amostra N° Reads (Phred20) Sequence length

Reprodutivo M28 88064 248-430
Pré menopausa M17 80502 284-430
P6s menopausa M01 82485 305-430

MO03 65820 265-430
MO06 89788 220-430
M09 83685 251-430
M12 67446 286-430
M16 79076 284-430
M19 83879 302-430

Fonte: Elaboragdo propria

Os dados apresentados na tabela 7 correspondem ao numero de unidades taxondmicas
operacionais (OTUs) identificadas pela analise do sequenciamento. Foram identificadas no total
1733 (OTUs) e a sua distribuicdo conforme os niveis filo, classe, ordem, familia, género e
espeécie.

Tabela 7: OTUs identificadas e sua distribui¢cdo conforme o nivel taxondmico

Nivel Taxonémico n° Classificados %

Dominio 1733 100.0

Filo 1727 99.6

Classe 1722 99.3
Ordem 1665 96.0
Familia 1640 94.6
Género 1365 78.7
Espécie 664 38.3
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Para as andlises posteriores as amostras M17 (reprodutivo) e M28 (Pré menopausa)
foram agrupadas e representadas na tabela 8 como Pré menopausa. Posteriormente avaliamos a
frequéncia dos géneros utilizando como critério o numero maior ou igual a 200 reads. S&o
descritos os 13 géneros mais abundantes e os resultados foram expressos de acordo com a
frequéncia (%) que cada um dos géneros aparece no grupo Pré menopausa e PGs menopausa,
como apresentado pela Tabela 8.

O género Escherichia-Shigella se apresentou de maneira mais frequente em POs
menopausa (91,7%), seguido de Prevotella (91,6%) e UCG-002 (80,6%). No grupo Pré
menopausa foi verificada que o género Dialister se apresentou 69,2% dentro das amostras,
seguido pelo género Subdoligranulum (56,4%) e Eubacterium/coprostanoligenes (48,4%).

Tabela 8: Géneros bacterianos encontrados mais frequentes nos grupos pré menopausa e pos
menopausa

Género Frequéncia % Frequéncia %
Pré menopausa Pds menopausa
(Reprodutivo e Pré
menopausa)
Faecalibacterium 32.6 67.4
Bacteroides 41.8 58.2
Agathobacter 26.5 73.5
UCG-002 194 80.6
Christensenellaceae 30.2 69.8
Roseburia 29.6 70.4
Prevotella 8.4 91.6
Subdoligranulum 56.4 43.6
Dialister 69.2 30.8
Eubacterium 48.4 51.6
coprostanoligenes

Escherichia-Shigella 8.3 91.7
Blautia 35.6 64.4
UCG-005 31.2 68.8

Fonte: Elaboragao proprias

A figura 13 traz uma representacao visual a nivel taxondmico de género da composic¢ao
de cada amostra. Os géneros que se apresentaram mais frequentes pertencem aos filos

Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria.
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Figura 13: Representacdo da composic¢éo da microbiota fecal a nivel de género nas amostras

analisadas por sequenciamento.
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Representagdo esquematica da composi¢do da microbiota fecal das nove amostras analisadas por
sequenciamento. O esquema de cores destaca os 13 géneros que se apresentaram mais frequentes. Grupo
reprodutivo M17; Grupo Pré menopausa M28; Grupo Po6s menopausa M01, M03, M06, M09, M12,

M16, M19.

6.9 Predicdo Metabolomica

Analisando os 13 géneros mais frequentes nas amostras foi possivel gerar predi¢oes
metaboldémicas relacionadas a esses géneros. Pela limitacdo do N amostral apresentamos nas

tabelas abaixo o enriquecimento de vias encontrados através do KEGG Enzyme Collection e

KEGG PATHWAY (http: //www.genome.ad.jp/kegg/).
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Quadro 3: Predicdo das vias metabdlicas encontrados no KEGG presentes nas amostras
sequenciadas

Entrada Nome Funcéo
Biossintese de lipopolissacarideos
Naglipasyn-PWY | lipidio-A-dissacarideo sintase Biossintese de acidos graxos e
lipidios
o'antigen-pwy Biossintese de blocos de Biossintese carboidratos
construcao de antigeno - O (E. Biossintese acgucares
coli)
PWY-1269 Biossintese de CMP-3-desoxi- Biosintese hidratos de carbono
D- manno -octulosonato Biossintese Polissacarideos
PWY-5695 Degradacéo da inosina 5'-fosfato Degradacéo de Nucleotideos de
Purina
PWY6353 Degradacéo de nucleotideos de Degradacéo de Nucleotideos de
purina Il (aerdbia) Purina
PWY 6467 Transferéncia de Kdo para Biossintese Estrutura celular
lipideo IV a I Biossintese Lipopolissacarideo
PWY-6895 Biossintese de difosfato de Biossintese de Vitaminas
tiamina Il Biossintese de Tiamina
PWY 1297 Degradagéo dos Degradacédo de Nucleosideos e
desoxirribonucleosideos da Nucleotideos
purina
PWY 1298 Biossintese de L-alanina | Biossintese Aminoacido
biossintese L-alanina

Quadro 4: Predicdo das enzimas encontradas no KEGG presentes nas amostras sequenciadas

Entrada Nome Funcéo
EC2.4.99.12 Lipideo IVA 3-desoxi-D-manno- | Biossintese de lipopolissacarideo.
octulosonico transferase de
acido
EC4.2.1.35 (R) -2-metilmalato desidratase Metabolismo de isoleucina valina
EC4.1.3.36 1,4-dihidroxi-2-naftoil-CoA Sintese de metabdlito que leva a
sintase biossintese de menaquinona
(vitamina K2, em bactérias)
EC2.7.6.3 2-amino-4-hidroxi-6- Vias Biosinteética do folato
hidroximetildi-hidropteridina (bactérias, plantas e fungos).
difosfoquinase
EC2.3.3.13 2-isopropilmalato sintase Biossintese de valina, leucina e
isoleucina
Metabolismo de piruvato
EC2.1.1.185 23S rRNA (guanosina2251-2'- Catalisa metilagdo no dominio da
0O) -metiltransferase peptidiltransferase do rRNA 23S
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EC2.5.1.55

3-desoxi-8-fosfooctulonato
sintase

Biossintese de lipopolissacarideo
Biogénese da membrana externa
bacteriana.

EC3.1.3.45 3-desoxi-mano-octulosonato-8- Biossintese de lipopolissacarideo
fosfatase
EC2.7.7.38 3-desoxi-mano-octulosonato Incorporacéo do lipopolissacarideo
citidililtransferase em bactérias Gram-negativas.
EC4.2.1.33 3-isopropilmalato desidratase Biossintese de valina, leucina e
isoleucina
EC1.1.1.85 3-isopropilmalato desidrogenase Biossintese de valina, leucina e
isoleucina
Metabolitos secundarios
EC6.3.4.20 7-ciano-7-deazaguanina sintase Biossintese de folato
metabolismo da purina.
EC2.7.2.1 acetato quinase Metabolismo de Taurina e
Hipotaurina
Metabolismo Piruvato
Metabolismo microbiano em
diversos ambientes
EC3.6.1.13 ADP-ribose difosfatase Metabolismo de purinas
EC2.4.1.4 amilossucrase Metabolismo de amido e sacarose
EC5.3.1.13 arabinose-5-fosfato isomerase Metabolismo de carboidratos e
Lipopolissacarideos
EC4.3.1.1 aspartase Metabolismo de alanina, aspartato e
glutamato.
EC2.3.1.41 beta-cetoacil-ACP sintase | Biossintese de acidos graxos
(araquidonato, palmitato)
EC2.6.1.42 transaminase de aminoacidos de Metabolismo de cisteina, metionina
cadeia ramificada Biosintese de Valina, Leucina,
isoleucina
Biosintese de Pantotenato
Biosintese de metabdlitos secundarios
EC2.7.8.5 CDP-diacilglicerol - glicerol-3- Metabolismo de glicerofosfolipideo
fosfato 3-fosfatidiltransferase
EC4.6.1.17 piranopterina ciclica monofosfato Biossintese de Folato
sintase
EC5.3.1.28 D-sedoheptulose 7-fosfato Biossintese de lipopolissacarideo
isomerase
EC3.1.21.2 desoxirribonuclease IV Inicia a sintese de reparo de DNA em
sitios AP
EC2.3.1.57 Diamina N- acetiltransferase Metabolismo de arginina e Prolina
Degradacdo da espermina e
espermidina |
EC4.1.2.25 Dihidroneopterina aldolase Biossintese de folato
EC25.1.15 Dihidropteroato sintase Vias Biossintéticas do folato
EC4.2.1.9 Dihidroxi-acido-desidratase Biossintese de valina, leucina e
isoleucina
Biossintese de pantotenato e CoA
EC2.7.1.30 Glicerol quinase Enzima chave na regulacdo da
captacao e metabolismo do glicerol.
EC2.7.13.3 Histidina quinase Detecta 0 estresse hidrico
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Regulador positivo das respostas a
seca e ao estresse salino e sinalizacdo
do 4acido abscisico (ABA).

EC1.1.1.23 Histidinol desidrogenase Metabolismo de histidina

EC1.7.1.10 Hidroxilamina redutase Metabolismo de Nitrogénio

EC4.2.1.19 Imidazoleglicerol-fosfato Processo biossintético da histidina

desidratase
EC2.3.1.241 Lauroiltransferase da biossintese de | Biossintese de Lipopolissacarideo
lipideo A
EC1.1.1.86 cetol-acido redutoisomerase Envolvido na biossintese de
(NADP +) aminoacidos de cadeia ramificada
(BCAA).

EC3.2.1.65 levanase Metabolismo de amido e sacarose
EC2.4.1.182 lipido-A-dissacéarido sintase Biossintese de lipopolissacarideo
EC2.4.99.12 lipideo IVA 3-desoxi-D-manno- Biossintese de lipopolissacarideo

octulosoénico transferase de
acido

EC5.3.1.8 manose-6-fosfato isomerase Metabolismo Frutose e manose
EC6.3.4.21 nicotinato de Metabolismo de nicotinato e

fosforibosiltransferase nicotinamida

EC6.2.1.26 o-succinilbenzoato --- CoA Ubiquinona e outra biossintese de

ligase terpendide-quinona

EC7.3.21 transportador de fosfato ABC ligacdo de ATP do sistema de

transporte de fosfato

EC3.5.4.19 fosforibosil-AMP ciclo- Metabolismo de histidina

hidrolase Biossintese de metabdlitos secundarios

EC7.6.2.11 transportador ABC de poliamina Enzima bacteriana que importa

putrescina e espermidina.

EC1.3.1.12 hidroxifenilpiruvato sintase Biossintese de fenilalanina, tirosina e

triptofano
Biossintese de Novobiocina

EC1.7.1.13 preQ1 sintase Biossintese de Folato

EC3.4.21.26 enzima de clivagem p6s-prolina Atua em ligaces peptidicas

(peptidases)

EC1.2.1.87 propanal desidrogenase Degradacéo do colesterol. Catalisa a

conversao de propanal em propanoil-
CoA, usando NAD * e coenzima A

EC1.3.3.4 protoporfirinogénio oxidase biossintese de protoporfirina-1X

metabolismo dos compostos contendo
porfirina.

EC2.7.9.3 selenofosfato sintase Metabolismo de selenocomposto
EC2.7.1.130 lipidio-A 4'-quinase Biossintese de lipopolissacarideo
EC2.7.4.16 tiamina-fosfato quinase Metabolismo Tiamina
EC2.3.1.191 UDP-3-0O- (3-hidroximiristoil) Biossintese de Lipopolissacarideo

glucosamina N-aciltransferase
EC3.5.1.108 UDP-3-O-acil-N- Biossintese de Lipopolissacarideo

acetilglucosamina desacetilase
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7 DISCUSSAO

As mulheres vém apresentando uma expectativa de vida maior e essa longevidade
exerce impactos importantes em sua saude que diferem ndo sé pela questao cronoldgica, mas
também pelos efeitos bioquimicos, metabdlicos, hormonais e psicossociais durante o seu tempo
de vida. Nosso estudo reuniu um total de 70 mulheres residentes na cidade de Ouro Preto -
Minas Gerais, em fase de climatério ocorrido de maneira natural as quais foram designadas em
trés grupos conforme critérios de envelhecimento reprodutivo (HARLOW et al., 2012) que vem
sendo utilizado em diversos estudos como ferramenta para auxiliar na caracterizacdo do
climatério e menopausa (HANSEN et al., 2012; MARLATT; BEYL; REDMAN, 2018; WANG
etal., 2018).

Para trazer um suporte a este, bem como a outros projetos em andamento, o Laboratorio
de Bioquimica e Biologia Molecular (LBBM) juntamente com seus colaboradores, deram inicio
a um projeto de extensdo na cidade de Ouro Preto, cujo foco séo essas mulheres que vivenciam
a fase do climatério. O projeto “Microbiota e satide da mulher no climatério” traz a proposta de
um acompanhamento a longo prazo dessas participantes, auxiliando e orientando sobre a
importancia de conhecer e manter uma microbiota intestinal equilibrada para uma melhor
qualidade de vida nessa fase do climatério.

A microbiota da mulher vem sendo investigada e descrita em importantes estudos e
muitos desses se concentravam em analisar a microbiota vaginal das mulheres em diversas fases
de sua vida (BROTMAN et al., 2014; KAUR et al.,, 2020; MUHLEISEN; HERBST-
KRALOVETZ, 2016). Ja a microbiota intestinal vem sendo conhecida como o ‘“segundo
genoma humano” devido a complexidade e pelo potencial de influenciar condi¢des de saude
e/ou doenca nos seres humanos. No Brasil apesar de estar em ascensdo, os estudos sobre a
microbiota da populacéo ainda sdo escassos quando comparado a outros paises.

Um dos objetivos deste trabalho foi avaliar a microbiota intestinal de mulheres em fase
de climatério concentrando os esfor¢cos em conhecer a acdo dessa microbiota no organismo
feminino. Entretanto, foi necessario construir a coorte, por meio de sensibilizacdo de mulheres
para participar deste projeto, utilizando os contatos do Programa Ambar. O Ambar foi
elaborado em 2013 por professores da escola de Farmacia da Universidade Federal de Ouro
Preto e atua auxiliando em assuntos relacionados a salde da mulher através de agdes que
envolvem a comunidade académica e as equipes de saude da familia, interagindo com a
comunidade na cidade e promovendo auxilio voltado para prevengdo e protecdo da saude da

mulher.
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As participantes deste projeto possuiam entre 40 e 65 anos e a maior parte estava
concentrada em pos menopausa com a média de 54,6 anos de idade (Tabela 1). A relacdo entre
sintomas apresentados no climatério e o estado menopausal vem sendo alvo de investigacoes
na literatura, e em nosso estudo a ocorréncia dos sintomas foi avaliado através da escala MRS
sendo observado que a maior intensidade dos sintomas foi encontrada em mulheres na Pré
menopausa seguido por aquelas em pds menopausa, corroborando com um estudo realizado em
Campinas onde LUI FILHO (2015) e colaboradores também observaram sintomatologia
intensa nessas duas fases.

Nosso estudo identificou que a ocorréncia de sintomas psicologicos de forma intensa
foi relatada por 53% das mulheres em Pré menopausa, enquanto 36% em Pds menopausa
relataram esses sintomas com intensidade moderada. Essa sintomatologia psicolégica abrange
a ocorréncia de depressao, irritabilidade, ansiedade e exaustdo que esta relacionado com um
maior risco de depressé@o em mulheres conforme apresentado em um estudo realizado no Rio
de Janeiro por Santos (2014).

E necesséario destacar que existe um amplo relato na literatura indicando que as
mudancas hormonais ocorridas em mulheres em fase de climatério podem ser fatores
contribuintes para que esses sintomas psicoldgicos aparecam e se agravem, porém € importante
considerar também o efeito da pandemia sobre essas mulheres pois a diminuicdo das interaces
sociais e o fato de ndo poder realizar atividades rotineiras pode ser também um agravante para
a grande ocorréncia de sintomas psicologicos encontrados nas mulheres deste estudo (ALI;
AHMED; SMAIL, 2020; MARTIN et al., 2018)

Sintomas urogenitais também se apresentaram em destaque na populacao deste estudo.
Tais sintomas envolvem alteracdes uroldgicas, ressecamento vaginal, dispareunia. Foi
averiguado neste estudo que 60% das mulheres em Pré menopausa relataram esses sintomas de
maneira intensa (Figura 5), e naquelas que se encontravam em P4ds menopausa 41%
descreveram a presenca dos sintomas moderadamente (Figura 6), nosso dado difere de alguns
estudos que encontram maior ocorréncia desses sintomas no periodo de PGs menopausa onde a
maior reducdo estrogénica é ligada a ocorréncia das alteracdes urogenitais (KINGSBERG et
al., 2013; NAPPI; PALACIQS, 2014). A possibilidade que as diferengas observadas podem ser
resultado de habitos associados a uma diferente cultura serd futuramente investigado.
Entretanto, ndo podemos deixar de considerar que seja por falta de conhecimento ou até mesmo
pelo receio da exposi¢do, muitas mulheres ndo procuram auxilio para combater esses sintomas

0 que normalmente leva a um agravamento no quadro clinico. E importante que a equipe de
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salde aborde de maneira adequada esse assunto e as formas de tratamento disponiveis para
minimizar tais transtornos (NAPPI; KOKOT-KIEREPA, 2012; KINGSBERG et al., 2013).

E importante ressaltar que nosso estudo se desenvolveu no periodo de 2019 a 2021,
sendo que em Janeiro de 2020 a OMS declarou estado de pandemia pela disseminacdo do
coronavirus Sars-Cov-2 que acarreta a doenga Covid-19 com manifestagdes clinicas que podem
variar de assintomaticas, sintomas leves (febre, cansaco, tosse) ou quadros mais graves (febre
alta, pneumonia e dispnéia) que pode levar a morte de individuos acometidos (THE LANCET
ONCOLOGY, 2020). O isolamento social foi uma das medidas extremamente importantes
adotada para conter 0 avanc¢o do virus e alguns estudos no Brasil relatam o efeito do isolamento
no aumento de ocorréncia de sintomas psicolégicos na populagdo (VITORINO et al., 2021;
ZHANG et al., 2021). Assim, acreditamos que esse contexto pode, pelo menos em parte, ter
agravado os sintomas.

Avaliando os parametros bioquimicos e comparando-os entre 0s trés grupos de mulheres
(Tabela 3) foi observado que ndo havia diferenca em relacdo ao perfil lipidico e suas fragoes,
porém foi constatado que o colesterol total se encontrava elevado de acordo com a ultima
atualizacdo das Diretrizes sobre dislipidemias e Prevencdo de aterosclerose, descrita pela
Sociedade Brasileira de Cardiologia em 2017 (FALUDI et al., 2017). O recomendado para
adultos acima de 20 anos é que o colesterol total esteja abaixo de 190 mg/dL, o que ndo ocorreu
nas mulheres que participaram desse estudo.

Em nosso estudo a fase de maior elevacdo do colesterol total foi na PGs menopausa
coincidindo com estudo realizado por Fonseca (2019) e colaboradores em uma coorte de 1916
mulheres brasileiras, em que foi encontrado maior aumento de colesterol total predominante
em p6s menopausa. Nosso dado também corrobora com pesquisas realizadas em mulheres de
outros paises como por exemplo na China, onde alteracdes em perfis lipidicos também foram
encontradas, sendo observado o aumento do colesterol total em mulheres com menopausa tardia
e em pds menopausa (CHOI et al., 2015). Um estudo longitudinal do Reino Unido investigou
a associacao de alguns metabdlitos com o estagio reprodutivo das mulheres e sugeriu que
alteracOes ligadas ao metabolismo de lipideos possuem uma relagdo com a transi¢do para a
menopausa (WANG et al., 2018).

Pesquisas mais recentes tem como foco identificar os perfis lipidicos de maneira mais
detalhada considerando ndo s6 a medida dos niveis circulantes, mas também a composicao das
particulas lipidicas e alguns autores destacam a menopausa como um fator causal nessas
alteracbes do perfil lipidico que podem levar a doencas cardiovasculares trazendo maiores

prejuizos a saude da mulher (AURO et al., 2014; HE et al., 2012). Em nossa coorte avaliada a
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investigacdo dessas particulas lipidicas por abordagens especificas pode contribuir para uma
avaliacdo mais criteriosa acerca de predisposi¢ao para outras doencas.

Nossos dados mostraram que niveis de creatinina ndo apresentaram diferenca entre 0s
grupos analisados, enquanto a ureia foi diferente estatisticamente entre mulheres na fase
reprodutiva e pré menopausa (p= 0,0218) e também com as mulheres em p6s menopausa
(p=0,0050) (Tabela 3). Apesar de todos 0s trés grupos apresentarem niveis de ureia e creatinina
dentro do valor de referéncia, o grupo PGs menopausa apresentou maiores niveis desses dois
analitos em comparacdo com as outras mulheres. Creatinina e ureia sdo usadas em conjunto na
avaliacdo das funcdes renais uma vez que lesbes nesse 6rgdo podem levar ao acimulo dos
mesmos Nno organismo o que pode auxiliar no diagnostico de condi¢des que comprometem o
funcionamento renal (ALMEIDA, 2014). E necessario ressaltar que a avaliacdo e
acompanhamento desses marcadores é importante pois doencas renais em mulheres na pos
menopausa estd associada ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares (ARCE et al.,
2016).

Outro parametro analisado foi o acido urico que mostrou maior valor no grupo Pré
menopausa (5,46 + 1,78) apresentando diferenca significativa em relacdo as mulheres na fase
reprodutiva (Tabela 3). O &cido Urico é proveniente do metabolismo final de purinas em
humanos e seus niveis podem ser influenciados pelo tipo de dieta consumida. A hiperuricemia
tem se mostrado relacionada com ocorréncia de condigdes como diabetes mellitus, doenca renal
crénica, hipertensdo (FOUAD; FATHY; ZIDAN, 2016). Estudos que avaliaram niveis de acido
urico correlacionam seu aumento na circulacdo com desenvolvimento de Sindrome metabélica
em mulheres na P4s menopausa (GOUVEA, 2016; HE et al., 2017), e apesar das pesquisas
relacionando &cido Urico e mulheres em fase de climatério serem escassos, ja é descrito que
niveis aumentados de AU esta associado a menopausa (HAK; CHOI, 2008).

Ao avaliar os niveis de célcio sérico foi visto uma diferenca entre mulheres em fase
reprodutiva para a aquelas em P6s menopausa, sendo que esse Ultimo grupo apresentava niveis
de calcio maiores em relacdo aos outros dois grupos (Tabela 3). O calcio € componente
essencial para manter a saude neuroldgica, fungdes cardiacas e principalmente para
remodelagdo Ossea (JAFARI-GIV et al., 2019). Com a chegada da menopausa 0
hipoestrogenismo possui relagdo com aumento da remodelagdo Ossea ocorrendo uma
diminuicdo na densidade mineral dssea e posteriormente a osteoporose como avaliado em
grandes coortes (CAULEY et al., 2012; GUTHRIE et al., 2004). A redugdo do estrogénio

também diminui a absorcéo intestinal do célcio e retarda a formacédo 6ssea (LI; WANG, 2018).
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O célcio vem sendo descrito como importante componente para minimizar e auxiliar na
prevencdo de osteoporose, Napoli et al., (2007) cita beneficios do célcio proveniente da dieta
auxiliando no metabolismo 6sseo. Também ha uma perspectiva que as mulheres que fazem a
terapia para reposicdo hormonal na menopausa e realizam a suplementacdo com calcio e
vitamina D tem uma reducéo significativa em fraturas 6sseas (ROBBINS et al., 2014). Em
nosso grupo avaliado os niveis de calcio se apresentaram de acordo com métricas de referéncia
utilizada para adultos, porém com a relacdo ja conhecida da diminui¢do hormonal caracteristica
do climatério e a ocorréncia de osteoporose € importante manter um acompanhamento e nova
avaliacdo desse parametro e outros que possam complementar conforme ocorre o avango do
periodo de menopausa.

Ao propor uma assisténcia para as participantes deste projeto, visualizamos uma
necessidade da aplicacdo de um método mais acessivel, mais agil, e com confiabilidade para
acompanhamento da microbiota intestinal. Atualmente o Sequenciamento de Nova Geracdo é
padrdo Ouro para esse diagnéstico (VAN DIJK et al., 2014), porém ainda demanda maiores
recursos quando comparada a técnica de gPCR que foi a proposta que utilizamos para conhecer
e acompanhar a microbiota das participantes deste estudo.

A técnica de gPCR forneceu um pardmetro inicial sobre a composi¢do da microbiota
intestinal das participantes, pois analisamos quatro géneros representantes de Filos abundantes
nos seres humanos: filo Firmicutes (géneros: Clostridium e Lactobacillus), filo Bacteroidetes
(género: Bacteroides), filo Actinobacteria (género: Bifidobacterium). Importante discorrer que
essa abordagem molecular vem sendo utilizada para fins de identificacdo da microbiota por
outros grupos de pesquisa (KWOK et al., 2014; RINTTILA et al., 2004; SANTOS, 2016).

Considerando todas as participantes do estudo (70 mulheres), o género que se
apresentou em maior abundancia utilizando qPCR foi o género Clostridium (73,4%) seguido
por Bacteroides (17,21%), Bifidobacterium (7,10%) e Lactobacillus (2,28%) (Figura 10) o que
difere de estudos que utilizaram a mesma abordagem, como em uma populagdo coreana de
adultos saudaveis indicou que o género mais abundante foi Bacteroides, seguido por
Bifidobacterium (KOOK et al., 2018). Em outras analises niveis de Bifidobacterium também
se encontraram reduzidos conforme ocorre o envelhecimento da populacdo (KATO et al., 2017,
ODAMAKI et al., 2016).

Ja é demonstrado pela literatura a importdncia desses géneros analisados,
Bifidobacterium e Lactobacillus vem sendo evidenciados como espécies benéficas para salde
humana que possuem caracteristicas probioticas. Ac¢bes como produgdo de vitaminas,

estimulagdo do sistema imunologico, melhora na digestéo alimentar, protegdo contra patdgenos
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s&o realizadas por esses taxa bacterianos (RIVIERE et al., 2016; STSEPETOVA et al., 2011).
Abundancia reduzida de Bifidobacterium vem sendo associada a disturbios gastrointestinais
como sindrome do intestino irritdvel e doenca inflamatoria intestinal (O’CALLAGHAN; VAN
SINDEREN, 2016), ja o aumento de espécies de Lactobacillus foi associado a presenca de
diabete tipo 2 em mulheres com mais de 60 anos de idade (KARLSSON et al., 2013).

Nossas evidéncias mostraram mudancas significativas no género Clostridium quando
avaliado entre os estagios de envelhecimento reprodutivo da mulher. A quantificacdo por g°PCR
mostrou que o grupo pés menopausa possuia menor nimero de copias de DNA desse género
quando comparado aos outros dois grupos (Figura 12). Andlise realizada por Santos-Marcos et
al (2018) mostrou mudancas na microbiota intestinal a nivel de filos e alguns géneros conforme
o0 estado hormonal de mulheres Pré e Ps menopausa. Em modelos animais fémeas foi também
demonstrado essa comunicacdo e alteracdo da microbiota relacionada aos horménios sexuais
(MARKLE et al., 2013).

O filo Firmicutes considerado abundante nos seres humanos abriga o género
Clostridium que exerce funcdes importantes como modulacao do sistema imune, producéo de
acidos biliares que auxiliam na digestdo de lipideos provenientes da dieta (LONG; GAHAN;
JOYCE, 2017). Algumas espécies como Clostridium butyricum sdo descritas com propriedades
benéficas como descrito por CHEN et al., (2020) que ao avaliar essa bactéria verificou que ela
inibiu o desenvolvimento de tumor intestinal em ratos. J& outras espécies de Clostridium séo
amplamente associadas a condi¢cdes de adoecimento como Sindrome do intestino irritavel
(SUNDIN et al., 2015), infeccBes intestinais graves causadas por Clostridium difficile
(SAMARKOS; MASTROGIANNI; KAMPOUROPOULOQU, 2018), e condi¢des mais graves
como cancer colorretal (XIE et al., 2017). Nossos resultados de gPCR indicaram maior presenga
de Clostridium na populacéo avaliada, mas para demonstrar se esse aumento é benéfico se faz
necessario aprofundar o estudo a nivel de espécie. Mantendo a metodologia de gPCR € possivel
confeccionar primers que sejam espécie-especificos para auxiliar nessa investigacdo, e também
pode ser empregado o sequenciamento de Nova Geracdo para um maior apuracdo dessas
espécies de Clostridium o qual se destacou nessa fase que o climatério abrange.

E de suma importancia relatar que a diferenca significativa encontrada nas quantidades
de cada género em cada grupo analisado (Figura 12) pode ser proveniente de diversos fatores
como dieta, estilo de vida, a faixa etaria que essa mulher se encontra, 0 seu estado de saude
geral (RAZAVI etal., 2019). Também devemos destacar que o grande acontecimento que difere
as fases do climatério séo as alteracdes de estrogénio, FSH, essas alteragdes nos estrogénios e

seus metabolitos podem influenciar o niamero de espécies da microbiota intestinal (FLORES et
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al., 2012). Outro fato a ser elucidado em nossa coorte é se 0s niveis circulantes de estrogénio
sofreram acBes de bactérias com agdo de B-glucuronidase, que desconjuga estrogénios
promovendo sua reabsorcao, ja que os quatro géneros quantificados possuem essa acao.

Como uma andlise preliminar buscamos correlacGes estabelecidas entre 0s niveis
bacterianos quantificados por qPCR e os pardmetros bioquimicos encontrados nos grupos.
Nossa analise encontrou correlagBes positivas significativas no grupo Reprodutivo para o
género Bifidobacterium e FSH (r: 0,642 p=0,0372) e Bacteroides e FSH (r: 0,656 p=0,0322)
(Tabela 5). Foi relatado anteriormente que esses dois géneros estdo correlacionados com 0s
niveis de FSH em condi¢bes como Insuficiéncia ovariana prematura (POI), uma sindrome
ovariana que ocorre antes dos 40 anos nas mulheres, e tanto Bifidobacterium quanto
Bacteroides encontravam-se aumentados em mulheres portadoras de POl em relacdo as
mulheres que ndo possuiam essa condicdo (WU et al., 2021). Outras analises associam 0
aumento de espécies Bacteroides ao desenvolvimento de Sindrome do ovério Policistico (SOP),
um disturbio enddcrino e metabdlico frequente em mulheres (LIU et al., 2017; YANG et al.,
2021).

Os estudos encontrados nédo relatam essa correlacdo em mulheres no climatério como
ocorreu em nossa coorte, porém eles descrevem essa alteracdo na microbiota de mulheres que
passam por grandes processos de mudancas hormonais. Também é descrito que as alteracdes
encontradas nesses géneros para as patologias POl e SOP contribuem para resisténcia
insulinica, obesidade e desenvolvimento de processos inflamatorios (LIU et al., 2017; WU et
al., 2021; YANG et al., 2021) o que nos sugere uma suspeita que esses mecanismos também
possam ocorrer ou estar presentes em mulheres no climatério decorrente de alteracbes em
Bifidobacterium e Bacteroides mas para tal confirmacdo é necessario aprofundar as
investigacGes em nosso grupo de estudo.

Outra correlacdo significativa que encontramos foi no grupo pré menopausa, onde
houve associagdo de Lactobacillus e niveis de Calcio sérico (rho: 0,526 p=0,0438) (Tabela 5).
O calcio é essencial no processo de remodelacdo 0ssea e seus niveis podem influenciar na
ocorréncia de osteoporose (JAFARI-GIV et al., 2019). Espécies de Lactobacillus conhecidas
sdo descritas por desempenhar fungdes probidticas no organismo humano dentre elas auxiliar
na manutencdo 6ssea estimulando a absorcao de calcio por células intestinais (NARVA et al.,
2004).

Outro mecanismo sugerido é que Lactobacillus auxiliam na manutencdo da
permeabilidade intestinal e na producéo de acidos graxos de cadeia curta, ambos mecanismos

que contribuem para absorcao do célcio colaborando com a manutencéo ¢ssea (XU et al., 2017).
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Uma espécie considerada nativa do trato intestinal humano o Lactobacillus reuteri foi
suplementada em ratas ovariectomizadas e com niveis reduzidos de estrogénio, e promoveu
melhora da satde 6ssea (BRITTON et al., 2014).

Alguns grupos de pesquisadores associam microbiota intestinal com a alteracfes 0sseas
em mulheres na pés menopausa, muitos descrevem que o hipoestrogenismo nessa fase
influencia as comunidades bacterianas afetando varios aspectos como absorcdo de calcio,
contribuindo para um estado inflamatério e alterando a remodelacdo 6ssea (LI et al., 2019;
OZAKI et al., 2021; RETTEDAL et al., 2021). As mulheres que participaram deste estudos
apresentaram niveis de calcio nos parametros desejados e essa correlacdo com niveis de
Lactobacillus abre caminho para que possamos investigar se tais bactérias tem contribuido para
salde Gssea nessas mulheres e podem ser utilizadas como opcao para futuras intervencdes.

Até onde conhecemos e pesquisamos nosso estudo é o primeiro a quantificar géneros
importantes da microbiota intestinal de mulheres no climatério nessa regido de Ouro Preto
através da abordagem molecular gPCR e nos mostra 0s primeiros achados importantes nessa
populacdo. Utilizar esse método para acompanhar e auxiliar as mulheres na cidade pode trazer
beneficios, orientacBes e auxiliar na manutencdo de uma microbiota inclinada a condicdes
saudaveis, para isso € necessario continuar com esse acompanhamento realizando novos
ensaios e investigando novos alvos na microbiota intestinal.

Com as analises de sequenciamento nosso estudo apontou treze géneros que se
apresentaram mais frequentes no grupo pré menopausa e p6s menopausa (Tabela 8). Géneros
como Faecalibacterium tem sido descritas como promotoras de salde e seus niveis reduzidos
associados a sedentarismo (BRESSA et al., 2017), desenvolvimento de inflamacgédo de baixo
grau e obesidade (CROVESY; MASTERSON; ROSADO, 2020; WAN et al., 2019) e diabetes
mellitus tipo 2 (KARLSSON et al., 2013). A presenca desse género de forma mais frequente
em amostras de pds menopausa € importante visto que a literatura indica patologias como
diabetes, obesidade que podem levar a sindrome metabolica uma condicdo prevalente apos a
menopausa (PU et al., 2017).

Outro achado importante foi a maior frequéncia de Christensenellaceae em pos
menopausa, ja que a literatura correlaciona essa familia a longevidade humana (BIAGI et al.,
2016; KONG et al., 2016), e com a saude metabdlica onde tem-se niveis reduzidos de
triglicerideos e niveis elevados de HDL (FU et al., 2015). Christensenellaceae também é
descrita como depletada em individuos com sindrome metabodlica (HE et al., 2017). A maior
frequéncia desse género em pos menopausa é sugestivo de um estado saudavel dessas mulheres,

uma vez que os niveis de colesterol e triglicerideos encontrados estavam descritos nos
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pardmetros aceitaveis, contudo como ndo foram analisados pardmetros que indiquem a presenca
ou auséncia de sindrome metabdlica ndo € possivel afirmar que esses grupos analisado ndo
possuiam Sindrome metabolica apenas por apresentar grande frequéncia desse géneros.

Géneros encontrados como Subdoligranulum e Eubacterium coprostanoligenes ainda
necessitam de maiores esclarecimentos sobre sua atuagdo na satude humana, mas estudos que
investigam Subdoligranulum sugerem que o género auxilia na satde metabdlica (VAN HUL et
al., 2020) enquanto Eubacterium coprostanoligenes é descrito por produzir coprostanol apartir
de colesterol que € eliminado nas fezes e a presenca dessa espécie esta associada a niveis
reduzidos de colesterol sérico (KENNY et al., 2020). Encontrar esse género em nosso grupo de
estudos abre um precedente para que seja feita uma analise desse composto coprostanol
futuramente bem como avaliar o possivel beneficio em relacdo aos metabolismo de lipideos
que € impactado pela reducéo do estrogénio apds o climatério.

Dialister e Blautia possuem uma relagdo com portadores de transtornos como a
depressdo, ambos 0s géneros com seus niveis sub representados quando comparado a controles
saudaveis (CHEUNG et al., 2019; VALLES-COLOMER et al., 2019). Blautia também ¢
associado em grandes estudos ao acumulo de gordura visceral (OZATO et al., 2019) e em
estudos transversais o aumento em sua abundancia esti relacionada a Diabetes tipo Il
(EGSHATYAN et al., 2016). Para nosso estudo Blautia se apresentando mais frequente em p6s
menopausa pode servir de alerta para as condi¢cbes metabdlicas que envolvem o acumulo de
gordura visceral nessas participantes uma vez que esse acumulo ja é favorecido pela queda de
estrogeénio.

Nossa analise identificou Bacteroides e Prevotella ambos pertencentes ao Filo
Bacteroidetes. De acordo com LEY (2016) Bacteroides parece prevalecer em povos ocidentais
enquanto Prevotella em ndo ocidentais o que vem sendo sugerido como influéncia da dieta
consumida. Ja ARUMUGAM e colaboradores (2011) consideram Bacteroides como enterétipo
| e Prevotella como enterdtipo Il e cada um utiliza diferentes rotas para producao de energia a
partir da fermentacdo no intestino. Estudos pioneiros sobre a microbiota demonstram que
alterac6es no Filo Bacteroides como a reducéo da sua abundancia em relacdo a Filo Firmicutes
estd associado a uma microbiota de individuos obesos (LEY et al., 2006; TURNBAUGH et al.,
2006) , contudo ainda héa discordancia sobre essa questdo (FERNANDES et al., 2014).

Outra evidéncia interessante em nossos achados foi encontrar maior frequéncia de
Roseburia e Agathobacter no grupo p6s menopausa. Em recentes pesquisas 0 Seu
enriquecimento foi descrito em casos de remisséo da depressdo em pacientes que responderam

positivamente ao tratamento, na qual através da producdo de acidos graxos de cadeia curta
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também sdo produzidos os neurotransmissores que levam a melhora dessas condic¢des. 1sso
sugere que ambos os géneros podem ser candidatos para um tratamento natural de condicoes
que englobam os desordens psicoldgicas por exemplo (LEE et al., 2021; PARK; CHOI; LEE,
2020). De acordo com nossos resultados provenientes do MRS, o grupo pré menopausa
apresentou maior queixa de sintomas psicoldgicos (figura 5) que podem englobar a depresséo,
e menor frequéncia desses géneros o que abre caminho para investigarmos se hd alguma relacéo
que descreva a influéncia desses dois géneros nessa coorte avaliada.

A Anélise identificou a presenca de Escherichia-Shigella em grande frequéncia na pos
menopausa o que pode sinalizar um alerta conforme a salde intestinal dessas mulheres, pois
Escherichia-Shigella é considerada um patégeno. Sua acdo envolve a destruicdo dos
colondcitos causando diarreia moderada e na forma grave (DE JONG; ALTO, 2018). Em nosso
trabalho ndo avaliamos indicadores inflamatorios, porém esse género esta amplamente
associado a padr@es inflamatorios intestinais o que necessita de maiores investigacdes nessa
coorte avaliada.

Tao importante quanto conhecer esses géneros mais abundantes em mulheres no
climatério é também conhecer a funcdo exercida por essas bactérias e sua influéncia no
organismo das participantes. Por meio de uma Predi¢do do metaboloma foi possivel caracterizar
um painel de vias metabdlicas (Pathways) e nimero de comissdo de Enzimas (Ecs) que
representaram o conjunto de func¢bes importantes para 0 metabolismo bacteriano e humano.

A predicdo do metaboloma confirmou a presenca de importantes vias para a regulacao
e homeostase metabdlica o que de fato j& era esperado. Vias que envolvem sintese e
metabolismos de lipideos, carboidratos, vitaminas estdo enriquecidas nas amostras analisadas.
Como ja relatado pela literatura o periodo de menopausa com todas as alteracbes hormonais
por si s6 ja acarreta mudancas envolvendo o metabolismo glicolipidico da mulher (WANG et
al., 2018), alteracdes que também envolvam essas vias encontradas podem refletir esse efeito
hormonal que a mulher enfrenta nesse periodo.

Essa primeira analise de carater exploratorio indicou fun¢des da microbiota importantes
para manutencdo da saude intestinal uma delas é o metabolismo de &cidos graxos de cadeia
curta, utilizado como fonte de energia pelas células intestinais. Esse achado apoia nossas
analises por gPCR em que quantificamos Bifidobacterium e Lactobacillus que s&o grandes
produtores de AGCC e também nos géneros mais frequentes sdo encontradas bactérias que
realizam essa funcdo. E importante ressaltar que realizar a analise futura dos metabolitos
provenientes dessa microbiota por meio de espectrometria de massa pode trazer novas

descobertas e acrescentar robustez aos dados obtidos através da predicéo.

74



Essa analise de predicdo metabolémica é uma caracterizacdo preliminar dos nossos
dados. Foi realizada a partir das nove amostras que foram sequenciadas até 0 momento, mas
com andamento do projeto “ Microbiota e Satide da Mulher no Climatério” outras 50 amostras
serdo encaminhadas para 0 mesmo processo de sequenciamento e analise metabolémica e sera
utilizado o mesmo pipeline estabelecido no presente estudo, assim dados mais robustos seréo
gerados possibilitando uma anélise mais aprofundada nos permitindo conhecer géneros e

espeécies presentes na microbiota importantes para a mulher nessa fase do climatério.
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8 CONCLUSAO

Os principais resultados obtidos neste trabalho foram:

(i)

(ii)

(iii)

Os ensaios de gPCR utilizando as amostras fecais mostraram uma alta
predominancia do género Clostridium representante do Filo Firmicutes em todos 0s
trés grupos analisados e a sua quantificacdo se mostrou diferente estatisticamente
entre 0s grupos reprodutivo e pés menopausa, 0 que pode ser consequéncia dos
fatores que influenciam a microbiota como dieta, genética, niveis hormonais dentre
outros;

A correlacdo entre os géneros avaliados por qPCR mostrou uma associacao
significante entre Bifidobacterium e Bacteroides com o horménio FSH no grupo
reprodutivo, enquanto Lactobacillus se correlacionou com Célcio sérico nas
mulheres em pds menopausa;

A andlise do sequenciamento e o metaboloma predito indicou 0s géneros mais
frequentes em pré menopausa e pos menopausa mostrando uma descricdo da

composicdo e das funcdes da microbiota fecal em fase de climatério.

Em conjunto podemos concluir que as mudancas hormonais e glicometabdlicas no

climatério sdo acompanhadas por alteracdo significativas na microbiota fecal, entretanto, sdo

necessarios mais estudos para elucidar os mecanismos de acdo dessa microbiota sobre o

organismo da mulher que vivencia o climatério.
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9 PERSPECTIVAS

e Promover a continuidade nas analises da microbiota fecal das mulheres em fase de
climatério e menopausa em Ouro Preto, acompanhando as mesmas através do projeto

“Microbiota e Saude da Mulher no climatério.”

e Obter o metaboloma das amostras fecais por meio da metodologia de espectrometria de

massas.

e Estabelecer correlacBes entre o metaboloma e os pardmetros glicometabdlicos das

mulheres participantes do projeto “Microbiota e Satide da Mulher no climatério.”
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11.2 ANEXO B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO - TCLE

Vocé esta sendo convidada a participar da pesquisa “Influéncia da correlacdo da
microbiota intestinal e vaginal no desenvolvimento de doencas em mulheres no
climatério”, de responsabilidade das pesquisadoras: Prof.*. Dra. Renata Guerra Sa e das
Mestrandas Thayane Christine Alves da Silva, Jennefer Aparecida Gongalves Oliveira inscritas
no Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas e Biotecnologia na Universidade
Federal de Ouro Preto — UFOP. Durante o periodo do climatério, as mudangas hormonais
podem influenciar a microbiota intestinal e vaginal, podendo levar a um desequilibrio desses
microrganismos presentes nessas regides e desencadear doencas cronicas. E necessario entdo
caracterizar e conhecer essa microbiota, com o intuito de correlacionar as bactérias ali presentes
com o desenvolvimento de doencas como hipertensdo arterial, diabetes mellitus, e sindrome
metabdlica durante o periodo do climatério. Essa pesquisa sera realizada com um grupo de
mulheres na faixa etéria de 40 & 65 anos, que estejam no climatério e apresentem pelo menos
uma das seguintes queixas: secura vaginal, dor/ardor, secrecdo vaginal, desconforto ao urinar,
urgéncia para ir ao banheiro urinar ou incontinéncia urinaria. Ndo participardo da pesquisa
mulheres que apresentarem alguma neoplasia maligna, sangramento genital anormal de causa
desconhecida ap6s a menopausa, tromboembolismo, alteracfes atuais na citologia oncotica
cervicovaginal de Papanicolau. O estudo sera realizado através dos seguintes procedimentos:
Entrevista com a convidada, coleta de amostras de sangue, coleta de amostras de fezes e coleta
de swab vaginal da participante. Serdo coletados 10 mL de amostras de sangue, por profissional
habilitado para exercer tal funcéo, e posteriormente serdo analisados alguns componentes como
indices glicémicos, lipidicos e hormonais. Durante os procedimentos descritos acima, vocé
ficard em uma sala reservada, visando resguardar sua privacidade e reduzir a chance de qualquer
tipo de constrangimento. Sera realizada primeiramente a coleta de sangue e em seguida a coleta
do swab vaginal, ambas serdo realizadas por um profissional capacitado e habilitado para a
funcdo. No ato da entrega desse termo sera entregue também um kit para coleta das fezes
contendo: um recipiente estéril para coleta, luvas e espatula coletora. Essa coleta sera realizada
na residéncia da participante e devera ser entregue na Unidade Basica de Saude. Posteriormente
a equipe de pesquisa ficara responsavel por buscar o recipiente com a amostra fecal na UBS. A
amostra devera ser armazenada no refrigerador e entregue em até um dia ap6s a coleta. A
entrevista contara com trés questionarios destinados as participantes, sendo um questionario
socioecondémico, um questionario sobre a Escala de Classificacdo da Menopausa (MRS), e
outro questionario sobre Qualidade de Vida Relacionada a Saide (QVRS).Os riscos com essa
pesquisa sdo minimos, sendo que a senhora pode se sentir desconfortavel durante o
procedimento de coleta de sangue, podendo ocorrer hematomas, dor e desconforto no local da
puncdo, porém a coleta de sangue sera realizada por um profissional treinado que utilizara
métodos amplamente utilizados na rotina laboratorial visando minimizar esses riscos. VVocé tem
a liberdade de nédo participar da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento,
mesmo apos 0 inicio da entrevista/coleta de dados, sem qualquer prejuizo. Os resultados serdo
utilizados apenas para os fins da pesquisa e para publicacdes cientificas posteriores, sendo que
nenhum voluntario serd identificado e seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo total. Vocé
ndo ter4 nenhuma despesa e ndo h4 compensacao financeira relacionada a sua participacéo na
pesquisa. Caso tenha alguma divida sobre a pesquisa vocé podera entrar em contato com a
coordenadora do projeto, Prof.2. Dra. Renata Guerra de Sa-Cota de segunda a sexta-feira, das
08:00h as 11:00h e de 13:00h &s 17:00h, no Laboratdrio de Bioguimica e Biologia Molecular
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situado no Instituto de Ciéncias exatas e Bioldgicas, setor Il sala 45, no campus universitario,
ou com as mestrandas responsaveis: Thayane Christine Alves da Silva e Jennefer Aparecida
Gongalves Oliveira. Vocé também podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto no Campus Universitario, Morro do Cruzeiro,
ICEB II, sala 29, pelos telefones (31) 3559-1368 ou pelo e-mail propp@ufop.br.

Este termo sera assinado em duas vias, pela senhora e pelo pesquisador, ficando uma
via em seu poder e a outra serd arquivada na Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).

Protocolo de aceite

Eu, , portador do RG

, hascido (a) em / / , residente no endereco

: na cidade de

, Estado , podendo ser contatado (a) pelo numero

telefénico ( ) fui informado (a) dos objetivos do estudo “Influéncia da

correlagdo da microbiota intestinal e vaginal no desenvolvimento de doengas em mulheres
no climatério.” de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Concordo que 0s
materiais e as informagfes obtidas relacionadas a minha pessoa poderdo ser utilizados em
atividades de natureza académico-cientifica, desde que assegurada a preservacdo de minha
identidade. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informag6es e modificar minha
deciséo de participar, se assim o desejar, de modo que declaro que concordo em participar desse
estudo e recebi uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Ouro Preto, de de 20 .

Assinatura do participante

Prof2. Dr2 Renata Guerra de Sa-Cota

Thayane Christine Alves da Silva Jennefer Aparecida Gongcalves Oliveira

Mestranda Mestranda
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11.3 ANEXO C: FICHA CLINICA CLIMATERIO

FICHA CLINICA DE CLIMATERIO

Identificacdo: QV. Data: / / PSF/UBS:

Nome: Profissdo:

Endereco:

Cidade: UF: Telefone

Data de nascimento: / / Idade: ( )40-44 ( )45-49 ( )50-54 ( )55-60 ( )61-65
Escolaridade ( )Nenhuma ( )1°Grau ( )2°Grau () Superior

Estado Civil () Sem companheiro () Com companheiro

Numero de filhos:

Sistema de Saude: () Publico () Particular () Ambos
Renda da mulher: () <lsalario ( )1 salario ( )1-2salarios ( )3-5saldrios ( )>5salarios ( )NR
Renda Familiar: () <lsalario ( )1 saléario ( )1-2salarios ()3-5salarios ( )>5salarios ( )NR

Antecedentes Pessoais

Hipertensdo ( )N ( )S Nefropatia ()N ( )S Tabagismo ()N ( )S
Diabetes ( )N ( )S Hepatopatia ( )N ( )S Etilismo ( )N ( )Ss
Osteoporose ( )N ( )S Gastrite/Colecist ( )N ( )S Atividade fisicareg ( )N ( ) S
Tireoidopatia ( )N ( )S Trombose ( )N ( )S Qual?

Frequencia?
Cancer ()N () SQual?
Cirurgia ()N () SQual?
Cérdio-cerebrovascular ( ) N ( ) S Qual?
Neuro-psiquiatrico ()N () SQual?
Medicamentos ( )N ( )SQual?
Internacéo (ult. ano) ( )N ( )SPorqué?
Antecedentes Familiares (pai, mae e/ou irmaos)
Céncer de mama ( )JN( )S Cancer ovario ( )JN(C )S Osteoporose ( )NQO)S
Cancer colododtero( )N( )S Céancerdecélon ( )N ( )S Cardio-cerebrovascular ( )N ( ) S
Outros?
Antecedentes Tocoginecoldgicos
Idade da Menarca: Ciclos regulares ( )N ( )S DUM__ [/ (més/ano)
Atividade Sexual ( )N ( )S Idade da menopausa: Tempo de Menopausa:
Tipo de Menopausa
Natural ()N ( )S Cirargica ( )N ( )S Quimioterapica ( )N ( )S
Radioterapica ( )N(C )S Histerectomia ( )N(C )S Ooforectomia( )N ()Ss
Uso prévio de hormbnios
Pilula ()N ( )S Qual? Tempo de uso:
TH ( )N ( )S Qual? Dose: Tempo de uso:

Vocé faz (ou ja fez) uso de algum tipo de cha ou outro tratamento/alimento para diminuir os sintomas da menopausa?
( N ( )S ( )NR

Qual(is)?

Parte Utilidade Forma de uso Local No.da | Haquanto | Comquem | Resultados

Nome usada e preparo coleta | amostra | tempousa? | aprendeu? | positivos?
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11.4 ANEXO D: MENOPAUSE RATING SCALE (MRS)

Menopause Rating Scale (MRS)

Qual dos seguintes sintdbmas e em que medida vocé diria que sente atualmente?

Symptoms: pouco

muito

nenhum severo moderado severo Severo

Score =0 1

1. Faltade ar, SUOreS, CalOresS.......ccuoeveiiiieiiiieeeeeeeee e O O

Mal estar do coragéo (batidas do coragéo

diferentes, saltos nas batidas, batidas mais

[ONQAS, PrESSE0)......eiivieirierte ettt O O
3. Problemas de sono (dificuldade em consiliar o

sono, em dormir toda a noite e despertar-se cedo)................. O O
4. Estado de animo depressivo (sentir-se decaida,

triste, a ponto das lagrimas, falta de vontade,

trocas de NUMOK) ......coiiiiiiiiecee e O O
5. Irritabilidade (sentir-se nervosa, tensa, agressiva) .................. O O
6. Ansiedade (impaciéncia, PaniCo) ........ccccecuvueeeerivereeriierieeenieens O O
7. Esgotamento fisico e mental (caida geral em

seu desempenho, falta de concentragéo, falta

de MEMONIA) ....eveereeieeee ettt O O
8. Problemas sexuais (falta no desejo sexual,

na atividade e SatisfaGA0) ............cooovverevereeeereeseeeneeeeeesienees O O
9. Problemas de bexiga (dificuldade de urinar,

incontinéncia, desejo excessivo de urinar) ..........cccoceeevecveennee. 1 O
10. Resecamento vaginal (sensacao de resecamento,

ardéncia e problemas durante a relagio sexual)..................... O O

11. Problemas musculares e nas articulagbes
(dores reumaticas e nas articulacdes

2

O

ooao

O O 0O O

3

O

ooano

O O O O

4

O

ooano

O O 0O O
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11.5 ANEXO E : Curva Padrao utilizando Primer 16S rRNA para quantificar copias de
DNA bacteriano.
(/S.TL ?égzz) ('i'-rr?prlri]::tg Média CT | DNA(g/ML) | Constante pb E coli (g/mol) '\(Imlgiccugzlm)s
MO01 10ng 13.66 1.00E-08 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO03 10ng 14.03 1.00E-08 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02 1.98E+13
MO04 10ng 13.70 13.66 1.00E-08 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO1 1ng 15.02 1.00E-09 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO03 1ng 15.50 1.00E-09 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02 1.98E+12
MO04 1ng 15.26 15.02 1.00E-09 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO01 0,1ng 18.00 1.00E-10| 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO03 0,1ng 18.47 1.00E-10| 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02 1.98E+11
MO04 0,1ng 17.91 18.00 1.00E-10| 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO01 0,01ng 21.33 1.00E-11 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO03 0,01ng 21.46 1.00E-11 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02 1.98E+10
MO04 0,01ng 21.23 21.33 1.00E-11 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO01 0,001ng 24.61 1.00E-12 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO03 0,001ng 25.13 1.00E-12 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02 1.98E+09
MO04 0,001ng 25.05 24.61 1.00E-12 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
MO01 0,0001ng 28.29 1.00E-13 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
M03 0,0001ng 28.56 1.00E-13 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02 1.98E+08
MO04 0,0001ng 27.79 28.29 1.00E-13 6.02E+23| 4,600.00| 6.60E-02
y = 3.0068x + 9.6293
Rz =0.9854 28.29
30.00 24,61
21.33
20.00
13.66
10.00
0.00

10ng 1ng

0,1ng

0,01ng

0,001ng  0,0001ng

[ NUm. cépias= [DNA (g/uL) x 6°022%10% (pb/mol)] / [lenght (pb) x 660(g/mol)] ]

Onde a formula representa:

- DNA(g/uL) Concentracao de DNA utilizado (10ng/ Ing/ 0,1ng/ 0,001ng/ 0,0001ng/)

23
-Constante: 6°022*10

-Lenght: 4,600.00pb (DNA E.coli)
-Constante: 660 (g/mol)
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11.6 ANEXO F: Numero de copias de DNA bacteriano quantificado por qPCR utilizando Primer 16S rRNA para os géneros

Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus, Clostridium.

MO01 16s - Universal 13.61

MO01 Bifidobacterium 20.07 9.41E-03 6.27E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.24E+18

Mo1 Bacteroides 16.90 9.39E-01 6.26E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.24E+20

MO01 Lactobacillus 24.76 1.01E-03 6.71E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+17

Mo01 Clostridium 14.13 1.03E+01 6.90E-01 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+21 1.50E+21
MO3 16s - Universal 13.39

MO03 Lactobacillus 27.90 9.86E-05 6.58E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.30E+16

MO03 16s - Universal 13.78

MO3 Bifidobacterium 25.90 1.05E-03 7.02E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.39E+17

MO03 Bacteroides 14.34 9.55E-01 6.36E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20

MO03 Clostridium 14.36 9.56E-01 6.38E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 2.52E+20
MO04 16s - Universal 13.64

MO04 Bifidobacterium 19.09 1.06E-01 7.07E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.40E+19

M04 Bacteroides 14.78 9.84E-01 6.56E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.30E+20

M04 Lactobacillus 23.89 9.71E-04 6.47E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+17

MO04 Clostridium 15.04 8.36E-01 5.57E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.11E+20 2.55E+20
MO05 16s - Universal 14.48

MO05 Bifidobacterium 16.64 1.11E+00 7.39E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.47E+20

MO05 Bacteroides 21.56 1.01E-02 6.74E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+18

MO05 Lactobacillus 26.66 9.42E-05 6.28E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.25E+16

MO05 Clostridium 15.38 1.02E+00 6.82E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+20 2.83E+20
MO06 16s - Universal 13.47 2.94E+20
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MO06 Bifidobacterium 19.57 1.09E-01 7.25E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.44E+19

MO06 Bacteroides 16.12 1.07E+00 7.16E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.42E+20

MO06 Lactobacillus 19.28 1.07E-01 7.14E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.42E+19

MO06 Clostridium 14.00 9.32E-01 6.21E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.23E+20

MQ7 16s - Universal 14.10

MQ7 Bifidobacterium 19.72 1.10E-01 7.30E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.45E+19

Mo7 Bacteroides 15.38 1.02E+00 6.82E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+20

MO07 Lactobacillus 26.98 9.54E-05 6.36E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+16

MO7 Clostridium 15.16 1.01E+00 6.73E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+20 2.83E+20
M08 16s - Universal 13.72

M08 Bifidobacterium 15.42 1.03E+00 6.85E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.36E+20

M08 Bacteroides 16.58 1.10E+00 7.36E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.46E+20

M08 Lactobacillus 22.26 1.04E-02 6.96E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.38E+18

M08 Clostridium 14.11 9.39E-01 6.26E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.24E+20 4.07E+20
M09 16s - Universal 13.63

M09 Bifidobacterium 17.95 9.97E-02 6.65E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+19

M09 Bacteroides 16.23 1.08E+00 7.20E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+20

M09 Lactobacillus 18.43 1.02E-01 6.83E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+19

M09 Clostridium 14.30 9.52E-01 6.35E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 2.96E+20
M10 16s - Universal 14.61

M10 Bacteroides 16.44 1.09E-01 7.30E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.45E+19

M10 Bifidobacterium 19.38 1.08E-01 7.18E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.42E+19

M10 Lactobacillus 26.21 1.07E-03 7.10E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+17

M10 Clostridium 14.54 9.68E-01 6.46E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+20 1.57E+20
M11 16s - Universal 14.11

M1l Bifidobacterium 16.14 1.07E+00 7.17E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.42E+20

M11 Bacteroides 14.95 9.95E-01 6.64E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+20 4.08E+20
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M11 Lactobacillus 24.34 9.89E-04 6.59E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+17

M11 Clostridium 15.21 1.01E+00 6.75E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+20

M12 16s - Universal 14.12

M12 Bifidobacterium 17.87 9.93E-02 6.62E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+19

M12 Bacteroides 20.46 1.14E-02 7.58E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.50E+18

M12 Lactobacillus 24.92 1.01E-03 6.75E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+17

M12 Clostridium 14.36 9.56E-01 6.38E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 1.41E+20
M13 16s - Universal 13.95

M13 Bifidobacterium 19.59 1.09E-01 7.26E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.44E+19

M13 Bacteroides 16.01 1.07E+00 7.11E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+20

M13 Lactobacillus 25.91 1.05E-03 7.02E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.39E+17

M13 Clostridium 15.00 9.99E-01 6.66E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+20 2.88E+20
M14 16s - Universal 14.21

M14 Bifidobacterium 20.33 9.53E-03 6.35E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+18

M14 Bacteroides 21.81 1.02E-02 6.82E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+18

M14 Lactobacillus 16.78 1.12E+00 7.45E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.48E+20

M14 Clostridium 15.19 1.01E+00 6.74E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+20 2.85E+20
M16 16s - Universal 13.90

M16 Bifidobacterium 26.09 1.06E-03 7.07E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.40E+17

M16 Bacteroides 18.59 1.03E-01 6.89E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+19

M16 Lactobacillus 27.69 9.79E-04 6.53E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+17

M16 Clostridium 14.27 9.50E-01 6.33E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 1.40E+20
M17 16s - Universal 13.84

M17 Bifidobacterium 15.77 1.05E+00 7.00E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.39E+20

M17 Bacteroides 16.60 1.11E+00 7.37E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.46E+20

M17 Clostridium 14.88 9.90E-01 6.60E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+20

M17 16s - Universal 13.02 4.16E+20
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M17 Lactobacillus 26.51 1.08E-03 7.18E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.42E+17

M18 16s - Universal 13.34

M18 Bifidobacterium 15.60 1.04E+00 6.92E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+20

M18 Bacteroides 14.88 9.91E-01 6.61E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+20

M18 Lactobacillus 24.11 9.80E-04 6.53E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.30E+17

M18 Clostridium 13.82 1.01E+01 6.75E-01 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+21 1.61E+21
M19 16s - Universal 13.71

M19 Bifidobacterium 19.90 1.11E-01 7.37E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.46E+19

M19 Bacteroides 19.06 1.06E-01 7.06E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.40E+19

M19 Lactobacillus 16.17 1.08E+00 7.18E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.42E+20

M19 Clostridium 14.57 9.70E-01 6.47E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+20 2.99E+20
M20 16s - Universal 14.47

M20 Bifidobacterium 21.31 9.99E-03 6.66E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+18

M20 Bacteroides 18.82 1.05E-01 6.97E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.38E+19

M20 Clostridium 13.89 1.02E+01 6.78E-01 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+21

M20 16s - Universal 13.53

M20 Lactobacillus 21.68 1.02E-02 6.78E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+18 1.36E+21
M21 16s - Universal 14.04

M21 Bifidobacterium 17.25 9.58E-02 6.39E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+19

M21 Bacteroides 17.20 9.55E-02 6.37E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+19

M21 Lactobacillus 17.34 9.63E-02 6.42E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+19

M21 Clostridium 14.31 9.54E-01 6.36E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 1.64E+20
M23 16s - Universal 14.57

M23 Bifidobacterium 24.38 9.91E-04 6.61E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+17

M23 Bacteroides 18.18 1.01E-01 6.73E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+19

M23 Clostridium 14.55 9.69E-01 6.46E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+20

M23 16s - Universal 13.37 1.42E+20
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M23 Lactobacillus 27.27 9.64E-05 6.43E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+16

M24 16s - Universal 13.90

M24 Bifidobacterium 18.37 1.02E-01 6.80E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+19

M24 Bacteroides 17.65 9.81E-02 6.54E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.30E+19

M24 Lactobacillus 20.93 9.81E-03 6.54E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.30E+18

M24 Clostridium 15.15 1.01E+00 6.72E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+20 1.61E+20
M25 16s - Universal 14.28

M25 Bifidobacterium 18.99 1.06E-01 7.03E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.40E+19

M25 Bacteroides 24.10 9.79E-04 6.53E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+17

M25 Lactobacillus 19.48 1.08E-01 7.22E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+19

M25 Clostridium 15.47 1.03E+00 6.87E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.36E+20 1.64E+20
M26 16s - Universal 13.49

M26 Bifidobacterium 18.01 1.00E-01 6.67E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+19

M26 Bacteroides 15.37 1.02E+00 6.82E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+20

M26 Lactobacillus 25.26 1.03E-03 6.84E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.36E+17

M26 Clostridium 13.90 1.02E+01 6.78E-01 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+21 1.50E+21
M27 16s - Universal 13.45

M27 Bifidobacterium 17.66 9.81E-02 6.54E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.30E+19

M27 Bacteroides 18.30 1.02E-01 6.78E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+19

M27 Lactobacillus 26.29 1.07E-03 7.12E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+17

M27 Clostridium 14.10 9.38E-01 6.26E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.24E+20 1.51E+20
M28 16s - Universal 13.36

M28 Bifidobacterium 19.02 1.06E-01 7.04E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.40E+19

M28 Bacteroides 15.48 1.03E+00 6.87E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.36E+20

M28 Lactobacillus 26.09 1.06E-03 7.07E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.40E+17

M28 Clostridium 14.13 1.03E+01 6.90E-01 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+21 1.52E+21
M29 16s - Universal 13.73 2.86E+20
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M29 Bifidobacterium 18.55 1.03E-01 6.87E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.36E+19

M29 Bacteroides 16.29 1.08E+00 7.23E-02 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+20

M29 Lactobacillus 20.78 9.74E-03 6.49E-04 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+18

M29 Clostridium 14.49 9.65E-01 6.43E-02 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+20

M30 16s - Universal 13.86

M30 Bifidobacterium 15.96 1.06E+00 7.08E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.40E+20

M30 Bacteroides 16.00 1.07E+00 7.10E-02 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+20

M30 Lactobacillus 26.21 1.06E-03 7.10E-05 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+17

M30 Clostridium 14.64 9.75E-01 6.50E-02 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+20 4.10E+20
M33 16s - Universal 13.63

M33 Bifidobacterium 26.94 1.12E-04 7.48E-06 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.48E+16

M33 Bacteroides 17.62 1.00E-01 6.70E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+19

M33 Lactobacillus 25.97 1.08E-04 7.21E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+16

M33 Clostridium 14.09 9.54E-01 6.36E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 1.39E+20
M34 16s - Universal 13.66

M34 Bifidobacterium 19.49 9.55E-03 6.37E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+18

M34 Bacteroides 18.38 1.05E-01 6.99E-03 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.39E+19

M34 Lactobacillus 24.15 1.01E-04 6.71E-06 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+16

M34 Clostridium 14.13 9.56E-01 6.38E-02 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 1.41E+20
M35 16s - Universal 14.07

M35 Bifidobacterium 16.79 9.57E-02 6.38E-03 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+19

M35 Bacteroides 26.76 1.11E-04 7.43E-06 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.47E+16

M35 Lactobacillus 18.46 1.05E-01 7.02E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.39E+19

M35 Clostridium 14.66 8.28E+00 5.52E-01 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.10E+21 1.13E+21
M36 16s - Universal 13.71

M36 Bifidobacterium 25.23 1.05E-04 7.01E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.39E+16

M36 Bacteroides 16.98 9.68E-02 6.45E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+19 1.42E+20
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M36 Lactobacillus 23.31 1.01E-03 6.77E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+17

M36 Clostridium 14.36 9.72E-01 6.48E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+20

M37 16s - Universal 13.85

M37 Bifidobacterium 15.95 1.08E+00 7.20E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+20

M37 Bacteroides 16.00 1.08E+00 7.22E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+20

M37 Lactobacillus 23.06 1.00E-03 6.69E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+17

M37 Clostridium 14.81 1.00E+00 6.69E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+20 4.19E+20
M38 16s - Universal 14.09

M38 Bifidobacterium 20.18 9.89E-03 6.59E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+18

M38 Bacteroides 18.32 1.04E-01 6.96E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.38E+19

M38 Lactobacillus 21.71 1.06E-02 7.09E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+18

M38 Clostridium 14.85 1.01E+00 6.70E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+20 1.50E+20
M39 16s - Universal 13.60

M39 Bifidobacterium 22.35 9.73E-04 6.49E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+17

M39 Bacteroides 15.97 1.08E+00 7.21E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+20

M39 Lactobacillus 25.07 1.04E-04 6.96E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.38E+16

M39 Clostridium 14.21 9.62E-01 6.41E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+20 2.70E+20
M40 16s - Universal 13.98

M40 Bifidobacterium 23.25 1.01E-03 6.75E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+17

M40 Bacteroides 22.18 9.65E-04 6.44E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+17

M40 Lactobacillus 24.83 1.03E-04 6.90E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+16

M40 Clostridium 15.76 1.07E+00 7.12E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+20 1.41E+20
M44 16s - Universal 13.3

M44 Bifidobacterium 22.37 9.74E-04 6.49E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+17

M44 Bacteroides 16.16 1.09E+00 7.29E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.45E+20

M44 Lactobacillus 22.59 9.83E-04 6.56E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.30E+17

M44 Clostridium 14.05 9.52E-01 6.34E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 2.71E+20
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M45 16s - Universal 13.70

M45 Bifidobacterium 17.46 9.96E-02 6.64E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+19

M45 Bacteroides 15.72 1.06E+00 7.09E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+20

M45 Lactobacillus 21.11 1.03E-02 6.90E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+18

M45 Clostridium 14.49 9.81E-01 6.54E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.30E+20 2.86E+20
M46 16s - Universal 13.55

M46 Bifidobacterium 24.98 1.04E-04 6.94E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.38E+16

M46 Bacteroides 15.24 1.03E+00 6.88E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.36E+20

M46 Lactobacillus 26.08 1.09E-04 7.24E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.44E+16

M46 Clostridium 14.75 9.99E-01 6.66E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+20 2.68E+20
M47 16s - Universal 13.69

M47 Bifidobacterium 19.54 9.58E-03 6.39E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+18

M47 Bacteroides 18.95 1.08E-01 7.20E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+19

M47 Lactobacillus 24.52 1.02E-04 6.81E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+16

M47 Clostridium 14.36 9.72E-01 6.48E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+20 1.45E+20
M49 16s - Universal 15.82

M49 Bifidobacterium 15.61 1.06E+00 7.05E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.40E+20

M49 Bacteroides 18.18 1.04E-01 6.91E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+19

M49 Lactobacillus 27.09 1.13E-04 7.53E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.49E+16

M49 Clostridium 15.76 1.07E+00 7.11E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+20 2.95E+20
M51 16s - Universal 13.18

M51 Bifidobacterium 17.45 9.95E-02 6.63E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+19

M51 Bacteroides 14.28 9.67E-01 6.45E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+20

M51 Lactobacillus 24.59 1.02E-04 6.83E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+16

M51 Clostridium 13.78 1.02E+01 6.79E-01 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+21 1.49E+21
M52 16s - Universal 13.32

M52 Bifidobacterium 18.05 1.03E-01 6.86E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.36E+19 1.57E+20
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M52 Bacteroides 16.75 9.55E-02 6.37E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+19

M52 Lactobacillus 20.16 9.88E-03 6.59E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+18

M52 Clostridium 14.43 9.77E-01 6.51E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+20

M53 16s - Universal 13.55

M53 Bifidobacterium 18.19 1.04E-01 6.91E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+19

M53 Bacteroides 15.69 1.06E+00 7.08E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+20

M53 Lactobacillus 25.53 1.06E-04 7.09E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+16

M53 Clostridium 14.43 9.77E-01 6.51E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+20 2.84E+20
M54 16s - Universal 13.56

M54 Bifidobacterium 16.98 9.68E-02 6.45E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+19

M54 Bacteroides 19.39 9.50E-03 6.34E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+18

M54 Lactobacillus 24.57 1.02E-04 6.83E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+16

M54 Clostridium 14.36 9.73E-01 6.48E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+20 1.43E+20
M55 16s - Universal 12.87

M55 Bifidobacterium 18.34 1.05E-01 6.97E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.38E+19

M55 Bacteroides 15.19 1.03E+00 6.86E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.36E+20

M55 Lactobacillus 17.71 1.01E-01 6.73E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+19

M55 Clostridium 14.02 9.50E-01 6.33E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 2.89E+20
M56 16s - Universal 13.69

M56 Bifidobacterium 18.75 1.07E-01 6.09E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.21E+18

M56 Bacteroides 17.63 1.01E-01 6.70E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+19

M56 Lactobacillus 24.86 1.04E-04 6.90E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+16

M56 Clostridium 14.14 9.58E-01 6.38E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+20 1.42E+20
M57 16s - Universal 13.61

M57 Bifidobacterium 20.54 1.01E-04 6.71E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+16

M57 Bacteroides 17.53 1.00E-01 6.66E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+19

M57 Lactobacillus 26.32 1.10E-04 7.31E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.45E+16 1.40E+20
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M57 Clostridium 14.18 9.60E-01 6.40E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+20

M58 16s - Universal 13.48

M58 Bifidobacterium 28.27 1.18E-04 7.85E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.56E+16

M58 Bacteroides 22.32 9.72E-04 6.48E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+17

M58 Lactobacillus 27.25 1.14E-04 7.57E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.50E+16

M58 Clostridium 15.34 1.04E+00 6.92E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+20 1.37E+20
M59 16s - Universal 13.68

M59 Bifidobacterium 15.19 1.03E+00 6.86E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.36E+20

M59 Bacteroides 15.03 1.02E+00 6.79E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+20

M59 Lactobacillus 28.05 1.17E-04 7.79E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.55E+16

M59 Clostridium 14.26 9.66E-01 6.44E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+20 3.99E+20
M60 16s - Universal 12.76

M60 Bifidobacterium 16.21 9.24E-02 5.27E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.05E+18

M60 Bacteroides 17.36 9.90E-02 6.60E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+19

M60 Lactobacillus 23.11 1.01E-03 6.71E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+17

M60 Clostridium 14.10 9.55E-01 6.37E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 1.40E+20
M61 16s - Universal 13.28

M61 Bifidobacterium 17.22 9.82E-02 6.55E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.30E+19

M61 Bacteroides 15.77 1.07E+00 7.12E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+20

M61 Lactobacillus 17.67 1.01E-01 6.72E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+19

M61 Clostridium 14.13 9.57E-01 6.38E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+20 2.93E+20
M64 16s - Universal 13.36

M64 Bifidobacterium 19.49 9.55E-03 6.37E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+18

M64 Bacteroides 16.39 9.34E-02 6.23E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.24E+19

M64 Lactobacillus 20.52 1.01E-02 6.71E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+18

M64 Clostridium 14.22 9.63E-01 6.42E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+20 1.42E+20
M65 16s - Universal 13.24 1.42E+20
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M65 Bifidobacterium 18.20 1.04E-01 6.92E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+19

M65 Bacteroides 21.92 9.54E-04 6.36E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+17

M65 Lactobacillus 19.31 9.47E-03 6.31E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.25E+18

M65 Clostridium 14.21 9.62E-01 6.42E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+20

M66 16s - Universal 13.66

M66 Bifidobacterium 16.61 9.47E-02 6.31E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.25E+19

M66 Bacteroides 18.72 1.07E-01 7.11E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+19

M66 Lactobacillus 15.38 1.04E+00 6.94E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.38E+20

M66 Clostridium 14.64 9.91E-01 6.61E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+20 2.96E+20
M67 16s - Universal 13.38

M67 Bifidobacterium 17.48 9.96E-02 6.64E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+19

M67 Bacteroides 17.00 9.69E-02 6.46E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+19

M67 Lactobacillus 17.45 9.95E-02 6.63E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+19

M67 Clostridium 14.35 9.72E-01 6.48E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+20 1.67E+20
M68 16s - Universal 13.14

M68 Bifidobacterium 16.42 9.36E-01 6.24E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.24E+20

M68 Bacteroides 14.84 1.00E+00 6.70E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+20

M68 Lactobacillus 25.51 1.06E-04 7.09E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+16

M68 Clostridium 14.16 9.59E-01 6.39E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+20 3.84E+20
M69 16s - Universal 12.77

M69 Bifidobacterium 20.47 1.00E-02 6.69E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+18

M69 Bacteroides 15.00 1.02E+00 6.77E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+20

M69 Lactobacillus 27.19 1.13E-04 7.55E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.50E+16

M69 Clostridium 14.15 1.05E+01 6.97E-01 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.38E+21 1.52E+21
M72 16s - Universal 14.18

M72 Bifidobacterium 27.98 1.17E-04 7.77E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.54E+16

M72 Bacteroides 19.35 9.49E-03 6.32E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.25E+18 1.34E+20
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M72 Lactobacillus 29.15 1.21E-04 8.10E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.61E+16

M72 Clostridium 14.91 1.01E+00 6.73E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+20

M73 16s - Universal 13.60

M73 Bifidobacterium 16.54 9.43E-02 6.29E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.25E+19

M73 Bacteroides 17.37 9.90E-02 6.60E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+19

M73 Lactobacillus 16.81 9.59E-02 6.39E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+19

M73 Clostridium 14.98 1.01E+00 6.76E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+20 1.72E+20
M74 16s - Universal 14.13

M74 Bifidobacterium 18.72 1.07E-01 7.12E-03 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+19

M74 Bacteroides 18.21 1.04E-01 6.92E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+19

M74 Lactobacillus 23.40 1.02E-03 6.80E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+17

M74 Clostridium 14.41 9.77E-01 6.51E-02 6.02E+23 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+20 1.57E+20
M75 16s - Universal 14.06

M75 Bifidobacterium 19.07 9.35E-03 6.23E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.24E+18

M75 Bacteroides 20.66 1.01E-02 6.75E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+18

M75 Lactobacillus 24.34 1.01E-04 6.76E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+16

M75 Clostridium 15.03 1.02E+00 6.78E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+20 1.38E+20
M76 16s - Universal 14.34

M76 Bifidobacterium 20.26 9.93E-03 6.62E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+18

M76 Bacteroides 21.36 1.05E-02 6.98E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.38E+18

M76 Lactobacillus 17.33 9.88E-02 6.59E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+19

M76 Clostridium 14.87 1.01E+00 6.71E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.33E+20 1.49E+20
M77 16s - Universal 13.84

M77 Bifidobacterium 24.27 1.01E-04 6.74E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+16

M77 Bacteroides 15.50 1.05E+00 7.00E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.39E+20

M77 Lactobacillus 24.38 1.02E-04 6.77E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+16

M77 Clostridium 14.16 9.58E-01 6.39E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+20 2.66E+20
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M78 16s - Universal 13.78

M78 Bifidobacterium 21.44 1.05E-02 7.01E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.39E+18

M78 Bacteroides 19.11 9.37E-03 6.25E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.24E+18

M78 Lactobacillus 25.69 1.07E-04 7.14E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.42E+16

M78 Clostridium 14.19 9.61E-01 6.40E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+20 1.30E+20
M79 16s - Universal 13.22

M79 Bifidobacterium 26.02 1.08E-04 7.23E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+16

M79 Bacteroides 18.60 1.06E-01 7.07E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.40E+19

M79 Lactobacillus 23.25 1.01E-03 6.75E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.34E+17

M79 Clostridium 14.30 9.68E-01 6.46E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+20 1.42E+20
M80 16s - Universal 14.15

M80 Bifidobacterium 25.22 1.05E-04 7.00E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.39E+16

M80 Bacteroides 16.70 9.52E-02 6.35E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+19

M80 Lactobacillus 25.69 1.07E-04 7.14E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.42E+16

M80 Clostridium 14.62 9.90E-01 6.60E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.31E+20 1.44E+20
M81 16s - Universal 13.96

M81 Bifidobacterium 18.22 1.04E-01 6.92E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.37E+19

M81 Bacteroides 15.96 1.08E+00 7.21E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.43E+20

M81 Lactobacillus 21.57 9.39E-04 6.26E-05 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.24E+17

M81 Clostridium 14.44 9.78E-01 6.52E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.29E+20 2.86E+20
M85 16s - Universal 14.01

M85 Bifidobacterium 19.69 9.65E-03 6.43E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+18

M85 Bacteroides 16.53 9.42E-02 6.28E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.25E+19

M85 Lactobacillus 19.77 9.69E-03 6.46E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+18

M85 Clostridium 14.16 9.58E-01 6.39E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.27E+20 1.42E+20
M86 16s - Universal 13.52

M86 Bifidobacterium 25.52 1.06E-04 7.09E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+16 1.41E+20
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M86 Bacteroides 16.77 9.56E-02 6.37E-03 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.26E+19

M86 Lactobacillus 23.92 9.97E-05 6.65E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.32E+16

M86 Clostridium 14.32 9.70E-01 6.47E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+20

M88 16s - Universal 14.56

M88 Bifidobacterium 21.74 1.07E-02 7.11E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.41E+18

M88 Bacteroides 19.77 9.69E-03 6.46E-04 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.28E+18

M88 Lactobacillus 27.25 1.14E-04 7.57E-06 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.50E+16

M88 Clostridium 15.05 1.02E+00 6.79E-02 6.02E+23 | 4,600.00 | 6.60E-02 1.35E+20 1.38E+20

112







	6e018428383da022e340d458a8dd3b2555ef1c99f57f2c106246aaa264f3f1d5.pdf
	5689c807d19f0efe539c69c2b54eab63edc24bcbfc83bba98d0c78597babf8c1.pdf
	78847ff04952d51e43515adda8e5ec8fcf8ff7addfbd79c96281f1901ba5dc1b.pdf

	e505f0655cb3565d565f77d6f2d5a740ddd1cbd04c8d9f6de4c0da2235053c69.pdf
	6e018428383da022e340d458a8dd3b2555ef1c99f57f2c106246aaa264f3f1d5.pdf
	5689c807d19f0efe539c69c2b54eab63edc24bcbfc83bba98d0c78597babf8c1.pdf


