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Resumo

Fundamento: Estudos anteriores caracterizaram adequadamente a microbiota intestinal (MI) na fibrilacao atrial (FA). No
entanto, a causalidade precisa entre a MI e a FA permanece obscura.

Objetivos: O presente estudo utilizou dados publicos de estudos de associacao gendomica ampla para explorar a
causalidade entre Ml e FA.

Métodos: Na primeira de duas rodadas de analise de randomizacao mendeliana (RM), as variaveis instrumentais
(VIs) incluiram polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) que ficaram abaixo do limite de significancia estatistica de
todo o genoma (5 X 10®). Para chegar a uma conclusao mais abrangente e inclusiva, selecionamos ainda SNPs abaixo
do nivel de significancia de todo o lécus (1 X 10°) como VIs para o segundo grupo. A analise de RM considerou
o efeito causal estatisticamente significativo entre Ml especifica e FA quando p < 0,05. Além disso, na andlise de
sensibilidade, p > 0,05 nao indicou heterogeneidade nem pleiotropia.

Resultados: No limiar de significincia de todo o lécus, os resultados demonstraram um impacto causal da Ml no
risco de FA. O método de ponderacao de variancia inversa indicou que Actinobacteria, Firmicutes, Alloprevotella,
Bifidobacterium, Blautia, Eggerthella, Howardella, Ruminococcaceae UCG004 e Ruminococcus1 foram negativamente
correlacionados com FA, ao passo que Pasteurellales, Pasteurellaceae, Oxalobacter, Ruminiclostridium5 e Turicibacter
foram positivamente correlacionados. Além disso, no limiar de significincia de todo o genoma, Actinobacteria,
Bifidobacteriaceae e Bifidobacterium foram fatores de protecao para o risco de desenvolver FA, ao passo que
Oxalobacteraceae e Erysipelatoclostridium foram fatores de risco para FA. Entretanto, andlises de sensibilidade
mostraram heterogeneidade ou pleiotropia horizontal nos resultados para Actinobacteria, Howardella, Oxalobacter
e Firmicutes.

Conclusoes: Este estudo fornece evidéncias da existéncia de causalidade favoravel e desfavoravel da MI no risco de FA.

Palavras-chave: Analise da Randomizacao Mendeliana; Microbioma Gastrointestinal; Fibrilacao Atrial; Doencas
Cardiovasculares.

Abstract

Background: Previous studies have adequately characterized the gut microbiota (GM) in atrial fibrillation (AF). Nevertheless, the precise causality
between CM and AF remains elusive.

Objectives: This study utilized public data from genome-wide association studies to explore the causality between GM and AF.

Methods: In the first of two rounds of Mendelian randomization (MR) analysis, the instrumental variables (IVs) comprised single nucleotide
polymorphisms (SNPs) that fell below the genome-wide statistical significance threshold (5 x 10%). To attain a more comprehensive and
inclusive conclusion, we further selected SNPs falling below the locus-wide significance level (1 x 10~) as IVs for the second group. The MR
analysis considered the statistically significant causal effect between the specific GM and AF when p < 0.05. Furthermore, in sensitivity analysis,
p > 0.05 indicated no heterogeneity and pleiotropy.
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Results: At the locus-wide significance threshold, the findings demonstrated a causal impact of GM on AF risk. The inverse variance weighting
method indicated that Actinobacteria, Firmicutes, Alloprevotella, Bifidobacterium, Blautia, Eggerthella, Howardella, Ruminococcaceae
UCG004, and Ruminococcus1 were negatively correlated with AF while Pasteurellales, Pasteurellaceae, Oxalobacter, Ruminiclostridium5,
and Turicibacter were positively correlated. Furthermore, at the genome-wide significance threshold, Actinobacteria, Bifidobacteriaceae, and
Bifidobacterium were protective factors for the risk of developing AF, whereas Oxalobacteraceae and Erysipelatoclostridium were risk factors
for AF. However, sensitivity analyses showed heterogeneity or horizontal pleiotropy within the outcomes for Actinobacteria, Howardella,
Oxalobacter, and Firmicutes.

Conclusions: This study provides evidence for the existence of both favorable and unfavorable causality of CM on AF risk.
Keywords: Mendelian Randomization Analysis; Gastrointestinal Microbiome; Atrial Fibrillation; Cardiovascular Diseases.
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Vis&o geral do processo de andlise de randomizacdo mendeliana (RM) e principais suposicdes.
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Introducao

Afibrilacao atrial (FA) é uma arritmia prevalente e complexa
que geralmente se manifesta em individuos com mais de
60 anos e atualmente afeta mais de 370 mil individuos em
todo o mundo.” A FA é caracterizada por interrupgdes no
processo de despolarizagao dos étrios, podendo resultar em
sintomas como palpitagdes, desconforto no peito, falta de ar
e tensao psicolégica devido as contragdes atriais irregulares.?
Complicagbes mais sérias, incluindo acidentes vasculares
cerebrais isquémicos (infartos cerebrais), insuficiéncia cardiaca
e até morte, também podem ocorrer.?> Observagoes clinicas e
pré-clinicas indicam uma combinagao de diversos fatores de
risco cardiovascular modificaveis que influenciam o inicio e
o avango da FA, como idade, sexo, doenca arterial coronéria,
insuficiéncia cardiaca, hipertensdo, diabetes mellitus e
obesidade.* Necessita-se urgentemente da elucidagao
adicional da patogénese da FA para melhorar sua prevengao
e tratamento.

O intestino humano serve como habitat para diversos
microrganismos nao patogénicos, conhecidos coletivamente
como microbiota intestinal (Ml), que é essencial para moldar e
facilitar as operagoes dos sistemas metabdlico e imunoldgico.
Estudos clinicos recentes e experimentos de base revelaram
que a MI possivelmente influencia as vias de doengas por
meio dos metabdlitos gerados nos intestinos. Notavelmente, a
associagao entre Ml e doengas cardiovasculares (DCV) ganhou
forca significativa em pesquisas em andamento. Em um
estudo, o contetdo fecal de doadores humanos hipertensos
foi transplantado em camundongos livres de germes e os
aumentos diretos subsequentes na pressao arterial puderam
ser atribuidos a MIL.> Além disso, descobriu-se que a Ml
contribui para a exacerbagao da fungao cardiaca e progressao
da fibrose miocardica em camundongos com insuficiéncia
cardiaca por meio do metabolismo da colina da dieta em
N-o6xido de trimetilamina (TMAO).® Embora alguns estudos
tenham abordado o perfil diversificado da MI na FA, ainda
nao estd claro se existe uma relacao causal entre Ml e FA.

Atécnica de randomizagao mendeliana (RM), que envolve
afusao de dados agregados de estudos de associagao genémica
ampla (GWAS), permite mitigar a influéncia de fatores de
confusdo. Portanto, a RM se destaca como uma abordagem
predominante para deduzir a existéncia de uma conexao
causal entre exposicao e resultado. Variantes genéticas
que exibem associages significativas com a exposigao sao
escolhidas como varidveis instrumentais (VIs) para deduzir
causalidade. Se a exposicao for causal, as Vls que afetam a
exposicao influenciardo o resultado proporcionalmente.” No
estudo atual, foi realizada RM de duas amostras para examinar
se existe uma relacdo causal entre Ml e o risco de FA.

Métodos

Fontes de dados

Aproveitando dados do consércio MiBioGen, Kurilshikov et
al.8 aproveitaram perfis de sequenciamento do gene 16S rRNA
e informagdes de genotipagem de uma colegdo de 18.340
amostras para explorar a intrincada interagao entre variantes
genéticas e a MI. A totalidade dos participantes do consércio
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MiBioGen abrangeu populacoes europeias de 11 paises,
constituindo um coletivo de 25 coortes distintas. Por meio de
um exame das variagoes nos taxons da Ml, o estudo GWAS
por fim extraiu 122.110 locais distintos de variagao genética
origindrios de 211 taxons em varios niveis (filo, classe, ordem,
familia, género). A partir desse GWAS em larga escala, as Vls
correspondentes aos taxons da Ml foram derivadas em cinco
niveis. Como os dados adquiridos do consércio MiBioGen
nao tinham andlise no nivel de espécie, também obtivemos
Vls para taxons da Ml no nivel de espécie do estudo TwinsUK
Registro GWAS.? Goodrich et al. geraram Vls de taxons da Ml
no nivel de espécie a partir de 1.126 pares de gémeos para
dados de sequenciamento de 16S rRNA, definindo, por fim,
quatro espécies qualificadas.’

As estatisticas resumidas do GWAS para FA foram extraidas
da versao mais recente (versao R9) do projeto de pesquisa
FinnGen (https://r9.finngen fi/).'° As anlises foram realizadas
usando 45.766 casos de FA e 191.924 controles ap0s ajustes
para idade, sexo, parentesco genético, lote de genotipagem
e os primeiros 10 componentes principais separadamente.

Para o desenho de um estudo de RM vdlido, o tamanho
da amostra necessaria deve ser calculado. De acordo com
a teoria estatistica assintética,’'> o tamanho minimo da
amostra derivado do uso de ferramentas da web disponiveis
(https://sb452.shinyapps.io/power/) no nivel de significancia
(< 0,05) e poder (> 80%) dado deve ser 9900. O tamanho
da amostra incluido em nosso estudo de pesquisa conseguiu
atender aos critérios.

Selecao de polimorfismo de nucleotideo tnico

Para garantir a credibilidade e a precisdao das conclusoes
sobre o nexo causal entre Ml e o risco de FA, diversos
procedimentos de controle de qualidade foram empregados
para escolher meticulosamente as VIs mais confidveis.
Primeiro, os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) que
exibiam associagbes significativas com a MI foram escolhidos
como Vls, com dois limites distintos aplicados para facilitar essa
selecao e atingir um escopo mais abrangente de resultados:
uma colegdo de SNPs abaixo do limite de significancia
estatistica de todo o genoma (5 X 10%), bem como um grupo
adicional de SNPs abaixo do nivel de significancia de todo
o lécus (1 x 107%)." Em segundo lugar, foi necessério avaliar
a forga da correlagao entre Vs e exposicao. Essas avaliagbes
sao normalmente realizadas por meio da estatistica F, que foi
calculada como F = R? (n—k—1) /k (1—R?), onde R? representa
a variancia de exposicao explicada pelos SNPs selecionados,
n é o tamanho da amostra e k representa o niimero de Vls
incluidas. Se a estatistica F for menor que 10, isso significa
uma conexao fraca entre Vls e exposicao, entdo os SNPs que
contribuem para essas Vs foram excluidos. Em segundo lugar,
o limite para a frequéncia do alelo menor (MAF) da variante
em consideracao foi definido em 0,01. Terceiro, os SNPs em
alto desequilibrio de ligagao (LD) foram excluidos das VIs;
a presenga de LD substancial poderia introduzir resultados
tendenciosos. Neste estudo, o LD entre os SNPs incluidos
foi avaliado pelo processo de aglomeragao (R* < 0,001 e
distancia de aglomeragdo = 10.000 kb). Quarto, uma faceta
fundamental da RM envolve a confirmagao de que os efeitos
dos SNPs na exposicdo pertencentes ao mesmo alelo se
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alinham com os efeitos no resultado. Em conformidade com
esse principio, 0s SNPs palindrémicos foram excluidos das Vls.
Quinto, nos casos em que os SNPs vinculados a exposigao
nao foram identificados no resultado GWAS, SNPs substitutos
que apresentaram associagoes significativas com as variantes
pertinentes foram substituidos (r* > 0,8).

As suposicoes da randomizacao mendeliana

Para realizar uma analise de RM de duas amostras precisa
e padronizada, as trés suposicbes abaixo tiveram que ser
atendidas:" (1) as Vls incluidas para utilizacao devem exibir
uma forte associacdo com os taxons da MI; (2) as Vs incluidas
e os fatores de confusdo (que influenciam a Ml e a FA) devem
permanecer independentes uns dos outros; e (3) nao deve
existir nenhuma pleiotropia horizontal, o que significa que as
Vis afetam a FA apenas por meio dos téxons da MI. Nossos
resultados foram relatados simultaneamente seguindo as
orientagdes MR-STROBE" (Tabela S1). Este estudo nao exigiu
consentimento informado ou aprovagao ética porque utilizou
dados disponiveis publicamente.

Andlise estatistica

No presente estudo, empregamos diferentes técnicas de
RM, incluindo ponderagao de variancia inversa (IVW), MR-
Egger, mediana ponderada, modo simples e modo ponderado,
para verificar a possivel influéncia causal da composicao da Ml
no risco de FA. Neste cenario, o método primario empregado
para analise de RM foi o IVW, que funciona essencialmente
como uma técnica de meta-andlise que se transforma em
uma regressao ponderada dos efeitos dos resultados das Vls
sobre os efeitos da exposicao para produzir uma estimativa
abrangente da influéncia da Ml no risco de FA, ao mesmo
tempo em que restringe o intercepto a zero. Na auséncia de
pleiotropia horizontal, o IVW poderia efetivamente contornar
a influéncia de fatores de confusao, permitindo estimativas
imparciais.'® Além disso, existem vdrios outros métodos para
complementar os resultados do IVW. A regressao MR-Egger
pode identificar e contabilizar a pleiotropia, embora essa
abordagem frequentemente gere estimativas com precisao
limitada.'” A abordagem da mediana ponderada fornece
estimativas confidveis considerando a suposicdo de que um
minimo de 50% das Vls sao validas."® Embora o modo simples
possa nao possuir o mesmo nivel de poténcia que o IVW, ele
oferece resiliéncia contra os efeitos da multivaléncia.” Por
fim, o modo ponderado é suscetivel a variagoes na selegao
da largura de banda para estimativa do modo.?

As andlises de sensibilidade geralmente foram realizadas
em trés etapas. A regressao MR-Egger, um método que permite

identificar e contabilizar a pleiotropia na andlise de RM ao
mesmo tempo em que deriva estimativas de efeitos causais
e analisa se os resultados sao influenciados pela pleiotropia
horizontal direcionada, foi inicialmente aplicada para avaliar
a possivel presenca de efeitos de pleiotropia horizontal
entre os SNPs incluidos.”?' Considerando as limitagbes de
precisao e poder estatistico associadas a regressao MR-Egger,
a abordagem de soma residual e valores discrepantes da
pleiotropia RM (MR-PRESSO) foi empregada para identificar
possiveis valores discrepantes que poderiam indicar viés
de pleiotropia e, posteriormente, corrigir os efeitos de
pleiotropia horizontal.?? Por fim, a estatistica Q de Cochran
foi empregada para medir o grau de heterogeneidade entre
0s SNPs selecionados.?>?*

Todas as analises estatisticas foram executadas usando
o software R (versao 4.3.1). O pacote R TwoSampleMR
(versdo 0.5.7, Stephen Burgess, Chicago, IL, EUA) foi usado
para realizar andlises de RM de causalidade entre Ml e FA.
P < 0,05 foi considerado um possivel efeito causal
estatisticamente significativo entre exposicdo e desfecho.

Resultados

Fontes de dados

A Figura Central ilustra o desenho do estudo e o fluxo
especifico da analise de RM entre Ml e FA. As estatisticas
resumidas do GWAS para a Ml foram obtidas do consércio
MiBioCen e do consércio TwinsUK Registry, que contém
18.340 e 1.126 individuos, respectivamente. Além disso,
as estatfsticas resumidas do GWAS para FA foram obtidas
do consércio FinnGen, que contém 45.766 casos de FA e
191.924 controles. A Tabela 1 mostra os detalhes de trés
conjuntos de dados.

Selecao das variaveis instrumentais

Apbs uma rigorosa etapa de controle de qualidade, 2.182
SNPs foram identificados como Vls associados a 207 taxons
da Ml no nivel de significancia de todo o l6cus (p < 1 X 10”).
Esses tdxons compreendiam quatro espécies (14 SNPs), nove
filos (102 SNPs), 10 classes (109 SNPs), 19 ordens (210 SNPs),
35 familias (385 SNPs) e 130 géneros (1.362 SNPs). Cada SNP
apresentou validade suficiente (variando de 14,59 a 88,43,
todos F > 10; Tabela 2). A Tabela S2 fornece informagoes
abrangentes sobre as Vls.

Além disso, no limiar de significancia estatistica de todo o
genoma (p < 5 X 10%), apenas 23 SNPs foram identificados
como Vls, associados a 20 taxons da MI. Esses taxons
compreendiam uma espécie (2 SNPs), um filo (1 SNP), uma

Tabela 1 - Descri¢ao das fontes de dados para microbiota intestinal e fibrilagao atrial

Caracteristicas Consoércio Tamanho da amostra Populacédo Ano Periédico
MiBioGen 18.340 individuos Europeia 2021 Nature Genetics
Microbiota intestinal
TwinsUK Registry 1.126 individuos Europeia 2016 Cell Host & Microbe
Fibrilagdo atrial FinnGen (R9) 45.766 casos e 191.924 controles Europeia 2022 Nature
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Tabela 2 - Selegdo das Vls apds controle de qualidade

Espécie 4 14 22,50-30,84 1 2 30,25-30,84
Filo 9 102 16,97-58,16 1 1 58,16
Classe 10 109  17,61-85,38 1 1 85,38
Ordem 19 210  17,68-85,37 1 1 30,07
Familia 35 385  16,91-85,37 5 6 29,81-85,37
Género 130 1362 14,69-88,43 11 12 29,35-88,43
Total 207 2182 14,59-88,43 20 23  29,35-88,43

Vis: varigveis instrumentais.

classe (1 SNP), uma ordem (1 SNP), cinco familias (6 SNPs)
e 11 géneros (12 SNPs). Cada SNP individual apresentou
validade satisfatdria (variando de 29,35 a 88,43, todos F > 10;
Tabela 2). A Tabela S3 apresenta detalhes essenciais das VIs.

Analise de randomizag¢ao mendeliana no nivel de
significancia de todo o lécus

Com base no nivel de significancia de todo o l6cus, a Figura
1A descreve graficamente a relagao entre Ml e FA pela andlise
de RM. Além disso, uma visao geral abrangente dos resultados
pode ser encontrada na Tabela S4. Entre os resultados de RM,
descobrimos que a abundancia relativa geneticamente prevista
de dois filos, uma ordem, uma familia e 10 géneros estava
causalmente associada a FA. Em relacgao as classificagcoes de
filos biolégicos, o método IVW demonstrou que Actinobacteria
e Firmicutes foram negativamente correlacionados com o
risco de FA (Figura 1B). Além disso, as estimativas do IVW por

RM indicaram que a ordem de Pasteurellales e a familia de
Pasteurellaceae estavam positivamente correlacionadas com o
risco de FA (Figura 1B). Em relacdo ao género, as estimativas
do IVW por RM indicaram que Alloprevotella, Bifidobacterium,
Blautia, Eggerthella, Howardella, Ruminococcaceae UCGO04
e Ruminococcus1 foram fatores de protecdo para FA. Em
contraste, Oxalobacter, Ruminiclostridium5 e Turicibacter
foram fatores de risco para FA (Figura 1B). Os outros dois
taxons da MI (espécie e classe) ndo mostraram relagdo com
FA por IVW.

A Tabela S5 demonstra ainda os resultados da andlise de
sensibilidade, que indicam que ndo houve heterogeneidade
ou pleiotropia horizontal em Pasteurellaceae, Alloprevotella,
Bifidobacterium, Eggerthella, Ruminiclostridium5,
Ruminococcaceae UCG004, Ruminococcus1, Turicibacter ou
Pasteurellales. Além disso, MR-PRESSO nao encontrou valores
atipicos nesses taxons da MI. Entretanto, a heterogeneidade
apareceu em trés taxons da Ml: Howardella, Oxalobacter
e Firmicutes (Tabela S5). Portanto, usamos os resultados
dos efeitos aleatérios do IVW para resolver esse problema.
Simultaneamente, um taxon da MI exibiu evidéncias de
pleiotropia horizontal, a saber, Actinobacteria, mas a analise
MR-PRESSO subsequente indicou que esse tixon em
particular ndo continha nenhum SNP atipico que exigisse
remogao (Tabela S5).

Analise de randomizacao mendeliana no nivel de
significancia de todo o genoma

Dependendo do limite de significancia estatistica de todo
0 genoma, a Figura 2A representa visualmente a associagao
entre Ml e FA por meio da andlise de RM. Além disso,
uma apresentacdo abrangente dos resultados é fornecida
na Tabela S6. Entre os resultados de RM, descobrimos que
a abundancia relativa geneticamente prevista de um filo,
uma classe, uma ordem, duas familias e dois géneros estava
causalmente associada a FA. Os resultados da razao de Wald

A
MR-pleiotropia-valor p
(1) s Tragos bacterianos NSNP OR IC 95% Valor P
06 Filo
04 Actinobacteria 14 0,872 0,772-0,985 | 0,028
02 Firmicutes 14 0,86 0,740-0,988 —— 0,047
0 Ordem
Pasteurellales 13 1,107 1.021-1,199 i 0,013
Familia
MR-heterogeneidade-valor p Pasteurellaceae 13 1,107 1.021-1,199 it 0,013
(1) s ' Género
0:6 Alloprevotella 5 0,913 0,646-0,984 =] 0,018
04 Bifidobacterium 0,868 0,792-0,951 e 0,002
0,2 Blautia 0,845 0,755-0,945 —— 0,003
0 Eggerthella 9 0,915 0,851-0,983 | 0,016
Howardella 9 0,925 0,857-0,999 | 0,048
Oxalobacter 1" 1,104 1.020-1,195 ——t 0,014
Rifbresultados-valor p Ruminiclostridiums 11 1142 1,017-1,283 — 0,025
08 RuminococcaceaeUCG004 11 0,836 0,765-0,910 i <0,001
0,6 Ruminococcus1 10 0,883 0,785-0,992 —a— 0,037
04 Turicibacter 9 1,165 1,080-1,280 —_— 0,002
0,2 T T T T
0 06 08 1 12 14
OR (IC de 95%)

Figura 1 - Andlise causal da microbiota intestinal (MI) e fibrilagdo atrial (FA) no nivel de significancia de todo o lécus (p<1x10-5). (A) Todos os resultados da
anélise de randomizagdo mendeliana (RM) e andlise de sensibilidade entre Ml e FA. (B) Resultados de RM dos taxons da Ml com relagdo causal com a FA

usando o método de ponderagéo de varidncia inversa (IVW).
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%\% ixk - Filo
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"
Classe
E,mh-
bty Actinobacteria Razédo de Wald 1 0,776 0,650-0,927 m— 0,005
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P ‘ Bifidobacteriaceae OO POV ) 0,65 06960978 1-my 0026
t
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Figura 2 - Andlise causal da microbiota intestinal (Ml) e fibrilagdo atrial (FA) no limiar de significancia estatistica de todo o genoma (p<6x10-8). (A) Todos os
resultados da andlise de randomizagdo mendeliana (RM) e andlise de sensibilidade entre Ml e FA. (B) Resultados de RM dos taxons da MI com relagdo causal
com a FA usando o método de ponderagéo de variancia inversa (IVW) ou razdo de Wald.

demonstraram que o filo de Actinobacteria e a classe de
Actinobacteria estavam negativamente correlacionados com
o risco de FA (Figura 2B). Quanto a familia, Bifidobacteriaceae
foi negativamente correlacionada com o risco de FA usando
o método IVW, e Oxalobacteraceae foi positivamente
correlacionada com o risco de FA usando o método da
razao de Wald (Figura 2B). Além disso, quanto ao género,
Bifidobacterium foi um fator de protegdo para FA usando o
método IVW, e Erysipelatoclostridium foi um fator de risco para
FA usando o método da razao de Wald (Figura 2B).

ATabela S7 exibe os resultados do teste de heterogeneidade
conduzido para téxons da MI apresentando dois SNPs. A
heterogeneidade e a pleiotropia horizontal ndo puderam ser
examinadas porque apenas um SNP foi incluido nos outros
taxons da MI.

Discussao

Pesquisas anteriores demonstraram o envolvimento
significativo da ecologia microbiana intestinal no inicio e
no avanco de vdrias doencgas cardiovasculares, incluindo
hipertensao, aterosclerose e insuficiéncia cardiaca. Li
et al.” revelaram que individuos com pré-hipertensao
e hipertensao apresentam nao apenas diminuigao da
abundancia genética e da diversidade o« em comparagao com
controles saudaveis, como também uma proporcao elevada
de bactérias Prevotella. Concomitantemente, uma anélise
macrogendmica® demonstrou que a Ml de individuos com
doenca cardiovascular aterosclerética apresentava niveis
elevados de espécies de Streptococcus e Enterobacteriaceae,
em contraste com a Ml de individuos saudaveis. Além disso,
uma investigacdo comparativa de bactérias fecais* entre
individuos com insuficiéncia cardiaca crénica e seus pares
saudaveis indicou que aqueles com insuficiéncia cardiaca

exibiram uma maior colonizagao de bactérias patogénicas,
incluindo Campylobacter, Shigella, Salmonella e Yersinia
enterocolitica.

A FA é um tipo mais especifico de DCV. Varios estudos
anteriores identificaram perfis de Ml distintos entre individuos
com FA, sendo que a FA demonstra alteragoes significativas
na diversidade microbiana intestinal em comparagao
com individuos controle. Um aumento na abundancia de
Ruminococcus, Streptococcus e Enterococcus, juntamente
com uma diminuigao de Faecalibacterium, Alistipes,
Oscillibacter e Bilophila, foi observado em pacientes com
FA.?” Além disso, a interrupgdo do equilibrio ecolégico
intestinal tem sido associada ao avango e a duracao da FA.
Uma investigacao recente de Zuo et al.?® revelou distingoes
na diversidade microbiana e na composicao de metabélitos
entre pacientes com FA paroxistica, com FA persistente e sem
FA. Além disso, bactérias especificas exibiram enriquecimentos
variados correspondentes a diferentes duracbes de FA. Por
exemplo, na FA persistente, a abundancia de Butyricoccus e
Paraprevotella diminuiu, enquanto a abundancia de Dorea
e Coprococcus apresentou aumento.?” Curiosamente, um
aumento no enriquecimento de bactérias benéficas e uma
diminuigdo no enriquecimento de bactérias patogénicas
na MI, bem como alteragdes correspondentes nos niveis de
metabdlitos, puderam ser observados apds a ablagao, em
comparagao com pacientes com FA antes da ablagdo por
radiofrequéncia.’

Entretanto, a maioria dos estudos anteriores foram estudos
observacionais e de pequenas coortes, e os tipos de Ml
incluidos foram frequentemente limitados. Além disso, muitos
estudos exploraram apenas as caracteristicas da Ml na FA sem
examinar se a Ml poderia influenciar o inicio da FA. Existia,
portanto, a necessidade de caracterizar de forma mais completa
a relacao causal entre Ml e FA. Utilizamos os mais amplos e
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atualizados dados GWAS para Ml e FA, para SNPs intimamente
relacionados como Vls. Primeiro, por meio da andlise de
RM no nivel de significancia de todo o lécus, identificamos
Actinobacteria, Firmicutes, Alloprevotella, Bifidobacterium,
Blautia, Eggerthella, Howardella, Ruminococcaceae UCG004
e Ruminococcus como sendo negativamente correlacionados
com a ocorréncia de FA, e Pasteurellales, Pasteurellaceae,
Oxalobacter, Ruminiclostridium5 e Turicibacter como sendo
positivamente correlacionados com FA. Em segundo lugar,
de acordo com o limiar de significancia estatistica de todo
o genoma, identificamos Actinobacteria, Bifidobacteriaceae
e Bifidobacterium como fatores de protegao para o risco
de ocorréncia de FA, enquanto Oxalobacteraceae e
Erysipelatoclostridium foram fatores de risco para FA. Os
resultados para Actinobacteria, Howardella, Oxalobacter e
Firmicutes devem ser interpretados com mais cautela devido
a presenga de heterogeneidade ou pleiotropia horizontal.

Nosso estudo identificou um total de 10 tdxons da Ml
associados positivamente a FA e sete que foram associados
negativamente. Primeiro, Actinobacteria e Bifidobacterium
foram particularmente importantes para reduzir a ocorréncia
de FA, pois foi comprovado que estavam fortemente
correlacionadas negativamente com FA, ndo apenas no
nivel de significancia de todo o foco, mas também no limiar
de todo o genoma, indicando novamente a importancia
desses dois tdxons da Ml para prevenir o surgimento de FA.
O estudo FINRISK 2002°" observou que Bifidobacterium
estava negativamente correlacionado com a prevaléncia
de FA e positivamente correlacionado a incidentes de FA.
Além disso, Li et al.*? exibiram uma diminuicao significativa
na abundancia de Bifidobacterium em pacientes com
FA em comparagao aos controles, independentemente
de terem recebido terapia anticoagulante oral (ACO)
de longo prazo. Apesar da falta de estudos relevantes
demonstrando o envolvimento de Actinobacteria com o
desenvolvimento de FA, Li et al.’? também descobriram
que as cepas enriquecidas (Actinobacteria) presentes em FA
submetidas a ACOs de longo prazo estavam positivamente
correlacionadas com o tempo de protrombina (p < 0,05),
o que pode aumentar o risco de sangramento em pacientes
com FA. Notavelmente, a capacidade das Actinobacteria
de mitigar o risco de desenvolver FA tem sido uma
observagao Gnica até o momento. Em segundo lugar,
embora ndo tenha mostrado uma associagao causal com
FA no limiar de significancia estatistica de todo o genoma,
um subconjunto adicional de taxons da Ml ainda sugeria o
desenvolvimento da FA, incluindo Firmicutes, Alloprevotella,
RuminococcaceaeUCG004, Ruminococcusi, Oxalobacter e
Turicibacter. Semelhante as nossas descobertas, Ruminococcus
demonstrou estar negativamente associado as pontuagoes
CHA2DS2-VASc, o que significa que a disponibilidade de
Ruminococcus pode resultar em um risco reduzido de FA.
No entanto, Zuo et al.?” detectaram crescimento excessivo
de Ruminococcus em pacientes com FA. Enquanto isso,
outro estudo da mesma equipe®* descobriu maior indugao
de FA em camundongos privados de sono (SD) e descobriu
que tais camundongos tinham maiores abundancias de
Ruminococcus e Alloprevotella, o que sugere que essas
espécies de bactérias podem ser alvos promissores para a
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suscetibilidade a FA mediada pela privagao de sono. Também
diferiu de nossas descobertas, pois o estudo FINRISK 2002°’
considerou que Turicibacter estava negativamente associado
a FA prevalente, enquanto Firmicutes foi considerado
equivalente em pacientes com FA e controles no estudo de Li
etal.*> Embora o género Oxalobacter previsto geneticamente
tenha sido positivamente associado ao risco de desenvolver
doenca arterial corondria em uma andlise de RM [razdo de
probabilidades (OR) = 1,06; p = 1,67 x 10*),** nosso estudo
concluiu que Oxalobacter e Oxalobacteraceae foram fatores
de risco para o desenvolvimento de FA, o que complementa
e refina as conclusoes de estudos anteriores. Por fim, existe
um subconjunto de taxons da MI cuja relacdo com a FA
nao foi abordada em estudos anteriores, incluindo Blautia,
Eggerthella, Howardella, Pasteurellales, Pasteurellaceae,
Ruminiclostridium5 e Erysipelatoclostridium. Portanto,
nossa pesquisa preenche, de modo satisfatério, essa parte
da lacuna.

Os mecanismos que desregulam a ecologia intestinal e,
portanto, promovem a FA vém de duas fontes principais.
Primeiro, a desregulagdo da MI pode causar FA por meio
de inflamagao. Zhang et al.*® demonstraram pela primeira
vez que alteragdes na Ml relacionadas a idade levaram ao
aumento das concentragoes de lipopolissacarideos (LPS) e a
diminuigao da tolerdncia a glicose, o que aumentou a fibrose
atrial e promoveu o desenvolvimento de FA. Os mecanismos
subjacentes aos efeitos proarritmicos atriais causados pelos LPS
podem ser atribuidos a ligacao de nucleotideos nos étrios e a
ativagao de vesiculas inflamatérias NLRP3. Sequencialmente,
os metabdlitos derivados da MI também tiveram uma fungao
vital na patogénese da FA. Ao serem absorvidos pelo intestino
do hospedeiro, os metabdlitos derivados da Ml foram capazes
de influenciar células imunes no intestino, além de atuar
como moléculas de sinalizagdo e influenciar importantes
vias metabdlicas. Por exemplo, TMAO, que é derivado da
colina e da carnitina da dieta, exacerbou o aumento da
atividade neural e induziu FA por meio da estimulagao atrial,
possivelmente porque TMAQO poderia estimular a liberagao de
fatores inflamatérios e ativar a via de sinalizagao p65 NF-kB.*
Além disso, o indoxil sulfato (IS) foi a toxina urémica mais
comum, derivada do metabolismo do triptofano da dieta.
Em estudos com animais, o IS pode contribuir para o inicio
da FA ao aumentar a expressao de moléculas de sinalizacao,
como fatores pré-inflamatérios e proé-fibréticos, induzindo
assim o estresse oxidativo.>” Mais pesquisas bésicas ainda sao
necessarias para explorar se existem mecanismos adicionais
pelos quais a Ml regula a FA.

Varias imitagdes desta obra também devem ser abordadas.
Primeiro, apesar das trés premissas fundamentais da RM
terem sido atendidas, nenhuma garantia absoluta de viés
instrumental fraco pode ser feita. Em segundo lugar, devido
a disponibilidade inadequada de um néimero substancial de
Vs para analise de RM reversa, nao conseguimos determinar
uma possivel relagdo causal reciproca entre Ml e FA. Terceiro,
como o GWAS abrangeu apenas populagdes europeias, as
descobertas deste estudo podem nao ser universalmente
aplicaveis a outros grupos étnicos. Quarto, empregar inimeras
corregdes estatisticas rigorosas e conservadoras poderia ser
excessivamente restritivo, possivelmente negligenciando os
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taxons da MI que poderiam ter conexdes causais com a FA.
Considerando a plausibilidade biolégica, consequentemente,
ndo incorporamos os resultados de miltiplos testes. Por
fim, este estudo marcou a tentativa inaugural de examinar
a associagdo entre tdxons da Ml e risco de FA por meio de
analise de RM no nivel de espécie. Entretanto, é importante
ressaltar que nao foram detectados resultados positivos em
nivel de espécie. Considerando as distintas fontes de dados
utilizadas para a andlise em nivel de espécie, em contraste
com os outros cinco niveis e reconhecendo a diferenga
substancial nos tamanhos de amostra entre o GWAS
conduzido por Goodrich et al.? e o de Kurilshikov et al.,®
tornou-se evidente que a selecao potencial de Vls foi bastante
limitada. Portanto, essa descoberta no nivel de espécie foi
apenas uma exploragao preliminar.

Conclusoes

Concluindo, este estudo de RM demonstrou o efeito
causal da Ml na FA, encontrando 10 taxons da MI que foram
correlacionados positivamente com a FA, bem como sete que
foram correlacionados negativamente. Esses tipos de tdxons
da MI podem servir como novos biomarcadores e fornecer
insights sobre o tratamento e a prevencao da FA.
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*Material suplementar

Para informagao adicional da Tabela Suplementar 1, por favor, clique aqui.

Para informagao adicional da Tabela Suplementar 2, por favor, clique aqui.

Para informagao adicional da Tabela Suplementar 3, por favor, clique aqui.

Para informagao adicional da Tabela Suplementar 4, por favor, clique aqui.

Para informagao adicional da Tabela Suplementar 5, por favor, clique aqui.

Para informagao adicional da Tabela Suplementar 6, por favor, clique aqui.

Para informagao adicional da Tabela Suplementar 7, por favor, clique aqui.
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