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RESUMO

SANTOS, V. M. Avaliacdo da participacdo dos micro-organismos da Classe Mollicutes na
microbiota intestinal de mulheres eutréficas e obesas. 2015. 147 f. Dissertacdo (Mestrado
em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2015.

A obesidade possui causas multifatoriais, sendo caracterizada como um excesso de gordura
corporal acumulada no tecido adiposo causando impactos a saude. Estudos quanto a interacao
genética do individuo com o ambiente mostram que alguns individuos sdo mais propensos ao ganho
de peso do que os outros em ambientes similares. Sdo muitas as evidéncias de que o metabolismo
da microbiota intestinal facilita a extracdo de calorias da dieta, ajudam a estoca-las no tecido
adiposo, além de prover energia e nutrientes para o crescimento microbiano. Nesse contexto, a
ocorréncia e participacdo dos Mollicutes na microbiota intestinal é praticamente desconhecida,
sendo necessarios, portanto, o desenvolvimento de estudos que avaliem as implicacBes e
relevancia desses microrganismos nas respostas adaptativas da microbiota intestinal humana.
Deste modo, o objetivo do presente estudo foi analisar a participagdo dos micro-organismos da
Classe Mollicutes e dos Filos Firmicutes e Bacteroidetes na microbiota intestinal de mulheres
obesas e eutréficas. Para a realizacao do estudo, a casuistica foi de 20 mulheres diagnosticadas
com obesidade (IMC> 30kg/m?) e 20 mulheres em eutrofia (IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m2. Foram
obtidas amostras de fezes, sangue. Foi aplicado um questionario semiestruturado sobre fatores
relacionados com obesidade, e possivel associacdo com microbiota intestinal e ambiente, além de
avaliacdo antropométrica através de Bioimpedancia, e questionario de frequéncia alimentar.
Desenvolveu-se um ensaio quantitativo por meio de TagMan PCR para a deteccado de Mollicutes
nas amostras de fezes. A metodologia foi especifica, sensivel, reprodutivel e gerou dados
gquantitativos para a deteccdo desses microrganismos nas fezes humanas. Constatou-se no
presente estudo que 0 grupo caso apresentou consumo energético inferior ao recomendado, e que
ambos 0s grupos apresentaram consumo superior de gorduras saturadas e inferior de fibras. Em
relacdo a determinacdo do estado nutricional os dois grupos se apresentaram acima da média
referéncia, indicando excesso de gordura corporal. Na determinacdo da microbiota intestinal,
constatou-se uma diferenca estatisticamente significante entre as médias do nimero dos micro-
organismos da classe Mollicutes entre os grupos caso e controle. Detectou-se uma associagao
positiva estatisticamente significante entre a presenca de Mollicutes e mulheres obesas (O.R.= 11,5;
I.C.= 2,42-55,4). Na quantificagdo da presenca dos Filos Firmicutes e Bacteroidetes e Bactérias
totais na microbiota, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes quanto a sua
quantidade entre as mulheres do grupo caso e controle. No entanto, foi observada maior proporcao
de Firmicutes/Bacteroidetes na microbiota intestinal das mulheres obesas em relagédo as eutroficas
do grupo controle. Os resultados obtidos permitiram obter evidéncias importantes da participagédo
dos micro-organismos da classe Mollicutes. As alteracbes da microbiota intestinal também
contribuiram na definicdo de subconjuntos de individuos com diferentes perfis de risco metabdlico e
a da heterogeneidade associada a fenotipos humanos relacionados com a adiposidade.

Palavras-chave: Obesidade. Microbiota intestinal. Mollicutes. qPCR.



ABSTRACT

SANTOS, V. M. Evaluation of Mollicutes microorganism’s participation in the gut
microbiota of obese and normal weight women. 2015. 147 p. Masters thesis (Microbiology) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2015.

Obesity has multifactorial causes and it is characterized as an excess of corporal fat
accumulated in adipose tissue causing health impacts. Studies on the genetic interaction of the
individual with the environment shows that some individuals are more prone to weight gain than
others in similar environments. There are many evidences that the gut microbiota metabolism
facilitates the harvest of energy derived from ingested nutrients, it help to store them in adipose
tissue, and provide energy and nutrients for microbial growth. In this context, the occurrence and
participation of Mollicutes in the gut microbiota is pratically unknown, requiring the development
of studies to evaluate the implications and relevance of these microorganisms in the adaptive
responses of the human gut microbiota. Thus, the aim of this study was to analyze the
participation of the Class Mollicutes and Firmicutes and Bacteroidetes phylos in the gut
microbiota of obese and normal weight women. For the study, it was collected samples of 20
women diagnosed with obesity (BMI> 30 kg / m?) and 20 women of normal weight (BMI between
18.5 and 24.9 kg /m?), it was collected stool samples, blood, semi-structured questionnaire on
etiological factors, predisposing and associated with obesity, and possible association with gut
microbiota and the environment, and anthropometric measurements using bioelectrical
impedance. A quantitative assay was developed through of TagMan PCR for the detection of
Mollicutes in stool samples from patients with the methodology specific, sensitive, reproducible
and quantitative for the detection of these microorganisms in human stools. It was found in this
study that the case group had a lower energy consumption than recommended, and that both
groups had a higher intake of saturated fats and less fiber. For determining the nutritional status
of the two groups presented above average reference indicating excess body fat. Regarding the
determination of the intestinal microbiota of the study population, there was a statistically
significant difference between the mean of microorganisms of Mollicutes class between the case
and control groups. And it was detected a statistically significant positive association between
the presence of Mollicutes and obese women (OR = 11.5, CI = 2.42 to 55.4). Regarding the
analysis about the participation of phylos Firmicutes and Bacteroidetes, and total bacteria in the
microbiota of the study population, no statistically significant differences observed for the
microbial amount among women of the case and control group. However, there was a higher
proportion of Firmicutes / Bacteroidetes the gut microbiota of obese women compared to the
control group normal weight women. Analysis of the results provide important evidence about
the participation of almost unknown Mollicutes class in the gut microbiota of the population
studied, as well as changes and interactions in intestinal microbiota can define subsets of
individuals with different metabolic risk profiles and thus contribute to investigation of the
heterogeneity associated phenotypes related to adiposity.

Keywords: Obesity. Gut microbiota. Mollicutes. gPCR.
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1 INTRODUGCAO

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2002)
como o excesso de gordura corporal acumulada no tecido adiposo com implicacdes
para a saude. Algumas estimativas globais recentes indicam que em 2013, mais de
600 milhdes da populacdo mundial adulta (com 18 anos ou mais) eram obesos com
11% dos homens e 15% das mulheres (MARIE, 2014). No Brasil, em 2014 estimou-
se que na populacao adulta (20 anos ou mais), 10,5 milh6es sdo obesos com 12,4%
dos homens e 16,9% das mulheres (IBGE, 2014). Nesse contexto, atualmente a
obesidade esté entre os maiores problemas de saude publica e distarbio da nutricao.
A obesidade é considerada atualmente uma epidemia (BACON; APHRAMOR, 2011;
OLSHANSKY et al, 2005;). As alteracdes nos padrbes dietéticos e nutricionais da
populacao brasileira tém sido analisadas no processo da transi¢cao nutricional (KAC;
VELASQUEZ-MELENDEZ, 2003).

Neste processo, verificou-se que ocorreu inversao nos padrdes de distribuicdo
das alteracbes nutricionais. A alta incidéncia de sobrepeso e obesidade na
populacdo implica no aumento da ocorréncia de doencas cardiovasculares, cancer,
diabetes mellitus e hipertenséo arterial (AMUNA; ZOTOR, 2008; ARAI et al., 2009;
DUNCAN et al.,, 1993; GIGANTE et al, 1997; JIRTLE; SKINNER, 2007; KAC;
VELASQUEZ-MELENDEZ, 2003; LESSA, 1998; MONDINI; MONTEIRO, 1998;
POPKIN et al, 2006). Na obesidade, ocorre basicamente o balanco energético
positivo cuja patogénese ndo estd completamente elucidada, estando associada a
fatores comportamentais, culturais e bioldgicos. A regulacéo do balanco energético e
do estoque de energia corporal sédo influenciados pela susceptibilidade individual e
seu contexto social e econdmico, demografico, cultural, educacional, ambiental e
familiar, além de fatores hormonais e de heranca genética (GORAN, 2000; VEIGA;
SICHIERI, 20086).

O mapa génico da obesidade humana estd constantemente em mudanca pela
identificagdo de novos genes e regibes cromossdmicas associadas com a
obesidade. As alteracdes do comportamento alimentar e os habitos sedentarios
indicam ser os principais fatores de interferéncia nos genes de susceptibilidade a

obesidade e consequentemente no aumento da obesidade mundial. E provavel,
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portanto, que a obesidade ocorra como a resultante de fatores poligénicos
complexos e um ambiente obesogénico (dieta e sedentarismo) (BAJZER; SEELEY,
2006; BOUCHARD, 2000; CANI et al., 2007; DERAM; VILLARES, 2009; DUNCAN et
al., 2008; TURNBAUGH et al., 2009).

A captacdo de energia pode justificar em parte o metabolismo de alguns
pacientes obesos que nao apresentam ingestao alimentar excessiva, sugerindo que
a microbiota intestinal pode predispor o individuo a obesidade (BACKHED, 2004).
Alguns estudos tém demonstrado que o desenvolvimento da obesidade em
humanos pode ser determinado pelas proporc¢des relativas de dois filos principais de
bactérias da microbiota intestinal humana, Bacteroidetes e Firmicutes, que diferem
consideravelmente entre individuos eutroficos e obesos (DUNCAN et al., 2008; LEY
et al., 2005, 2006; TENNYSON; FRIEDMAN, 2008). Estudos comparativos
mostraram que ratos obesos possuem significativamente niveis mais baixos de
micro-organismos do Filo Bacteroidetes e niveis mais elevados de Firmicutes. Este
altimo, estd associado com um aumento de absor¢cdo de energia da dieta
(BACKHED, 2004; CANI; DELZENNE, 2009; DIBAISE et al., 2012; LEY et al, 2005;
RAOULT, 2008; TURNBAUGH et al, 2006). Turnbaugh et al (2008) obtiveram
resultados semelhantes em ratos com obesidade induzida por dieta. Curiosamente,
embora as alteracdes nos niveis de Firmicutes e Bacteroidetes foram observadas
nos camundongos obesos por dieta induzida, a diferenca foi relacionada
principalmente as bactérias da classe dos Mollicutes.

As espécies do Filo Bacteriodetes pertencem a microbiota intestinal humana e
animal. Estas bactérias sdo bacilos ou cocobacilos gram-negativos, anaerébios
obrigatorios, heterotroficos, mesofilos, sacaroliticos, ndo formadores de esporos,
imoveis. Sao resistentes a bile, ndo produzem pigmentos. Tém como principais
produtos finais do metabolismo da glicose, os &cidos succinico e acético
(JOHANSSON; PETTERSON, 2002; MANILOFF, 2002). O Filo Firmicutes,
encontrado em maior propor¢do no trato gastrintestinal humano, sdo micro-
organismos Gram positivos na maioria. Na classificacdo atual o filo divide-se
tipicamente em trés classes: Bacilli - aerébios facultativos ou obrigatérios; Clostridia -
organismos anaerébios; e Erysipelotrichia. Mollicutes € a Unica classe do filo
Tenericutes, anteriormente classificada dentro do filo Firmicutes (BERGEY’s, 2009,
2010; LUDWIG; KLENK, 2001; RAZIN et al., 1998).
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Os estudos das interacbfes de Bacteroidetes e Firmicutes na microbiota
intestinal, e sua associagdo com a obesidade, tém aumentado. No entanto, a
participacdo dos Mollicutes € praticamente desconhecida. O género Mycoplasma, foi
introduzido em 1929 para designar micro-organismos, atualmente classificados
como membros da familia Mycoplasmataceae, ordem Mycoplasmatales, da classe
dos Mollicutes. (Mollis = mole; cutis = pele) (RAZIN, 1992). Os Mollicutes possuem
um genoma pequeno, sendo que algumas espécies apresentam o0 menor genoma
entre 0s procariotos e, em consequéncia, apresentam metabolismo reduzido
(MILES; NICHOLAS, 1998; NEIMARK, 1986; RAZIN; TULLY, 1983). Distinguem-se
de outros procariotos pela simplicidade celular, genoma e metabolismo reduzido. A
auséncia natural da parede celular confere resisténcia aos antibioticos beta-
lactamicos. Incluem-se as sulfas e rimfapicina respectivamente pela auséncia da
sintese de &cido félico e possuir uma polimerase diferente. Com aproximadamente
200 espécies, estes micro-organismos infectam humanos, animais, insetos e
plantas. Considerados em geral, como oportunistas por exceléncia, colonizam
“preferencialmente” a superficie de mucosas de mamiferos, mas tém potencial de
causar infeccbes sistémicas dependendo do hospedeiro. (DYBVIG, 1990; RAZIN;
YOGEV; NAQOT, 1998).



29

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

A prevaléncia da obesidade tem crescido rapidamente e representa um dos
principais desafios de saude publica neste século. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima que pelo menos 2,8 milhdes de pessoas morrem em decorréncia da
obesidade (IMC = 30 kg/m?). A prevaléncia mundial quase duplicou entre 1980 e
2008, com uma transicdo de 5% dos homens e 8% das mulheres em 1980, para
10% dos homens e 14% das mulheres (WHO, 2014). A obesidade pode ser definida
como o grau de armazenamento de gordura no organismo associada ao ganho
excessivo de peso corporal total. E, portanto, considerada uma doenca cronica,
podendo acarretar em consequéncias para a saude, devido as suas relacdes com
diversas complicacdes metabolicas (MS, 2006).

A pesquisa dos Orcamentos Familiares (POF; IBGE, 2010) nos ultimos seis
anos indicou que a frequéncia de pessoas com excesso de peso aumentou em mais
de um ponto percentual ao ano. Desta maneira, em dez anos, 0 excesso de peso
poderia alcancar dois tercos da populacdo adulta do Brasil, magnitude idéntica a
encontrada na populagéo dos Estados Unidos. Estimativas de inquéritos nacionais e
internacionais das Ultimas décadas indicam que a obesidade em 2025, alcance 40%
da populacéo nos EUA, 30%, na Inglaterra, e 20%, no Brasil (HU, 2008).

O excesso de peso e a obesidade na populacédo expressam essencialmente
o desequilibrio entre ingestdo e utilizacdo de calorias. A justificativa estd na
mudanca dos padrdes de alimentacdo e de atividade fisica. Em 2002-2003, revelou-
se tendéncia crescente de substituicdo de alimentos basicos e tradicionais na dieta
brasileira (como arroz, feijdo e hortalicas) por bebidas e alimentos industrializados
(como refrigerantes, biscoitos, carnes processadas e comida pronta). Caracteriza-se,
portanto, o aumento na densidade energética das refeicdbes e padrdes de
alimentacdo capazes de comprometer a auto-regulacdo do balanco energético dos
individuos e aumentar o risco de obesidade (LEVY-COSTA et al., 2005).

Além disto, em consequéncia a obesidade tem sido observado aumento
consideravel da prevaléncia de doencas crénicas néo transmissiveis, como doencas

cardiovasculares, cancer, diabetes mellitus e hipertenséo arterial. Pelo longo tempo
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de evolucdo destas doencas ocorrem lesdes irreversiveis de intensidade variada
resultando no aumento de incapacidade ou 6bito vém ocupando um maior espaco
no perfil de morbimortalidade de populacfes latino americanas (DUNCAN et al., 1993;
LESSA, 1998). Em importante estudo, entre 1958 e 1951, envolvendo cinco mil
individuos de 35 a 75 anos por periodo de até 44 anos a obesidade (IMC > 30Kg/m?)
foi independentemente associada ao maior risco para hipertensdo (mulheres:
RR=2,6, IC95% 2,2-3,1), diabetes tipo 2 (mulheres: RR=1,4 IC95% 1-1,8) e doenca
cardiovascular mulheres: RR=1,4, IC95% 1,1-1,7) (WILSON et al., 2002). Os ganhos
na diminuicdo das taxas de tabagismo ao longo do século XX e as expectativas no
aumento de tempo de vida podem ser neutralizadas pelas prespectivas do aumento
da obesidade (STEWART et al., 2009). Especialmente em paises em
desenvolvimento como o Brasil, o custo anual para o Sistema Unico de Saude, para
atender as doencas relacionadas ao sobrepeso é estimado em US$ 20.152.102.171
(BAHIA et al., 2012).

O ganho de peso, ocorre pela menor utilizacdo de gordura como fonte de
energia do que oxidar carboidratos elevando o coeficiente respiratorio, obtido
através da razdo entre a producdo de gas carbonico, resultante da oxidacdo de
carboidratos, e o consumo de oxigénio determinado através de calorimetria (MARRA
et al, 2004). Seis lesbes monogénicas principais produzem desordens enddcrinas
gue resultam na obesidade: Deficiéncia congénita de Leptina, defeitos no receptor
de Leptina, deficiéncia no pré-hormbnio convertase 1(PC1), deficiéncia em pré-6pio-
melanocortina (POMC), defeitos no receptor da Melanocortina 4 (MC4R) e defeitos
no Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma (PPAR). O controle da
ingestdo alimentar, a curto prazo, € controlado principalmente por vias de
sinalizacdo que emanam do trato gastrintestinal, incluindo o peptideo orexigenico,
grelina, que ativa os sinais de fome, e o0s peptideos anorexigénicos
colecistoquinina (CCK), peptideo similar ao glucagon 1- glucagon-like peptide 1
(GLP-1), e peptideo tirosina-tirosina (PYY) que geram sinais de saciedade. Para o
controle da ingestdo a longo prazo, parecem ser primordiais 0s sinais que emanam a
partir do tecido adiposo (leptina) e pancreas (insulina) liberados em resposta a
ingestao de alimentos e depdsitos de gordura corporal (KONTUREK et al., 2004).

Tem sido amplamente documentado na literatura o reganho de peso

sucessivo as dietas, pois, sabe-se que cerca de um a dois tercos do peso perdido
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tendem a ser recuperados no ano seguinte, sendo a recuperacao quase total ao final
de cinco anos (GOODRICK et al., 1996). A partir disso, tem sido questionado o
efeito das dietas restritivas sobre a biologia humana e sua contribuicdo para tornar a
obesidade uma condicdo que possivelmente se autoperpetua e se agrava de
maneira progressiva. Diversos trabalhos mostram que a ciclagem de peso (ou "efeito
sanfona”) pode aumentar a suscetibilidade para o ganho de massa corporal no
futuro (KORKEILA et al.,1999; NEUMARK-SZTAINER et al., 2006, 2007).

2.2 Microbiota Intestinal

2.2.1 Microbiota intestinal: uma peca chave na saude e na doenca

Nas décadas passadas, acreditava-se que todos o0s micro-organismos da
microbiota possuiam potencial de causar infeccfes. O estudo da interacdo entre
micro-organismos e o desenvolvimento de enfermidades € um tema crescente na
justificativa de certas doencas (DETHLEFSEN et al., 2007). O termo microbiota
refere-se ao conjunto de micro-organismos no hospedeiro sadio e o termo
microbioma, é o conjunto de genes microbianos (BACKHED, 2004; LANGA, 2006;
VRIEZE, 2010). O estudo da diversidade e distribuicdo da microbiota e sua interacéo
com hospedeiro tem contribuido na justificativa de algumas doencas (LEY et al.,
2008; VENTURA et al., 2008). A microbiota do trato gastrintestinal humano é o
ecossistema mais complexo, constituido por diversas espécies de micro-organismos.
As bactérias constituem o grupo com maior diversidade e abundancia. Assim como o
genoma de cada individuo € uma impressao digital, a composicdo da microbiota
intestinal também parece ser (LEY et al., 2006; RAJILIC-STOJANOVIC; SMIDT; DE
VOS, 2007; XU; GORDON, 2003).

O comensalismo e a simbiose bacteriana refletem uma “corrida dindmica”,
que se inicia no encontro da bactéria com o hospedeiro vulneravel e prossegue com
respostas adaptativas entre os dois organismos. Em alguns casos, a coevolugao
atenua a viruléncia e conduz a uma coexisténcia pacifica com ou sem franca
codependéncia. Em outras circunstancias, a relagdo patogénica € mantida por meio
da superacdo dos mecanismos de defesas inatas ou adaptativas do hospedeiro
pelas bactérias (GORDON; HOOPER, 2001). Estima-se que a microbiota intestinal &

composta por mais de 1000 espécies bacterianas. O numero de células microbianas
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no limen intestinal € de 10 vezes maior que as ceélulas eucaridticas do organismo,
representando em torno de 1 kg de peso corporal (SCARPELLINI, 2010). Além
disso, o microbioma é 100 vezes maior que o0 genoma humano, podendo-se assim,
considerar a microbiota intestinal como um Orgdo virtual exteriorizado,
metabolicamente adaptavel e flexivel, além de rapidamente renovavel, o que
contribui para metabolismo e desempenha importante papel na obtencéo de energia
da dieta (FRANCOIS-PIERRE, 2009).

A microbiota intestinal € crucial para a vida humana com impacto na fisiologia
e na nutricdo do hospedeiro (HATTORI; TAYLOR, 2008). Considera-se que
humanos s&o “superorganismos”, com metabolismo mediado pelos atributos
humanos e microbianos (GILL et al., 2006). O conceito de “superorganismo”
representa importante mudanca de paradigma no entendimento da biologia humana
e pode ter impacto expressivo na prevencao e na terapia de doencas no futuro
(NICHOLSON, 2006).

2.2.2 Colonizacédo e composicado da microbiota intestinal

O trato gastrintestinal fetal € considerado praticamente estéril. No nascimento
€ rapidamente colonizado por micro-organismos da mae e do ambiente hospitalar
(PALMER et al., 2007). Sugere-se que de trés a quatro semanas ap0s o0 nascimento,
a microbiota intestinal comeca a se estabilizar, aumentando gradualmente a sua
complexidade. Apés um ano, assemelha-se a microbiota de um adulto (MACKIE et
al., 1999; PALMER et al., 2007; SCHELE et al., 2013). Contrapondo-se a percepg¢ao
da auséncia de micro-organismos no feto, demonstrou-se a presenca de DNA
bacteriano na placenta e no corddo umbilical (JIMENEZ et al., 2005; SATOKARI et
al., 2009). Além disso, a identificacdo de algumas bactérias no meconio explica a
origem dos primeiros micro-organismos colonizadores do intestino, antes mesmo do
nascimento, possivelmente como um mecanismo adaptativo para o desenvolvimento
do intestino fetal fora do organismo materno (JIMENEZ et al., 2008).

Os micro-organismos presentes no trato gastrintestinal podem ser autoctones
ou aléctones. Linhagens autoctones tém longa associacdo com o hospedeiro e
formam uma populacdo estavel de tamanho caracteristico em uma regido do
intestino. Os organismos aléctones sdo adquiridos principalmente através dos

alimentos ingeridos e do ecossistema oral. E dificil determinar se um organismo é
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um autéctone verdadeiro. Contudo, as bactérias al6ctones ndo persistem no
ecossistema e sdo detectdveis apenas por um periodo limitado (GORDON;
HOOPER, 2001; LEY et al., 2006; WALTER, 2008).

Os micro-organismos sdo encontrados em todo o trato gastrintestinal, no
entanto, as mudancas nas condi¢Bes fisiolégicas implicam diferencas na
composicdo de micro-organismos nos diversos locais. No trato gastrintestinal
inferior, o fluxo do conteddo torna-se mais lento e o ambiente contém menos
substancias antimicrobianas, favorecendo a colonizacdo microbiana e o
estabelecimento de maior densidade de micro-organismos (QIN et al.,, 2010;
ZOETENDAL et al., 2006). A partir da cavidade oral ao anus, tem sido observado o
aumento da densidade microbiana no jejuno/ ileo e no intestino grosso, em
comparacdo com o estdbmago e duodeno. O colon refere-se a um ecossistema
complexo, com ampla diversidade microbiana e presenca de diversos géneros
bacterianos. O pH neutro e a abundancia relativa de nutrientes, como 0s
carboidratos ndo digeriveis e outros componentes alimentares que escapam do
processo digestivo, tornam o célon um ambiente favoravel a proliferacdo microbiana.
O célon é a regido do TGI que apresenta maior densidade microbiana, podendo
alcangar 10*UFC.g?. Dados tem mostrado que cada individuo carrega mais de
1000 filotipos, que representam mais de 7000 linhagens (AZAD et al.,, 2013;
ECKBURG et al., 2005; FRANK et al., 2007; HOLZAPFEL, 2006; KLEEREBEZEM,;
VAUGHAN, 2009; LEY et al., 2008; QUIGLEY, 2013; ZOETENDAL et al., 2006).

Aproximadamente 99% dos genes identificados por metagenoma do intestino
humano sdo bacterianos. Na maioria dos individuos, cerca de 90% dos filos sé@o
Firmicutes e Bacteroidetes, seguidos por Actinobacterias (familia Bifidobacteriaceae)
e Proteobacterias (familia Enterobacteriaceae). O filo mais abundante, refere-se ao
Firmicutes, apresentando como principais integrantes as classes Bacilli, Clostridia e
Molicutes; e dos Bacteroidetes as classes Bacteroides, Flavobacteria e
Sphingobacterias. Os filos Actinobacterias e Proteobacterias se apresentam em
menor propor¢cdo (ARUMUGAM et al., 2011; DE FILIPPO et al, 2010;
HUTTENHOWER et al., 2012; QIN et al., 2010; QUIGLEY, 2013; VILLANUEVA-
MILLAN et al., 2015; VRIEZE, 2010; ZOETENDAL et al., 2006).
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2.2.3 Fatores que influenciam a composi¢cao da microbiota intestinal

A microbiota do TGl humano € uma comunidade complexa, cuja composi¢ao
€ inconstante, diferindo inter e intra-individualmente, definida por uma série de
fatores como genética do hospedeiro, alimentacdo, sucessao bacteriana, funcéo
imune e estado de saude (LEY et al., 2008; EVERARD et al., 2011; 2014).

2.2.3.1 Fases da vida

A diversidade bacteriana no intestino infantil é inicialmente muito baixa até os
dois anos ao contrario da microbiota de adulto (GAREAU et al., 2010; HAJELA et al.,
2015). A baixa diversidade de bactérias na primeira infancia inibe a maturacéo
regular da microbiota intestinal e maturacdo tardia da mucosa do sistema
imunoldgico, implicando em riscos do aumento da resposta imune, assim como
doencas alérgicas. Neste contexto envolve o desenvolvimento da tolerancia oral e a
susceptibilidade da crianca a alergias e inflamacdo. A microbiota sofre, portanto,
mudancas substanciais nos extremos da vida, essas ramifica¢des ainda estdo sendo
exploradas (AURELI et al., 2011; HAJELA et al., 2015; SHERIDAN et al., 2014;
SMITH et al., 2013).

2.2.3.2 Tipo de parto

A microbiota maternal é uma fonte de micro-organismos para a colonizacao do
TGI do recém-nascido. As bactérias residentes no canal vaginal e na regidao perineal
também ganham acesso ao TGl de recém-nascidos (BRY et al., 1996; MACKIE et
al., 1999). Ocorrem diferencas entre o microbioma de um bebé recém-nascido por
parto normal em comparacdo ao bebé recém-nascido por parto cesarea. No parto
vaginal o bebé é colonizado por bactérias vaginais e fecais maternas, cujas
composicdo microbiana reflete a microbiota intestinal materna composta
predominantemente pelos géneros Lactobacillus, Prevotella, Atopobium e Sneathia.
As amostras fecais de bebés nascidos de parto cesariana apresentaram géneros
tipicos de microbiota da pele e do ambiente hospitalar, predominantemente
Staphylococcus e C. difficile. Estes bebés também apresentaram niveis
significativamente mais baixos de Bifidobacterium e diversidade bacteriana menor do
que os bebés nascidos por parto normal. Estas diferencas podem justificar o

aumento do risco de doencas especificas em bebés recém-nascidos por parto
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cesariana a longo prazo (AZAD, et al., 2013; BELLO et al., 2010; COLLADO et al.,
2012; DOMINGUEZ- PENDERS et al., 2006; PRINCE et al., 2014).

As diferencas no processo de colonizagcdo intestinal decorrentes do tipo de
parto poderiam refletir-se no desenvolvimento do sistema imunoldgico, visto que 0s
micro-organismos gastrintestinais influenciam esse processo por meio do envio de
importantes sinais regulatorios necessarios para o desenvolvimento da adequada
tolerancia ao ambiente (BIASUCCI et al.,, 2008, CARDWELL et al., 2008;
DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010; KOENIG et al., 2011; MORELLI et al., 2008;
RENZ-POLSTER et al., 2005).

2.2.3.3 Tipo de aleitamento

O leite materno humano € considerado um dos principais fatores da iniciacao e
no desenvolvimento da microbiota do neonato, uma vez que contém substratos
(prebidticos) para estimular o crescimento bacteriano e também é fonte de micro-
organismos. Estima-se que o consumo de 800 ml de leite materno por dia
proporcione 1 x 10° a 1 x 107 micro-organismos comensais durante a amamentagao
(MARTIN et al., 2004). Desta maneira, a contagem de Bifidobacterium aumenta
drasticamente. Lactobacillus e Bacteroides aumentam em menor proporgdo e
enterobactérias e enterococos diminuem. Espécies de Bifidobacterium
correspondem de 80% a 90% do total dos componentes da microbiota fecal infantil
presentes em bebés amamentados por leite materno. Ja em recém-nascidos
alimentados com formulas infantis, a microbiota tem demonstrado ser muito mais
complexa, sendo composta por Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium e
Streptococcus (ADLERBERTH; WOLD, 2009; CUMMINS; THOMPSON, 1997; DE
SANTA BARBARA et al., 2003; DONOVAN; ODIE, 1994; DONOVAN, 2006; MACKIE
et al.,, 1999; MARQUES et al.,, 2010; MCCRACKEN; LORENZ, 2001; PALMER,
2011; POROYKO et al., 2010).

2.2.3.4 Uso de antibiotico

A eventual antibioticoterapia interfere também no equilibrio da microbiota. A
disbiose (alteracdo da microbiota) depende de fatores como espectro de acdo da
droga; idade e dieta do individuo; dosagem e duracdo do tratamento; via de

administracdo; propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas além de grau de
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resisténcia da comunidade (LEY, 2000; SULLIVAN et al., 2001). A selecdo de
bactérias resistentes a drogas pela antibioticoterapia € um problema mundial. Os
genes de resisténcia passam para diversos géneros bacterianos no intestino. A
aquisicdo de genes de resisténcia confere beneficios a determinada espécie
bacteriana diante da pressdo seletiva exercida pelo antibidtico. Quando essa
pressao seletiva € suspensa, a cepa resistente apresenta menor desempenho em
comparacao com a espécie susceptivel. No entanto, esse clone menos competitivo
pode compensar essa perda de desempenho pela aquisicdo de mutacdes
compensatorias (JERNBERG et al.,, 2010). No intestino, os antibioticos, além de
selecionarem bactérias resistentes, também aumentam o ndmero de transferéncias
do pool de genes de células resistentes (DETHJEFSEN et al., 2008; KARAMI et al.,
2007; YANG et al., 2009).

2.2.3.5 Dieta

Muitos estudos tem sido realizados no intuito de compreender a relacéo entre o
consumo alimentar e a composicdo da microbiota intestinal, principalmente no
sentido de uma dieta ocidentalizada baseada em alimentos ricos em carboidratos
simples, lipidios e proteinas de origem animal, sal e poucos alimentos in natura,
como frutas e hortalicas ao comparar se com a dietas dos nossos antepassados,
caracterizada pelo consumo de grandes quantidades de amido, fibras e
polissacaridos vegetais, além de pequenas quantidades de gordura e proteina
animal. Em modelos murinos de obesidade induzida por padrdo de dieta ocidental,
no qual animais geneticamente idénticos que herdaram microbiotas semelhantes, a
relacdo entre dieta e representantes microbianos é dindmica e ajustavel, impactando
a capacidade da microbiota de promover a adiposidade no hospedeiro (CARMODY
et al., 2015; DAVID et al., 2014; DE FILIPPO et al., 2010; FLEISSNER et al., 2010;
HILDEBRANDT et al., 2009; LEY et al., 2008; MENDONCA; ANJOS, 2004; WALKER
et al, 2011; WONG et al., 2012; WU et al., 2011).

Uma vez que a microbiota foi estabelecida nestes primeiros anos, observa-se
um aumento na composi¢do microbiana, tanto na diversidade quanto na riqueza,
atingindo a mais alta complexidade em adultos, com varias centenas de filotipos e
niveis de espécie. Cada individuo humano atinge um climax de composi¢édo

homeostéatico, o que provavelmente permanece relativamente estavel durante a



37

maior parte da vida de um adulto saudével. Nas fases tardias da vida, a composi¢céo
da microbiota torna-se novamente menos diversificada e mais dinamica,
caracterizada por uma maior propor¢cdo de Bacteroidetes para Firmicutes, aumento
de Proteobacteria, e diminuicdo da Bifidobacterium (MACKIE, 1999; OTTMAN et al.,
2012; RAUTAVA et al., 2012; VILLANUEVA-MILLAN et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1 — Fatores envolvidos no estabelecimento da microbiota humana ao longo

da vida
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Adaptado de M.J. Villanueva-Millan et al., 2015.
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2.2.4 Microbiota intestinal e a fisiologia do hospedeiro

O intestino representa a interface natural entre microbiota intestinal e o
hospedeiro, sendo a mucosa intestinal, a localizacdo principal para a interacdo de
micro-organismos e antigenos com o hospedeiro, por meio de intenso cross-talk
(KINROSS et al.,, 2011). Os achados de estudos clinicos e experimentais tém
evidenciado que a interagdo microbiota/hospedeiro pode influenciar favoravelmente
a saude do hospedeiro de diversas maneiras. Até agora, as principais funcdes
conhecidas da microbiota podem ser classificadas em quatro grupos: metabdlica
(nutricdo e digestdo), protecdo (protecdo contra agentes patogénicos,
imunomodulagdo), trofica (controle da proliferacdo de células epiteliais e

diferenciacéo) e regulacdo da adiposidade.

2.2.4.1 Nutricdo e Metabolismo

A microbiota intestinal € um importante fator que afeta a extracéo de energia a
partir da dieta e do armazenamento de energia no hospedeiro. A fim de realizar
estas funcdes, as enzimas metabdlicas da microbiota intestinal como as glicosidases
e polissacaridases tém a capacidade de extrair energia a partir de nutrientes
inacessiveis, uma vez que estas enzimas sdo capazes de clivar ligacdes glicosidicas
presentes em alguns polissacarideos de plantas e fibras dietéticas (BACKHED et al.,
2004, 2005; GUARNER; MALAGELADA, 2003). Os polissacarideos nédo digeriveis,
como a oligofrutose (inulina), sdo metabolizados pela microbiota colbnica em
oligossacarideos e monossacarideos e entdo fermentados a acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), particularmente acetato, propionato e butirato. Estes AGCC
sao rapidamente absorvidos. O Butirato fornece energia para o metabolismo celular,
enquanto acetato e propionato seguem para a corrente sanguinea, sendo
transportados para o figado e érgaos periféricos, onde podem atuar como substratos
para a gliconeogénese e lipogénese (SHEN et al., 2013; ZAIBI et al., 2010).

A microbiota intestinal também induz a expressdo do peptideo YY (PYY)
anorexigénico, que geram sinais de saciedade, através de um mecanismo
dependente do receptor GPR41. Assim, a producdo de AGCC pela microbiota
intestinal estd associada com um aumento na saciedade e uma reducao na ingestao
de alimentos no hospedeiro, o qual, por sua vez, controla o ganho de peso corporal
(CLUNY et al., 2015; SHEN et al., 2013; ZAIBI et al., 2010). Outros mecanismos
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pelos quais as bactérias do intestino podem influenciar metabolismo do colesterol
sdo induzidos através de Fasting Induced Adipocyte Factor (FIAF) que ¢é
seletivamente suprimida no epitélio intestinal pela microbiota intestinal (MARTINEZ
et al., 2009).

Também tem sido relatado o envolvimento da microbiota intestinal na
metabolizacdo de polifendis que contribuem para o seu potencial antioxidante e
acOes benéficas, além de sintese de algumas vitaminas, como B12 e K, além da
inducdo da expressdo do receptor de vitamina D pelos AGCC, aumentando a sua
absorcdo e regulando o metabolismo do calcio (BRENCHLEY; DOUEK, 2012;
GUARNER; MALAGELADA, 2003; KIM et al., 1998; MANACH; DONOVAN, 2004,
RESTA, 2009; SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). Finalmente, a microbiota intestinal
também é capaz de executar uma série de biotransformacfes em xenobioticos,
como drogas e seus metabolitos, em formas que podem afetar sua absorcédo e
biodisponibilidade (WILSON; NICHOLSON, 2009). Neste contexto, tem sido
demonstrado que a microbiota intestinal metaboliza téxicos e compostos

potencialmente cancerigenos, tais como pirolisatos (BRENCHLEY; DOUEK, 2012).

2.2.4.2 Protecao

Tem sido observado, que a auséncia da microbiota intestinal torna o organismo
suscetivel a infeccdo. Alguns dos mecanismos envolvidos nessas acfes protetoras
incluem competicdo direta de nutrientes limitados e a modulagdo de respostas
imunolégicas no hospedeiro (GUARNER; MALAGELADA, 2003; KAMADA et al.,
2013; SEKIROV et al., 2010).

2.2.4.2.1 Competicao direta de nutrientes

Véarios mecanismos tém sido implicados na resisténcia a coloniza¢ao do trato
gastrintestinal por patégenos. A camada de muco intestinal € capaz de manter
mutualismos mantendo as bactérias no compartimento e restringindo estimulacao
imunoldgica ostensiva. O hospedeiro fornece ativamente 0s nutrientes que a
microbiota precisa, e a microbiota indica a quantidade de nutrientes que sao
necessarios para o hospedeiro. Esta relacdo impede superproducédo indesejada do
nutriente, o que favoreceria a intrusdo de micro-organismos competitivos com

potencial de patogenicidade. Finalmente, as bactérias podem inibir o crescimento
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dos seus concorrentes, produzindo peptideos antimicrobianos ou proteinas
conhecidas como bacteriocinas que sao sintetizadas em ribossomos (GUARNER,;
MALAGELADA, 2003; MONTALTO et al.,, 2009; PURCHIARONI et al.,, 2013;
SEKIROV et al., 2010).

2.2.4.2.2. Imunomodulacao

As interacfes entre micro-organismos e ceélulas epiteliais e imunes baseiam-se
no reconhecimento de padrbes moleculares associados a micro-organismos
(MAMPSs), sendo mediado por receptores de reconhecimento padréo, representados
pelos receptores do tipo toll (TLR) encontrados na superficie de células epiteliais e
imunes e pelos receptores de dominio de digomerizacao de ligacdo de nucleotideos
(NOD), que se encontram no citoplasma. Esses receptores desempenham um
importante papel na génese e na modulacdo da resposta inflamatéria (FRANCHI et
al., 2009; MARANDUBA et al., 2014; MONTALTO et al., 2009; PURCHIARONI et al.,
2013).

A interacdo funcional entre microbiota intestinal e sistema imunoldgico inicia-
se com a promocao de um ambiente anti-inflamatoério pelas bactérias (Figura 2). Em
um contexto simbiético, MAMPs estimulam continuamente através das IECs (células
epiteliais intestinais) a secrecdo das proteinas antimicrobianas intestinais, REG//ly,
para o lumen, além de linfopoietina estromal timica (TSLP), IL-33, IL-25, e o fator de
crescimento tumoral-B (TGF-B), sob o epitélio. Esses mediadores imunolégicos
induzem o desenvolvimento de macréfagos tolerogénicos e células dendriticas
(DCs) tolerogénicas (KAMADA et al., 2013; MAYNARD et al., 2012).

Células Dendriticas (DCs) tolerogénicas produzem TGF-B e &cido retindico
(RA), que estimulam o desenvolvimento de Células T regulatérias (Treg). Assim,
através das células Treg (que utilizam diversos mecanismos de regulacéo),
macrofagos (que produzem IL-10), e DCs tolerogéncicos, o sistema imunoldgico
intestinal é capaz de estabelecer e manter um ambiente anti-inflamatério. Além dos
papéis reguladores essenciais de TGF-B, esta citocina tem sido associada com
outras substancias derivadas do epitélio, tais como fator de ativagdo de células B
(FABF) e ligante indutor de proliferacdo (APRILL), com o intuito de induzir o
desenvolvimento de células produtoras de IgA (plasmécitos) (FAGARASAN et al.,

2010). Esta imunoglobulina é capaz de prevenir a ligagdo de bactérias comensais no
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epitélio do hospedeiro estando, portanto, envolvida na formagdo da microbiota
intestinal (MACPHERSON et al., 2012).

Além disto, tem sido relatada que a producdo de alguns tipos de peptideos
antimicrobianos bacterianos (AMPs), como a secrecdo das proteinas
antimicrobianas intestinais, REG//ly, REGIIIB e angiogenina-4, € influenciada pela
micro-organismos comensais via TLR / MyD88 (FRANCHI et al.,, 2009; GOTO,;
IVANOV, 2013; VAN VLIET et al., 2010). Desse modo, verifica-se que no intestino
humano saudavel a microbiota promove constante exposicdo de ligantes aos TLR,
garantindo a ativacdo basal continua de vias de sinalizacdo, resultando em
inflamacédo fisiologica de baixa intensidade. Além disso, micro-organismos
comensais também sao capazes de suprimir respostas inflamatérias intensas (VAN
VLIET et al., 2010).
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Figura 2 — Interagdo funcional entre a microbiota intestinal humana e o sistema
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2.2.4.3 Funcéao Trofica

A microbiota intestinal desempenha fun¢des tréficas, modulando a proliferacao
e diferenciacdo de células epiteliais do colon através dos AGCC produzidos na
fermentacdo de hidratos de carbono nao digeriveis. Neste contexto, o butirato é
considerado o AGCC com maior efeito, pois promove o crescimento e o turnover das
células epiteliais, acelerando a maturacdo intestinal da mucosa durante o seu
desenvolvimento ou para induzir seu reparo apés uma lesdo. O butirato é capaz de
aumentar proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo além de reduzir apoptose de
enterocitos normais no intestino delgado através de sua influéncia sobre a
expressao de genes e a sintese de proteinas (GUILLOTEAU et al., 2010; HAMER et
al., 2008).

O butirato parece exercer um efeito trofico em células epiteliais do ileo e do
jejuno através de um mecanismo de neuro-hormonal, sugerindo um efeito indireto.
No célon, a auséncia de butirato induziu apoptose massiva nos colondécitos, podendo
ser explicado pelo fato de que o butirato € a fonte principal de energia para estas
células além de estimular a liberacdo de péptidos gastrointestinais e/ou fatores de
crescimento que desempenham um papel fundamental na proliferagdo celular
(GUILLOTEAU et al., 2010; HAMER et al., 2008).

2.2.4.4 Regulacéo da adiposidade

Tem sido evidenciado que a microbiota intestinal influéncia a adiposidade do
hospedeiro. A primeira evidéncia do papel da microbiota intestinal na regulacdo da
homeostase energética e adiposidade do hospedeiro foi demonstrada por Backhed
et al. (2004), em estudo que foi demonstrado que ratos germ-free apresentavam
menor conteudo de gordura corporal do que ratos convencionais, mesmo ao
consumirem a mesma quantidade de alimentos. Diferentes mecanismos tém sido
propostos para explicar a relacdo entre microbiota intestinal e a adiposidade. Assim,
dependendo da sua composi¢cao, a microbiota pode aumentar a extracdo energética
da dieta a partir de polissacarideos ndo digeriveis, com menor contetudo de energia
disponivel nas fezes, além de maiores niveis de AGCC no intestino. Propbe-se,
ainda, que a microbiota intestinal seja capaz de induzir a regulacdo de genes do

hospedeiro, que modulam o metabolismo energético (MUSSO et al., 2011).
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2.2.5 Microbiota intestinal e disbiose

Em condi¢des saudaveis, existe um equilibrio entre todos os micro-organismos
presentes no intestino, estando as bactérias benéficas, em maior quantidade
(eubiose). Entretanto, pode ocorrer desequilibrio na microbiota com consequente
predominio das bactérias potencialmente patogénicas sobre as benéficas. Esse
desequilibrio € definido como disbiose e pode comprometer a saide do hospedeiro,
uma vez que se associa a patogénese de varias doencas (HAWRELAK; MYERS,
2004).

O uso de antibidticos, anti-inflamatorios hormonais e ndo hormonais; abuso de
laxantes; consumo excessivo de alimentos processados, baixo consumo de
alimentos crus; excessiva exposi¢cdo a toxinas ambientais incluindo alguns metais
pesados; doencas consumptivas, como cancer e sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS); disfuncdes hepatopancredticas; estresse; diverticulos; idade;
tempo de transito e pH intestinal; disponibilidade de material fermentavel; estado
imunologico do hospedeiro e infeccbes sao fatores importantes para promover
alteracdo da microbiota acarretando em disbiose intestinal e consequentemente
modificando  varias  fungdes do TGl inclundo a  digestdo, a
biodisponibilidade/absorcao, eliminacdo, desintoxicagdo e funcdo imunoldgica
(ALMEIDA et al., 2009; HAWRELA; MYERS, 2004; SEARS; GENUIS, 2012).

Em um contexto de disbiose (Figura 2), a presenca de agentes patogénicos
pode perturbar a regulacdo do ambiente anti-inflamatério. Quando patégenos
entéricos superam as bactérias comensais, o0 desequilibrio entre comensais e
bactérias patogénicas provoca uma liberacao significativa de MAMPs. Este aumento
pode induzir IECs, DCs e macrofagos ativados, a secretar citocinas inflamatérias
como a IL-1B, IL-6, IL-12, e IL-23. Estas citocinas estimulam o desenvolvimento de
células CD4+, T auxiliares (T helper - TH1) e células TH17 (produzem IL-17A, IL-
17F, e IL-22), resultando na inflamagéao crénica (MAYNARD et al., 2012).

Na vigéncia da disbiose intestinal, pode ocorrer perda de funcdes importantes
da microbiota do hospedeiro. As alteragbes qualitativas e quantitativas na microbiota
intestinal, além das alteracbes nas atividades metabdlicas e na distribuicdo dos
micro-organismos ao longo do intestino, associam-se a diversas condi¢cles, tais

como: diarreias, déficits nutricionais, doenca celiaca, cancer colorretal, doencas
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inflamatorias intestinais, sindrome do célon irrithvel e supercrescimento bacteriano
(ALMEIDA et al., 2009; HAWRELAK; MYERS, 2004).

A disbiose pode provocar aumento da permeabilidade intestinal, alterando uma
importante funcdo da mucosa intestinal que € a atividade de barreira. Assim,
moléculas antigénicas ou toxicas e micro-organismos nocivos podem se translocar
através da barreira, promovendo a passagem destas substancias através da mucosa
epitelial para o sangue ou sistema linfatico gerando uma resposta inflamatoria
sistémica. A ligacao entre disbiose e desenvolvimento de doengas como obesidade,
diabetes e doencas cardiovasculares vem sendo explorada. A obesidade representa
uma das doencas mais estudadas associadas a perturbacdes na microbiota
intestinal, no entanto requer mais estudos (Figura 3) (ALMEIDA et al.,, 2009;
HAWRELAK; MYERS, 2004; KINROSS et al., 2011).
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Figura 3 — Doencas influenciadas pelo metabolismo microbiano intestinal.

Hipotese cérebro-intestino
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2. Humor: depressao, ansiedade

ASMA / ATOPIA

Hipétese da higiene:
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Alta regulacéo de células T reguladoras
apos a captura de antigenos por DCs
Bifidobacteria, Clostridia

Hipertensao/ doenca isquémica do coracao

DOENGA VASCULAR PERIFERICA
Resultado da sindrome metabélica
Deposigao de lipidios alterada /
metabolismo

CANCER DE COLON
Dieta rica em carne vermelha e gordura animal
Baixo AGCC/butirato
Altos niveis de gorduras fecal
Baixa absorgao de vitamina
7adesidroxilagio de bactérias:
Acido célico acido deoxicélico (co-cancerigeno)
Baixa em bactérias metabolizadoras de HaS

DOENCA BILIAR
Circulagao entero-hepética de bile alterada

Alteracao xenobiotica/ metabilismodedrogas . . oo v e il
Ex: Metabolismo de paracetamol: 1Pré-dose urinaria de
sulfato de p-cresol conduz & iurinéria apés a dose de
sulfato de acetaminofeno : paracetamol glucuronide.
Bacterianamente mediada a geracao de p-cresol e
sulfonagao competitiva do p-cresol diminui a capacidade
sistémica eficaz do sulfonato de paracetamol.

Obesidade/ Sindrome metabdlica
| Bacteroidetes e TActinobacteria em obesos .
Energia alterada / Metabolismo lipidico

Abundancia relativa maior de glicosideo hidrolases,
madulos de ligagao a hidratos de carbono,
glicosiltransferases, polissacédridases, e hidrato de carbono
esterases nos Bacteroidetes. Mediada por TLRs

Doenca Inflamatéria Intestinal
Hipotese da higiene T
Resposta imune alterada: sinalizacao TLR

Menor diversidade microbiana

Ativagdo das espécies especificas: por exemplo, Escherichia

Legenda — A variedade de doencgas sistémicas que sdo diretamente influenciadas pelo metabolismo
da microbiota intestinal e a sua influéncia sobre outras vias em mamiferos, tais como o sistema
imunitario inato, tem sido demonstradas. Especificamente em destaque incluem as vias metabdlicas
envolvidas com o metabolismo de drogas e a obesidade, que sédo diretamente influenciados pelo teor
microbiano intestinal. Ags: antigénios; C. bolteae: Clostridium Bolteae; DCs: células dendriticas;
AGCC: acidos graxos de cadeia curta; TLR: receptor Toll-like.

Adaptado de Kinross et al., 2011.
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2.2.6 Microbiota Intestinal e obesidade

A partir de 2004, mais um fator ambiental passou a ser apontado como
importante para o controle do peso e da homeostase energética: a microbiota
intestinal. As primeiras evidéncias da relagdo microbiota intestinal versus obesidade
foram constatadas em animais germ-free convencionalizados. Esses animais
demonstraram, que mesmo ao consumir uma menor quantidade de dieta e, portanto,
menos calorias em comparacao aos animais germ-free, apresentaram aumento da
quantidade de gordura corporal (BACKHED et al., 2004).

Especificamente, tem-se observado que a microbiota de ratos obesos tem uma
maior capacidade de extracdo de energia da dieta, e esta caracteristica pode ser
transmissivel através da colonizacdo de ratos germ-free com a microbiota fecal de
doadores obesos, resultando em um aumento significativamente maior no percentual
de gordura corporal total, com o intuito de armazenar os lipideos produzidos. Estes
estudos demonstraram que microbiota intestinal € um potencial fator de contribuicéo
adicional a fisiopatologia da obesidade (BACKHED et al., 2004; HARRIS et al., 2012;
LEY et al., 2005; TURNBAUGH et al., 2006).

A definicdo da alteragdo na composi¢cao da microbiota intestinal de obesos
ainda permanece controversa na literatura, tanto no que se refere a abordagem em
nivel de filo quanto de espécies em humanos (LYRA et al.,, 2010). Além destes
estudos realizados com animais germ-free, outros observaram associagbes
importantes entre obesidade e mudancas na composicdo da microbiota intestinal tal
como uma diversidade bacteriana reduzida (no filo e/ou outros niveis) e/ou
representacdo alterada de genes e vias metabdlicas bacterianas (DE LA SERRE et
al., 2010; LEY et al., 2006; TURNBAUGH et al., 2006).

Em geral, varios autores tém demonstrado associacdes entre obesidade e
mudancas na abundancia relativa dos dois filos bacterianos dominantes,
Bacteroidetes e Firmicutes. Mais especificamente, um aumento do filo Firmicutes e
uma diminui¢éo do filo Bacteroidetes em modelos de ratos obesos e pacientes tém
sido observado. Além disso, individuos magros e pessoas que perderam peso
apresentaram maior abundancia do filo Bacteroidetes (ABDALLAH et al., 2011;
BACKHED et al., 2007; CANI et al., 2008; LEY et al., 2005, 2006; TURNBAUGH et
al., 2006, VERDAM et al., 2013).
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O aumento da razdo Firmicutes/Bacteroidetes em ratos obesos pode estar
associada com possiveis mediacfes de respostas adaptativas pelo hospedeiro para
limitar a absorcdo de armazenamento de energia e/ou para promover a adiposidade
(LEY et al., 2005). Embora os resultados dos estudos demonstrem diferencas na
propor¢éo de grupos bacterianos entre individuos eutréficos e obesos, ainda ndo se
sabe se algum grupo de micro-organismos em especial contribui de maneira direta
para o desenvolvimento da obesidade e de alteracdes metabdlicas. Associacdes
entre tipos de bactéria e as varidveis metabdlicas tém sido observadas, seja em
humanos ou em modelo animal, indicando que a modulacdo de determinados
grupos bacterianos possa exercer efeito no contexto da obesidade. Os desafios
enfrentados agora se referem ao entendimento dos mecanismos pelos quais grupos
bacterianos influenciam parametros metabdlicos e se intervencfes dietéticas ou
medicamentosas utilizadas para modular a propor¢cdo desses grupos bacterianos
podem melhorar o perfil metabdlico ou ao contrario, agrava-lo (TURNBAUGH et al.,
2009).

Em relacdo a composicdo da microbiota intestinal seguida a perda de peso, de
acordo com estudos de coorte, a propor¢cdo de Bacteroidetes aumentou enquanto o
namero de  Firmicutes  diminuiu, parecendo restaurar a  relagéo
Firmicutes/Bacteroides que estava inicialmente aumentada em individuos obesos.
Na verdade, ap6s 10 semanas de restricdo energética e de exercicio, 0s
participantes que perderam mais de quatro quilogramas (kg) de peso corporal
mostraram um aumento significativo na populacdo de Grupo B. fragilis, bem como
um aumento na proporcao Bacteroides/Prevotella positivamente correlacionada com
a perda de peso (HARRIS et al.,, 2012; NADAL et al., 2009; SANTACRUZ et al.,
2009).

No que se diz respeito aos efeitos do exercicio fisico na microbiota intestinal,
Evans et al. (2014) demonstraram que o exercicio teve efeitos significativos tanto em
camundongos eutréficos, quanto em camundongos obesos que ingeriam dieta rica
em gordura sobre o equilibrio relativo dos principais filos bacterianos, juntamente
com a prevencao de obesidade e normalizacéo da tolerancia a glicose induzida por
dieta. De fato, a distancia percorrida é proporcional a diminuicdo observada para a
razdo Firmicutes/Bacteroides (EVANS et al., 2014). Também é importante ressaltar

que o exercicio aumentou significativamente a proporcdo relativa de bactérias
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produtoras de butirato tais como Bacteroidales S24-7, que estdo associados com a
saude da célula epitelial intestinal. Além disso, o exercicio fisico aumentou a
diversidade da microbiota intestinal apenas em ratinhos alimentados com uma dieta
rica em gordura. No entanto, sugere-se que 0 exercicio pode agir de forma
independente da microbiota intestinal, aumentando a utilizacdo de energia, apesar

de um consumo de uma dieta rica em gordura.

2.2.7 Mecanismos pelos quais a microbiota intestinal contribui para a
obesidade

2.2.7.1 Extracdo de energia adicional da dieta

A nocdo de que a microbiota intestinal fornece energia para o hospedeiro é
suportada por achados em ratos germ-free ndo naturalmente colonizados com
micro-organismos, que apresentaram um menor ganho de peso quando alimentados
com uma dieta rica em gordura do que os ratos germ-free controles (BACKHED et
al., 2007; CAESAR et al., 2012; DING et al., 2010; TREMAROLI; BACKHED, 2012).
Esses resultados evidenciam que na auséncia da microbiota, o consumo de uma
dieta obesogénica parece ndo estimular o desenvolvimento da obesidade. A
Microbiota intestinal pode afetar ambos os lados da equac¢éo do balanco energético,
nao apenas como um fator que influencia a colheita de energia a partir de
componentes da dieta, mas também como um fator que afeta genes do hospedeiro
gue regulam o gasto de energia e/ou de armazenamento (BACKHED et al., 2004;
GILL et al., 2006; WOLEVER et al., 1991).

A fermentacdo de polissacarideos pela microbiota pode gerar um aumento no
fluxo de monossacarideos para o figado e adipdcitos, favorecendo a lipogénese de
novo, através da ativacao da expressao de dois reguladores nucleares de enzimas
lipogénicas- carbohydrate response element-binding protein (ChREBP) e liver sterol
response element binding protein type-1 (SREBP-1) - os quais ativam as enzimas
lipogénicas acetil-CoA carboxilase e acido graxo sintase. (BACKHED et al., 2004;
MUSSO et al., 2011; TSUKUMO et al., 2009). Nesse contexto, 0 menor acumulo de
gordura corporal demonstrado em animais germ-free, que consumiram dieta
hiperlipidica e apresentaram absor¢cdo semelhante aos animais convencionalizados,
indica que a microbiota pode exercer efeito sobre o fluxo de lipidios entre os tecidos,
reduzindo o acumulo de gordura (BACKHED et al., 2007).
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A proteina Fasting Induced Adipose Factor (FIAF) é suprimida pela presenca
de microbiota, sendo um inibidor da lipase lipoprotéica (LPL), produzido pelo
intestino, figado e tecido adiposo, limitando a captacdo de &cidos graxos e
favorecendo o acumulo de triacilgricerois nesse tecido. Tem sido demonstrado que
animais germ-free apresentaram uma maior expressao de FIAF e fenotipo resistente
a obesidade (BACKHED et al., 2004, 2005, 2007). A participagdo de FIAF no
metabolismo lipidico foi reforcada através de estudos com ratos germ-free, que
diferiram apenas na expressdo dessa proteina (FIAF ** versus FIAF ), onde
verificou-se que a deficiéncia dessa proteina induzida geneticamente ndo € um fator
protetor para animais germ-free contra o0 ganho de peso promovido pela dieta
hiperlipidica (BACKHED et al., 2007).

Além de promover a lipogénese (através das enzimas lipogénicas e inibicdo da
FIAF), a microbiota também desempenha um papel importante no gasto de energia
obtida a partir da dieta. Mais especificamente, a microbiota de obesos parece
favorecer uma inibicdo de oxidacéo de acidos graxos (que, por sua vez, favorecem a
deposicdo e armazenamento de lipidios no tecido adiposo, figado e/ou tecido
muscular) por mecanismos complementares, mas independentes (HARDIE;
SAKAMOTO, 2006; PUIGSERVER; SPIEGELMAN, 2003; RABOT et al., 2010).

A microbiota também pode influenciar a homeostase energética por meio da
sinalizacao exercida pelos acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os AGCC agem
nao apenas como fonte de energia, mas também como moléculas de sinalizacéo
através de receptores acoplados a proteina G (GPRs). GPRs sdao um grupo de
receptores transmembranicos intestinais que respondem aos acidos graxos. Entre
os receptores dessa familia, os receptores Gpr4l e Gpr43 sédo fundamentais, sendo
expressos abundantemente no intestino delgado distal, no célon e nos adipdcitos.
Essa ligacdo resulta na ativacdo desses receptores, induzindo a secrecédo de
polipeptideo YY (PYY) e leptina, hormdnios que influenciam nas funcdes intestinais
e na regulacdo do apetite. (BELLAHCENE et al., 2013; BINDELS et al., 2013;
HARDIE; SAKAMOTO, 2006; INOUE et al., 2014; MUSSO et al., 2011; ZAIBI et al.,
2010).
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2.2.7.2 Indugéo da inflamacédo por meio da alteragao da permeabilidade intestinal

As concentra¢gBes sanguineas de lipopolissacarideos (LPS) sofrem significativa
influéncia da microbiota intestinal. Principalmente as bactérias Gram-negativas
apresentam em sua superficie celular os LPS que funcionam como antigenos,
estimulando a resposta imune do hospedeiro. Assim, a microbiota intestinal
representa um grande reservatorio dessa endotoxina, especialmente naqueles
individuos que habitualmente consomem dieta com alto teor de gorduras
(HOTAMISLIGIL, 2010).

A principal via de sinalizacdo do LPS envolve o fator nuclear Kappa B (NF-KB).
O LPS pode aumentar os niveis circulantes de resistina, espécies reativas de
oxigénio (ERO) e proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas-1 e 3 (SOCS-1 e
SOCS-3). A elevacédo de citocinas proé-inflamatérias, como interferon-gama (IFN-a),
TNF- a, interleucina (IL)-6 e IL-1B, geralmente observada em pacientes obesos,
pode ser originada de macréfagos no tecido adiposo ou da interacdo do LPS com
seu receptor. O aumento dessas citocinas pode contribuir para a translocacédo de
LPS, favorecendo a ocorréncia de endotoxemia metabdlica, e, consequentemente,
potencializar a inflamacao subclinica, por meio da reducéo da expressao/distribuicao
de proteinas formadoras de junc¢des oclusivas (tight junctions), como zénula de
oclusédo-1 (ZO-1) e ocludina, aumentando a permeabilidade intestinal. (CANI et al.,
2008; LAM et al., 2012).

Além da reducéo da expressao das juncdes oclusivas intestinais, ha também
uma evidéncia de que a microbiota intestinal pode regular a permeabilidade
intestinal através do sistema endocanabindide. Em um estudo realizado por Muccioli
et al. (2010), a modulacdo da composicdo microbiana do intestino, seja por
colonizacdo em ratos germ-free ou por tratamento com antibiticos, reduziu a
expressdo dos receptores canabindides (Cb-1) tanto do célon, quanto do tecido
adiposo, enquanto em animais alimentados com uma dieta rica em gordura foi
observado aumento da expressdo Cbl. (EVERARD et al., 2013; GEURTS et al.,
2011; MUCCIOLI et al., 2010).
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2.3 MOLLICUTES

2.3.1 Caracteristicas Gerais dos Mollicutes

Os micoplasmas foram primeiramente isolados por Norcard e Roux em 1898,
que estudavam a Pleuropneumonia Bovina, doenca descrita ha mais de um século
na Europa e na Africa. Em seguida, micro-organismos semelhantes, isolados de
humanos e de animais, foram descritos por outros pesquisadores e denominados de
PPLO — “Pleuropneumonia-Like Organisms” (MOROWITZ, 2002; RAZIN; JACOBS,
1992).

O termo “micoplasma” foi usado para denominar os micro-organismos da
Classe Mollicutes (Mollis = mole; cutis = pele), mas sugeriu-se 0 uso do termo
genérico molicutes como nome trivial, para designar qualquer microrganismo desta
classe. O termo micoplasma aplica-se apenas aos membros do género Mycoplasma.
Recentemente algumas riquétsias e outras bactérias, de taxonomia indefinida, foram
incluidas aos Mollicutes. A classe é composta por quatro ordens (Mycoplasmatales,
Entomoplasmatales, Acholeplasmatales, Anaeroplasmatales), sete familias
(Mycoplasmataceae, Incertae sedis (ordem Mycoplasmatales),
Entomoplasmataceae, Spiroplasmataceae, Acholeplasmataceae, Incertae sedis
(ordem Acholeplasmatales) e Anaeroplasmataceae), 11 géneros (Mycoplasma,
Ureaplasma, Eperythozoon, Haemobartonella, Entomoplasma, Mesoplasma,
Spiroplasma, Acholeplasma, Phytoplasma, Anaeroplasma, Asteroplasma) e mais de
200 espécies. A familia Mycoplasmataceae contém 0s principais micro-organismos
de interesse médico, dentre 0s quais estdo os géneros Mycoplasma. Os molicutes
compreendem aproximadamente 200 espécies distribuidas ente plantas, insetos,
animais e humanos (BERGEY’s, 2010; RAZIN, 1992; RAZIN; YOGEV ; NAOT,
1998).

Mollicutes € a unica classe do filo Tenericutes, sendo, anteriormente
classificado dentro do filo Firmicutes, tendo essa mudancga, justificada, em parte,
pela andlise de uma série de marcadores filogenéticos conservados. Esta
classificacdo € ainda apoiada pela auséncia de parede celular, caracteristica desses
micro-organismos. As sequéncias do gene 16S rRNA contribuem para sua
classificacdo em grupos filogenéticos, sendo essa sequéncia obrigatoria para a

caracterizacdo de novas espécies. Além disso, a atribuicdo de espécie aos grupos é
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feita principalmente por hibridagdo DNA-DNA, sorologia e semelhanga na sequéncia
do gene 16rRNA. Algumas espécies foram atribuidas individualmente a grupos
filogenéticos, clusters, e subclusters que também compartiiham outras
caracteristicas (BERGEY’s, 2009, 2010; BROWN; WHITCOMB; BRADBURY, 2007;
WEISBURG et al., 1989).

A natureza dos molicutes tem representado um desafio na compreensédo da
sua biologia, classificacdo e taxonomia. Por muito tempo, 0os micoplasmas foram
considerados virus, devido a capacidade de transpor filtros que bloqueavam a
passagem de bactérias (RAZIN, 1992). Os membros da classe Mollicutes sao
caracterizadas pelo genoma de tamanho reduzido (0,58 - 2,2 Mb), auséncia de
parede celular (RAZIN, 1998) e por apresentarem requerimentos nutricionais
diferenciados quando comparados a maioria das bactérias de interesse veterinario e
humano. Aminoacidos, nucleotideos e esterdis exdgenos sdo utilizados para seu
crescimento in vitro. O esterol, presente no soro ou células do hospedeiro é
incorporado pela membrana da maioria das espécies. Este composto contribui ha
fluidez necessaria a membrana e confere resisténcia parcial a lise osmoética
(RUHNKE; ROSENDAL, 1994).

A membrana dos micoplasmas tem composi¢cdo semelhante as das eubactérias
e estd exposta ao ambiente, com excecdo de poucas espécies que possuem
glicocélice (WIESLANDER et al., 1992). Localizam-se principalmente nas células de
mucosas e com potencial de invasao (VOELKER; DYBVIG, 1996). As mutacdes tém
sido mencionadas como estratégia de sobrevivéncia, que podem ter ocorrido em
funcdo da evolucado associada a perdas gendmicas (DAVID et al., 2002).

N&o apresentam flagelos, entretanto, algumas espécies exibem deslizamento
sobre superficies liquidas. Alguns micoplasmas possuem um tipo de estrutura ou
prolongamento polar em sua superficie, onde ha alta concentracdo de moléculas de
adesdo, que permitem a sua aderéncia a célula hospedeira (RAZIN, 1992). Acredita-
se que estas estruturas, em algumas espécies como Mycolasma penetrans, de
origem humana, estejam envolvidas na invasao celular (LO et al., 1992).

Os molicutes exibem estrita relacédo aos hospedeiros e especificidade a tecidos
e orgaos, que reflete as suas caracteristicas nutricionais e adaptacdo parasitaria.
Estas bactérias podem ocorrer em hospedeiros e tecidos diferentes de seu “habitat”

normal, entretanto, como observado por Goulet et al. (1995) existem variacdes e
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eventualmente é possivel isolar espécies de sitios e hospedeiros diferentes
daqueles habituais (ERICKSON; ROSS; BOVE, 1988; HORNOK et al., 2012; ISO et
al., 2013; RAZIN, 1992; RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998; WAITES et al., 1987).

A maioria dos molicutes vivem como comensais, € em muitos artropodes
podem mesmo ser considerados simbiontes. Infeccbes com micoplasmas
patogénicos sédo raramente agudas e usualmente seguem um curso cronico (RAZIN;
YOGEV; NAOT, 1998). Os Mollicutes, principalmente as espécies encontradas em
mamiferos, apesentam-se como "parasitas ideais", geralmente vivendo em harmonia
com seu hospedeiro, mas, por outro lado, sdo também considerados como
“oportunistas ideais”. Diversas doencas nos seus respectivos hospedeiros sao
causadas ou associadas aos Mollicutes (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). Estas
bactérias parecem preferir estabelecerem-se em nichos com células em constante
renovacgao favorecendo a sua adesdo (GABRIDGE; CHANDLER; DANIELS, 1985).

Micoplasmas, em especial as espécies com 0s menores genomas, tém altas
taxas de mutacdo, o que sugere que eles estdo em um estado de evolucao rapida.
Esses dados foram confirmados por estudos de sequéncias de genes 5S rRNA que
incluiu uma série de acholeplasmas, anaeroplasmas, micoplasmas, ureaplasmas e
Clostridium innocuum (BOVE, 1999; RAZIN, 1995; ROGERS et al., 1985).

Quanto ao seu metabolismo, os Mollicutes podem ser divididos em
fermentadores e nao-fermentadores. Os fermentadores produzem acidos por meio
da metabolizacdo de glicose e de outros carboidratos, diminuindo o pH do meio de
cultivo, e os nao- fermentadores possuem a via da arginina-deidrolase para
obtencdo de ATP, aumentando o pH (RAZIN, 1978, 2004). Quando ambas as vias
ocorrem, os acidos produzidos da glicélise podem mascarar a alcalinizacdo do caldo
causada pela hidrdlise da arginina (BASEMAN; TULLY, 1997; OLSON et al., 1993;
RAZIN, 2004).

Um dos maiores empecilhos na pesquisa e no diagnéstico laboratorial das
infecgbes causadas por molicutes tem sido a dificuldade em cultiva-los in vitro.
Apresentam crescimento lento, mesmo utilizando-se o meio de cultivo adequado
(RAZIN, 1994). A temperatura de aproximadamente 37 °C é indicativa do “habitat”
natural dos molicutes que corresponde a dos mamiferos, répteis, peixes, artropodes
e plantas. O crescimento e sobrevivéncia dos molicutes em meio de cultura sao

dependentes do pH. Para espécies originarias de plantas e vertebrados, o pH 6timo
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é de 7,4 e o crescimento ocorre entre pH 6,5 a 8,0 (RAZIN et al., 1978). A inibicao
do crescimento pode ocorrer pela excessiva produgdo de acidos ou alcalis gerados
pelo metabolismo microbiano primario.

Esses micro-organismos apresentam colénias de 50 — 500 um de diametro,
usualmente em forma de “ovo frito” quando cultivados em meio sélido, visualizadas
com o auxilio de microscopio estereoscédpio (Figura 4). Em meio liquido, o
crescimento geralmente ndo causa turvacdo, provocando somente alteragédo no pH,
revelado por um indicador presente no meio de cultura (MILES, 1992; RAZIN, 1998).

A complexidade dos requerimentos nutricionais, a variagao na forma celular e a
fragilidade osmdética fazem com que os Mollicutes estejam sob constantes
investigacdes quanto a sua fisiologia para relatar seu crescimento e ecologia. As
condicbes sob as quais eles crescem podem influenciar na estrutura e
funcionamento das células hospedeiras, sendo importante, ndo somente para 0s
fisiologistas, como também para todos micoplasmologistas envolvidos em estudos
guantitativos (BALABANOV et al., 2006; MILLES, 1992; RAZIN et al., 1978;
RODWELL, 1983; TULLY, 1985).

Figura 4 — Crescimento de M. hominis em meio SP4 com a producéo de colénia em
forma de “ovo frito” (aumento 40X).

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.3.2 Mollicutes, Microbiota Intestinal e Obesidade

A ocorréncia e participacdo da classe Mollicutes na microbiota intestinal e sua
relacdo com a obesidade ainda é praticamente desconhecida. No entanto,
Turnbaugh et al. (2008) investigaram a relacdo dieta, ecologia microbiana intestinal e
0 balanco energético a partir de um modelo murino de obesidade induzido por meio
do consumo de uma dieta ocidental. Observou-se que a dieta ocidental estimulou o
crescimento de organismos da classe Mollicutes, que posteriormente foram
reduzidos por subsequentes manipulacdes dietéticas para limitar o ganho de peso.
O transplante de microbiota de ratos com obesidade induzida por dieta para
destinatarios germ-free promoveu uma maior deposicdo de gordura do que em
animais que receberam o transplante a partir de doadores eutréficos. Metagendmica
e andlises bioquimicas do microbioma intestinal em conjunto com sequenciamento e
reconstru¢cdes metabodlicas associadas ao intestino humano revelaram que a
bactéria Eubacterium dolichum) (um membro da classe Mollicutes) apresenta
caracteristicas que podem fornecer uma vantagem competitiva aos membros desse
ramo, em relacdo aos nutrientes da dieta ocidental. Essas vantagens relacionam-se
com a importacdo e transformacdo de acUcares simples através do Sistema
fosfotransferase (PTS).

Sistemas fosfotransferase (PTS) sdo uma classe de sistemas de transporte
envolvidas na absorcao e na fosforilagdo de uma grande variedade de hidratos de
carbono (DEUTSCHER et al., 2006). Cada transportador envolve trés enzimas de
ligagdo que atuam como receptores e doadores de grupos fosforil: duas enzimas
citoplasmaticas que atuam em todos os hidratos de carbono PTS importados (HPR e
El), e o outro € um complexo de hidratos de carbono especifico (Ell)
compreendendo um ou dois dominios integrais de membrana hidrofébicos (EIIC / D)
e dois dominios hidrofilicos (EIIA / B) (DEUTSCHER et al., 2006). Fosfoenolpiruvato
embora produzidos através da glicélise, pode ser usado para gerar ATP (através da
piruvatoquinase) ou usado para conduzir a importacdo de acUcares adicionais
através da transferéncia de um grupo fosfato para El do PTS.

Genes PTS s&o encontrados em varias divisbes de bactérias, incluindo
Proteobacterias, tais como E. coli, bem como varios Firmicutes e Mollicutes
sequenciados (Por exemplo, Mycoplasma genitalium, M. pneumoniae, M. pulmonis,

M. penetrans, M. gallisepticum, M. mycoides, M. mobile, M. hyopneumoniae, M.
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synoviae e M. capricolum) (KANEHISA et al., 2004). O PTS também desempenha
um papel na regulagdo da expressdo do gene microbiano através da represséo
catabdlica, permitindo que a célula passe a importar preferencialmente acglcares
simples em relacdo a outros hidratos de carbono (DEUTSCHER et al., 2006).
Multiplos componentes do PTS estdo presentes no microbioma da dieta ocidental (El
e HPr mais EIll), o que poderia permitir a importacdo de acUcares simples (por
exemplo, glicose e frutose que juntos formam sacarose, um componente abundante
da dieta ocidental), bem como acucares associados com a mucosa do intestino do
hospedeiro (N-acetil-galactosamina). O microbioma da dieta ocidental também
contém genes que suportam o metabolismo destes acucares fosforilados para varios
produtos finais de fermentacdo anaerdbia (por exemplo, lactato e a cadeia curta de
acidos graxos, butirato e acetato (DEUTSCHER et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a participacdo da Classe Mollicutes e dos Filos Firmicutes e Bacteroidetes

na microbiota intestinal de mulheres obesas e eutroéficas;

3.2 Objetivos especificos

Determinar o estado nutricional das mulheres obesas do grupo caso e

eutroficas do grupo controle;

e Determinar o consumo alimentar das mulheres obesas do grupo caso e

eutroficas do grupo controle;

e Desenvolver um ensaio quantitativo por meio de TagMan PCR para a
deteccdo de Mollicutes na microbiota intestinal de mulheres obesas e

eutroficas;

e Quantificar os micro-organismos da Classe Mollicutes e dos Filos Firmicutes e
Bacteroidetes, além de Bactérias Totais por meio da PCR em tempo real em

amostras de fezes de mulheres obesas e eutrdficas;

e Analisar a liberac@o de citocinas pré-inflamatorias IL-1, IL6, IL17-A e TNF-a

em amostras de sangue coletadas de mulheres obesas e eutrdficas;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Protocolo do estudo

O presente estudo foi desenvolvido no laboratério de Micoplasmas do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Séo Paulo (ICB II/USP) com o Ambulatério de Obesidade e Sindrome Metabdlica
do Servico de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da Universidade de Séo
Paulo (HC-FMUSP). O estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos (CEPSH) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo (ICB/USP) (protocolo de pesquisa n° 1107/13) e pela
Comisséo de Etica da Instituicdo HC-FMUSP. Todas as mulheres foram recrutadas a
partir da demanda espontanea do servico, tendo sido inseridas no protocolo apoés
explicacéo sucinta e individual do mesmo, e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), conforme preconiza a resolugdo 196/06 do Conselho

Nacional de Saude.

4.2 Casuistica

As coletas foram realizadas entre os meses de Outubro de 2013 & Dezembro
de 2014. Para obtencéo de resultados pela metodologia proposta para este estudo,
a casuistica foi de 40 mulheres, sendo 20 diagnosticadas com obesidade
apresentando indice de massa corporal (IMC> 30 kg/m?2) e 20 mulheres em eutrofia
(IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?). As mulheres diagnosticadas com obesidade foram
recrutadas no grupo de Obesidade e Sindrome Metabdlica do servico de
Endocrinologia do Hospital das Clinicas da Universidade de Séao Paulo (HC-
FMUSP).

Foram utilizados como critérios de exclusdo para esse grupo a presenca de
qguadros infecciosos com sinais clinicos, uso de antibiéticos (3 meses antes do
estudo), quimioterapia, radioterapia, gravidez, uso de probidticos, cirurgias prévias
no Trato Gastrointestinal, doengas do Trato Gastrointestinal como Doencga de Crohn
e Sindrome do Cdlon Irritavel. Devido ao fato de haver dificuldade para distincdo de
alimentos classificados como prebidticos, a ingestdo destes ndo foi incluida como

critério de exclusdo do estudo. O grupo controle foi composto por mulheres adultas
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eutroficas, recrutadas na comunidade, sem nenhuma enfermidade aparente, tendo

sido fixados os mesmos critérios de exclusdo adotados para o grupo controle.

4.3 Delineamento experimental

As mulheres foram submetidas a coleta de material fecal e de sangue, além de
questiondrio semiestruturado como instrumento de coleta. Tal instrumento foi
construido através de consulta em periddicos cientificos e livros académicos que
descrevem preditores importantes em relacao a fatores etioldgicos, predisponentes e
mantedenores da obesidade e possivel associacdo com microbiota intestinal e
ambiente. Foram consideradas questdes que avaliavam historia familiar, clinica,
obstétrica, ginecoldgica, consumo de alcool e tabaco, além de questdes que
avaliavam os habitos alimentares, como a pratica de dietas para emagrecer e
namero de refei¢cdes realizadas. Foi utilizado para esse estudo o IPAQ (International
Physical Activity Questionnaire) versédo curta, originalmente desenvolvido com
finalidade de estimar o nivel de pratica habitual de atividade fisica de populacfes de
diferentes paises (BARROS; NAHAS, 2000). O questionario foi elaborado de modo a
facilitar a obtencao de informacdes durante a consulta com os pacientes e realizadas
por individuos previamente instruidos para o desenvolvimento do estudo, tendo as
variaveis, sido agrupadas em 9 Secbes que representam a subcategorizacdo das
variaveis independentes, para determinacdo do perfil da populacéo estudada (Anexo
B).

4.4 Determinacdo do estado nutricional

4.4.1 Avaliagéo qualitativa do consumo alimentar

Para investigar possiveis relacdes entre alimentos e nutrientes da dieta e
microbiota intestinal, utilizou-se o questionario de frequéncia alimentar semi-quantitativo
(QFA), composto por 62 itens alimentares, proposto por Fisberg et al. (2008) que
desenvolveram um QFA para utilizacdo em estudos epidemiolégicos com individuos
adultos, desenhados para testar hipéteses epidemioldgicas e nutricionais em estudos

conduzidos primariamente em S&o Paulo para estimar o teor de nutrientes da dieta
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habitual o que é de fundamental importancia para estimar a medida de exposi¢cdo aos
fatores dietéticos e investigar as possiveis associa¢des com desfechos de interesse.
Representou-se a frequéncia de consumo alimentar em 8 categorias, a saber:
diario (mais de trés vezes por dia, duas a trés vezes por dia, uma vez por dia), semanal
(cinco a seis vezes por semana, duas a quatro vezes por semana, uma vez por
semana), mensal (uma a trés vezes por més) e nunca ou quase nunca. Os dados sobre
o consumo alimentar foram inseridos em planilha eletrénica com auxilio do estudo de
Giacomello et al., (2008). Inicialmente, converteu-se a frequéncia de consumo de cada
alimento em frequéncia diaria como proposto por Coelho et al (2011). Para tanto,
atribuiu-se ao alimento valor 1 (um) quando consumido 1 vez ao dia. Caso o alimento
fosse consumido mais de uma vez ao dia, multiplicava-se o valor 1 pelo intervalo da
frequéncia diaria relatada. Para as opc¢fes que contemplaram intervalos de tempo
semanal e mensal, utilizou-se a média do intervalo das frequéncias, dividido pelo

periodo, se semanal (7) e mensal (30), conforme descritos no Quadro 01.

Quadro 01- Critérios utilizados na estimativa da frequéncia diaria de consumo dos
alimentos incluidos no Questionario de Frequéncia Alimentar.

Frequéncia Relatada Frequéncia diaria

3 ou mais vezes/dia 3%1=3

2 a 3 vezes/dia 25%1=25
1 vez/dia 1*¥1=1

5 a 6 vezes/semana 5.5/7= 0,79
2 a 4 vezes/semana 3/7=0,43
lvez/semana 1/7=0,14
1 a 3 vezes/més 2/30=0,07
1 vez/més 1/30=0,03

0

Nunca/Quase nunca

COELHO et al., 2011
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Posteriormente, foram construidos os grupos dos alimentos segundo o registro do
QFA. Adotou-se como critério para a inclusdo do alimento no respectivo grupo, o
consumo igual ou maior a 10% e as caracteristicas nutricionais (HAIR et al., 2005).
Considerando este critério, foram construidos 16 grupos de alimentos: (1) massas; (2)
preparacdes; (3) carne vermelha e ovos; (4) embutidos; (5) carne branca; (6) leite e
derivados; (7) leguminosas; (8) cereais raizes e tubérculos; (9) hortalicas; (10) frutas;
(11) industrializados; (12) infusédo; (13) bebida alcodlica; (14) 6leos e gorduras; (15)
lanches; (16) acucares e doces.

Os dados referentes ao QFA também foram utilizados para calcular o consumo
energético e de nutrientes. Primeiramente estes foram transformados em gramas,
utilizando-se uma tabela para avaliacdo de consumo alimentar em medidas caseiras
(PINHEIRO et al., 2002) e, em seguida, lancados no Software Excel para digitacdo dos
dados do consumo alimentar e para o célculo de consumo de macro e micronutrientes.
Para preencher o banco de dados do Software com alimentos e preparacdes
consumidas pelas participantes, foram utilizadas as Tabelas de composicdo de
alimentos PHILIPPI (2002) e TACO (2006), com a Tabela de medidas caseiras
(PINHEIRO et al., 2005) além de dados adicionais de Composi¢do quimica de alimentos
compilados da Tabela de Composi¢cao de Alimentos da Fundacao Instituto brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE). Os valores obtidos foram comparados com os valores de
recomendacao propostos pelo United States Departament of Agriculture (USDA) em
seus documentos Dietary References Intakes (DRI) referentes aos valores de Estimated
Average Requirements (EAR) e, para 0s nutrientes que ainda ndo possuem esse valor

definido, utilizou-se como parametro valores de Adequate Intake (Al).

4.4.2 Avaliacdo antropométrica do estado nutricional

A mensuracdo do peso corporal em quilogramas (kg) foi realizada em
duplicata, considerando-se o peso médio. Para tal, foi utilizada uma balanca digital
Filizola®, com capacidade maxima para 150 kg e precisdo de 100 g, estando as
participantes da pesquisa descalcas e com roupas leves. A estatura em centimetros
(cm) foi realizada em duplicata, considerando-se a estatura média. As medidas
foram determinadas por meio de um estadidbmetro graduado em centimetros com
precisdo de 1,0 mm, apresentando barra de madeira vertical e fixa, com esquadro

movel para posicionamento sobre a cabeca do individuo quando os mesmos



63

estavam descalgcos, em posicdo ereta, com o0s pés paralelos, calcanhares,
panturrilhas, glateos, ombros e cabeca encostados no estadidmetro, olhando-se
para frente.

O indice de Massa Corporea (IMC) foi calculado pelo peso e estatura, a partir
das quais foi determinada a relagcéo entre o0 peso e altura em metros ao quadrado e
avaliado segundo os pontos de corte preconizados pela OMS assim designados:
baixo peso (IMC < 18.5 Kg/altura?), eutrofia (IMC= 18.5 a 24.9 kg/altura?), sobrepeso
(IMC= 25 a 29.9 Kg/altura®) e obesidade (IMC >30 Kg/ altura?) (WHO, 1998).

4.4.2.1 Analise da Composicéo Corporal pelo Método de Bioimpedancia

O aparelho de bioimpedancia elétrica utilizado para a avaliacdo da composicao
corporal foi o InBody 720 (Biospace, Coreia), que consiste em bioimpedancia
octopolar, através de oito pontos de contato pelos quais passa a corrente elétrica, na
extremidade dos quatro membros, determinando a porcentagem de gordura e massa
magra em cada membro, assim como no tronco.

A avaliacdo foi realizada respeitando os procedimentos apresentados no
respectivo manual de uso do aparelho, atendendo as seguintes condi¢cdes de pré-
teste, (1) estar em jejum, (2) ndo consumir alcool 48 horas antes do teste, (3) ndo
realizar exercicio de intensidade moderada a elevada nas 12 horas antes da
avaliacao, (4) ndo efetuar o exame perante em estado febril ou de desidratacéo; (5)
nao utilizar bijuterias metalicas ou implantes dentarios com metal; (6) ndo ingerir café
e; (7) realizar a avaliacdo com roupa de banho ou roupas intimas.

O relatério da bioimpedancia Octopolar é dividido em quatro partes
informativas de dados obtidos:

1. Andlise da Composicao Corporal: identifica como esta distribuida a agua
corporal total, percentual de massa magra e massa de gordura livre;

2. Andlise Mdusculo-gordura: mostra em kg o peso, a massa de musculo
esquelético, e a massa de gordura;

3. Diagnostico da obesidade: discrimina o IMC, PGC (porcentagem de
gordura corporal), e RCQ (relacéo cintura-quadril);

4. Area de Gordura Visceral: informa a area de gordura visceral em cm?2,
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4.5 Coleta das amostras clinicas

Para a obtencdo das amostras de fezes, as mulheres foram previamente
instruidas de acordo com o National Committee for Clinical Laboratory Standards
NCCCLS (2007), evacuando diretamente no coletor plastico estéril fornecido
juntamente com luvas, espétula coletora e etiqueta de identificagdo. O material foi
acondicionado em caixa isotérmica, resfriada com gelo e transportado
imediatamente ao Laboratorio de Micoplasmas, ICB/USP. As amostras de fezes
foram distribuidas em aliquotas (180-200 ug) em microtubos e acondicionadas -80°C
até a analise laboratorial.

Para a realizagdo da coleta do material sanguineo, o operador munido de EPIs
realizou puncdo venosa periférica, preferencialmente, em membro superior nao
dominante. Foram coletados cerca de 5 mL de sangue por tubo/paciente, tendo sido
utilizados tubos nao-heparinizados que foram conservados de forma similar aos
coletores, em caixa isotérmica refrigerada. O material obtido foi levado até o
Laboratério de Micoplasmas, ICB/USP, onde as amostras foram centrifugadas a
3.500 rpm para obtencédo do soro, seguido de sua distribuicdo em aliquotas de cerca
de 1 mL e estocados a -80 °C até o uso.
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4.6 Determinag&o da microbiota intestinal

4.6.1 Padronizacdo de reacdo de PCR quantitativo (qPCR) por meio de
TagMan para a deteccdo de Mollicutes

4.6.1.1 Cepas bacterianas e condi¢des de cultura

Como controle positivo utilizou-se a cepa ATCC 23114 (PG-21) de M. hominis.
Também foram utilizados como controle os seguintes micro-organismos obtidos da
colecdo do Laboratério de Micoplasmas ICB/USP.: Mycoplasma bovis Donetta, M.
arginini G230, M. dispar M29/79, M. pneumoniae, M. pulmonis PG34, M.
gallisepticum PG31, M. synoviae WUU1853, M. penetrans ATCC 55252 (GTU 54),
M. fermentans PG18, M. pulmonis PG34, M. hyorhinis, M. genitalium ATCC 33530
(G37), M. buccale, M. edwardii PG24, M. gateae, M. faucium, M. felis CO, M. bovis,
Spiroplasma mirum (SMCA), Acholeplasma laidlawii PG38, Ureaplasma diversum
ATCC 449782, U. urealyticum T960, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Streptococcus pyogenes ATCC 12345, Salmonella
typhimurium C5 CIP, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Staphylococcus
aureus ATCC 25293 e Bacillus cereus. As cepas referentes aos micro-organismos
Bacteroides fragilis C45A AUS 00306, e Clostridium perfringens, foram cedidas pelo
Professor Dr. Jorge Luiz Melo Sampaio, pesquisador associado do Instituto Fleury.
As espécies de Ureaplasmas foram cultivadas em meio UB especifico para
ureaplasma com 5% de CMRL-1066 (com glutamina e sem bicarbonato), enquanto
as espécies de Micoplasmas foram cultivadas em meio de cultura SP4, como
descrito por Tully et al. (1995). As bactérias com parede celular incluidas como
controles foram cultivadas em meio de infusdo de cérebro-coracdo (BHI). Destas
cepas, o DNA foi extraido a partir de culturas em fase logaritmica por meio do kit

Pure Link™ Genomic DNA, da Invitrogen®.

4.6.1.2 Desenvolvimento de primers e sonda para a deteccdo de Mollicutes
pela PCR quantitativa

Os oligonucleotideos iniciadores e as sondas foram selecionadas com base no
fragmento conservado do gene 16S rRNA especifico para a classe Mollicutes. As
sequéncias do gene 16S rRNA de micoplasmas foram alinhadas utilizando o

algoritmo ClustalW do Software MEGA4. As regides variaveis foram selecionadas
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manualmente para o sequencionamento dos iniciadores e sondas utilizadas neste
ensaio. Propriedades dos oligonucleotideos foram também analisadas pelo Software
Primer Express ver. 3.0 (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, EUA). A especificidade dos iniciadores e da sonda foi testada “in

silico”, utilizando algoritmos BLAST.

O quadro 02 mostra as sequéncias, forward e reverse, selecionadas para
amplificar um fragmento conservado do gene 16S rRNA especifico de Mollicutes. A
sonda TagMan, especifica para o fragmento amplificado, foi desenvolvida por uma

fonte comercial (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation).

Quadro 2 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagcdo do gene 16S
rRNA para Mollicutes.

Iniciadores Sequéncia
Mollil 5 GCATTAGAT GATCCGCCTGAGT 3
Molli2 5 GTC CCC GTCAATTCCTTTAAGTT 3
Sonda 5 GTC CCCGTCAATTCCTTT AAGTT 3

4.6.1.3 PCR quantitativa

Ensaios de quantificagdo absoluta do DNA alvo foram realizados com sistema
de PCR em tempo real (QPCR) StepOne (Applied Biosystems, Life Technologies
Corporation). Diferentes concentracbes de cada primer iniciador e sonda foram
testados para aprimorar a reacdo de qPCR. Considerou-se ideal as seguintes
caracteristicas: r> 2 0,950, eficiéncia entre 95 a 105% e slope préximo de -3,32.

A melhor reacéo, obtida foi a partir de 6,25 pl de Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 1 uM de cada iniciador, 0,5 uM de sonda TagMan MGB
marcada com corante fluorescente, 2,5 ul de DNA extraido, e agua sem RNase para
o volume final de 12,5 pl. As condi¢bes de amplificacdo foram: 50 °C por 10 min; 95
°C por 10 min; e 45 ciclos de desnaturacéo a 95 °C durante 15 s, anelamento a 59
°C durante 1 min. Todas as reac¢Oes foram realizadas em duplicata, no aparelho

PCR em tempo real StepOnePlus (Applied Biosystems).
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Para a construcao de padroes de DNA para a quantificacdo absoluta, utilizou-
se como controle positivo a cepa de referéncia — M. hominis ATCC 23114 (PG-21),
que foi inicialmente cultivada em 1 ml de caldo SP4 a 37 °C e expandidos até 100
ml. Na fase de crescimento logaritmico, (com base em alteracdes colorimétricas), a
cultura foi centrifugada a 20.600 rpm durante 30 minutos a 25 °C. O DNA foi extraido
usando o kit PureLink™ Genomic DNA Mini. O numero de copias de DNA gendmico
foi calculado por espectrofotometria (NanoDrop ND -1000, WITec Ag, Littau, Suica).
Diluicdes decimais (107- 1 cépias/ul) do DNA de M. hominis para curva padréo foram
preparadas e analisadas.

Os dados foram obtidos durante a etapa de anelamento e analisados pelo
Software StepOne 2.1 (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation). O limiar
foi ajustado manualmente dentro da curva logaritmica, acima do nivel de deteccdo
basal, e abaixo da fase linear e do platé. O ciclo limiar (Ct-threshold cycle) das
diluicdes do genoma foi plotado contra o numero de log de copias do genoma e
utilizado como entrada para criar a curva padréo. Analises de regressao linear foram
aplicadas para calcular os valores de r? e do slope. Assumindo a eficiéncia de 100%,
se 0 molde de DNA é duplicado em cada ciclo, a eficiéncia da PCR foi calculada

como E= 10 (-1/slope) - 1, onde E ¢é a eficiéncia da PCR.

4.6.1.4 Especificidade da gPCR e repetibilidade intra e inter-ensaios

O DNA dos micro-organismos utilizados como controles foi testado para
verificar a especificidade dos ensaios de gPCR (descrito em cepas bacterianas). A
repetibilidade intra-ensaio foi determinada executando cinco repeticdes das diluicoes
do genoma de M. hominis (107 a 1 cépia do genoma bacteriano/reacéo) na mesma
reacdo. A curva padrdo foi gerada utilizando o software StepOne 2.1 (Applied
Biosystems, Life Technologies Corporation). A repetibilidade inter-ensaio foi obtida
por reacdes em triplicatas com a mesma diluicdo do genoma em trés ensaios
diferentes, em dias separados e consecutivos. Estas repeticdes foram aplicadas
para determinar a média, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo em valores de

Ct para cada diluicdo do genoma.
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4.6.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) convencional

As amostras clinicas também foram submetidas a PCR convencional para a
detecgédo da Classe Mollicutes utilizando-se dos os iniciadores descritos por Van
Kuppeveld et al. (1992). Agua livre de nuclease foi utilizada como controle negativo
em ambos o0s ensaios. Os produtos amplificados foram analisados em gel de
agarose a 1,5% com brometo de etidio 0,5 mm/mL e tampé&o TAE (Trisacetate 40
mM, EDTA 2 mM, pH 8,0). Os produtos foram visualizados e foto documentados sob
luz ultravioleta utilizando um sistema foto documentador (Vilber Lourmat, Marne-la-

Valle'e, Franca).

4.6.3 Deteccdo de micro-organismos dos filos Firmicutes e Bacteroidetes e
bactérias totais (Eubacterias) por PCR em tempo Real (qPCR)

Para a construcdo de padroes de DNA para a quantificagcdo absoluta de
Firmicutes e Bacteroidetes utilizou-se como controles positivos, as cepas de
referéncias — Clostridium perfringens e Bacteroides fragilis, respectivamente. Para a
quantificacdo de Bactérias Totais (Eubactérias), foi utilizado como controle positivo
Clostridium perfringens. Os controles foram submetidos a extracdo de DNA por meio
do kit QIAamp DNA stool — QIAGEN baseado no protocolo de extracdo sugerido
pelo fabricante. Para os filos Firmicutes, Bacteroidetes assim como Bactérias totais
foram utilizadas sequencias de iniciadores descritos por Guo et al. (2008),

apresentadas no quadro 3.
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Quadro 3 — Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacdo do gene 16S
rRNA para Firmicutes, Bacteroidetes e Bactérias Totais (Eubactérias).

Iniciadores Sequéncia Referéncia
Firm934F 5 GGAGYATGT GGTTTAATT CGAAGCA 3 GUO et al., 2008
Firm1060R 5 AGC TGA CGACAACCATGCAC 3
Bact934F 5" GGARCATGT GGTTTAATT CGATGAT 3 GUO et al., 2008
Bact1060R 5 AGC TGA CGA CAACCATGC AG 3
Eub338F 5 ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG 3 FIERER et al., 2005
Eub518R 5"ATT ACC GCG GCT GCT GG 3

Os micro-organismos foram quantificados de modo absoluto baseando-se em
curva padrdo previamente estabelecida. Para cada reacdo finalizada, uma nova
curva padrao foi adicionada e parametros de qualidade foram adotados na analise,
sendo estes: r2 2 0.950, eficiéncia da reagdo variando de 95% a 105% e slope
proximo de -3.32.

As reacfes de gPCR foram realizadas em volume final de 12,5 yL com 6,25
ML da mistura universal SYBR Green (Applied Biosystems Sao Paulo, S.P., Brasil),
0, 25 uM de cada primer especifico, 4,5uL de agua e 1,25 ul de DNA extraido, com
volume final de 12,5 pL. As quantificagcbes foram realizadas utilizando-se a
plataforma Applied Biosystems (Life Technologies Corporation), com 0s seguintes
parametros: 50 °C por 10 minutos, 95 °C por 10 minutos, seguidos de 45 ciclos de
95 °C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, seguidas da curva de melting (15

segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 15 segundos a 95 °C e 15 segundos e 60 °C).

4.7 Dosagem de citocinas do soro sanguineo

A dosagem das citocinas IL-18, TNF-a, IL-10 e IL17-A foram realizadas
utilizando-se kit de ELISA de captura (eBioscience, San Diego, C. A., Estados
Unidos) em placas de poliestireno com 96 orificios e alta absor¢do de acordo com
protocolo indicado pelo fabricante. Apds padronizacdo da curva padrdo, a aliquota
de 100 pL do sobrenadante das células foi utilizada para dosar as citocinas IL-1(,
TNF-a, IL-10 e IL17-A. A leitura foi realizada com instrumento leitor de ELISA Vivid
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Vision com comprimento de onda de 450 nm. Os dados obtidos em absorbancia

foram transformados em picomols por meio de férmula matematica.

4.8 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas da presenca dos microrganismos da classe Mollicutes
detectados nas amostras clinicas e dos dados obtidos dos questionarios foram
avaliados por meio do software SPSS 20.0 (SPSS® Inc., Chicago, Estados Unidos).
Para comparar variaveis de consumo alimentar e as variaveis relacionadas ao perfil
da populacdo estudada, entre os grupos caso e controle, foi aplicado Teste de qui-
quadrado de Pearson ou Teste Exato de Fisher, tendo sido considerado p<0,05 e IC
95%. O teste t que compara meédia entre grupos, foi utilizado para verificar a
existéncia de associacao entre as variaveis desfecho (mulheres obesas x mulheres
eutroficas) e as variaveis Mollicutes (presenca X auséncia), com 0 cOnsumo
alimentar dos macronutrientes carboidratos, proteinas, lipideos e fibras (p < 0,05).
Unidos). Além disso, para verificacdo de associacdo entre as variaveis desfecho e a
presenca de Mollicutes, foi aplicado Teste de qui-quadrado de Pearson ou Teste
Exato de Fisher, tendo sido calculada a razdo de chances (odds ratio) (I.C. 95%)
com o objetivo de verificar o poder da associacdo entre as variaveis supracitadas.

Para verificar as distribuicdes de cargas dos micro-organismos estudados em
ambos 0s grupos avaliados, inicialmente foi utilizado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, que demonstrou ndo satisfazer a pré-suposicao para utilizacdo de um
teste paramétrico. A partir desse resultado, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney, amplamente utilizado para amostras pareadas, que ndo seguem
distribuicdo normal. As analises foram realizadas utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism versdo 5.00 (GraphPad Software, San Diego California, USA),
sendo estabelecida a existéncia de significancia estatistica quando o valor de p <
0,05 em todas as analises.

Para andlise dos dados de quantificacdo das citocinas também foi utilizado o
programa GraphPad Prism versdo 5.00 (GraphPad Software, San Diego California,

USA) tendo sido realizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil da populacédo estudada

A amostragem do estudo envolveu 40 mulheres sendo 20 classificadas com
obesidade (IMC >30 Kg/m?) e 20 em eutrofia (IMC 18.5 - 24.9 Kg/m?) com média de
idade de 38 anos para todas as mulheres, 44 anos (DP: 9,3; Amplitude: 28-57) para
as mulheres obesas do grupo caso e 33 anos (DP: 12,04; Amplitude:22-66) para as
mulheres eutrdéficas do grupo controle.

No presente estudo as variaveis foram agrupadas em 9 Secbes, com
resultados descritivos representados nas tabelas de 1 a 9, que representam a
subcategorizacdo das variaveis independentes, para determinacdo do perfil da
populacao estudada.

O grupo das mulheres obesas, foi caracterizado pela maioria de cor preta,
parda ou indigena (70%), onde as moléstias atuais associadas mais frequentes
foram hipertensédo (30%), dispneia (35%), constipacdo (35%), refluxo (35%) e
alteracdo menstrual (55%). A maioria das mulheres nasceram de parto normal
(75%), foram amamentadas (90%), ja tiveram filhos (70%) e foram classificadas
como fisicamente ativas (60%). Além disso, 13 (65%) das mulheres do grupo caso
referiram fazer trés ou mais refeicbes por dia. Em relagdo ao grupo das mulheres
eutroficas, esse foi caracterizado pela maioria de cor branca ou amarela (55%), onde
as moléstias atuais associadas mais frequentes foram hipercolesterolemia (5%),
dispneia (5%), gastrite (15%) e constipacdo (20%). Metade das mulheres nasceram
de parto normal (50%) e foram amamentadas (85%), enquanto 2 (10%) tiveram
filhos e 9 (55%) foram classificadas como fisicamente ativas. Assim, como 0 grupo
caso, 13 (65%) das mulheres do grupo controle, referiram fracionar sua refeicdo em
trés ou mais por dia.

Além disso, observa-se com base nos resultados estatisticos que houve
variacdo significativa na comparacdo das variaveis relacionadas ao perfil da
populacdo estudada. Em relagcdo a Secdo 1: Histéria Clinica, foram encontradas
variacdes significativas para as variaveis associadas ao trato gastrintestinal:
flatuléncia (p=0,008), refluxo (p=0,018), azia (p=0,008) e para as Vvariaveis
associadas a Moléstia atual: hipertensdo (p=0,008), dispnéia (p=0,008) e alteracao

menstrual (p=0,000). Em relacdo a Secdo 4: Historia Obstétrica, foi encontrada



72

variagcdo significativa para a variavel gestacdo (p=0,000). Para a Secdo 5: Historia

ginecoldgica, observou-se variacao estatistica para a varidvel menopausa (p=0,038).

Tabela 1 — Determinagdo do perfil da populacdo estudada referente a Secdo 1:
Dados socioeconémicos. Sao Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Caso Grupo Controle IC 95% pP*

n (%) n (%)
Raca/cor
Preta/Parda/Indigena 14 (70%) 9 (45%) 0,09-1,28 0,110
Branca/Amarela 6 (30%) 11 (55%)
Escolaridade
< Ensino Médio 1 (5%) 0 (0%) 0,96-1,28 0,147
= Ensino Médio 19(95%) 20 (100%)
Relacédo Estéavel
Sim 11 (55%) 10 (50%) 0,23-2,83 0,752
Nao 9 (45%) 10 (50%)
Renda familiar
< 2 salarios minimos? 9 (45%) 5 (25%) 0,10-1,55 0,185
= 2 salarios minimos? 11 (55%) 15 (75 %)

Nota: n= 20 mulheres.2 — Considerou-se como valor de Salario Minimo (R$ 678,00). *— Significancia

estatistica quando p-valor < 0,05

Tabela 2 — Determinagcdo do perfil da populacdo estudada referente a Secao 2:
Historia Familiar. Sdo Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Caso Grupo Controle IC 95% pP*
n (%) n (%)
Familia hipertensédo
Sim 17 (85%) 12 (60%) 0,06-1,20 0,077
Nao 3 (15%) 8 (40%)
Familia diabetes?
Sim 12 (60%) 8 (40%) 0,13-1,57 0,206
N&o 8 (40%) 12 (60%)
Familia obesidade?
Sim 13 (65%) 7 (35%) 0,07-1,06 0,058
N&o 7(35%) 13 (65%)
Familia hipercolesterolemia?
Sim 11 (55%) 12 (60%) 0,35-4,30 0,749
Nao 9 (45%) 8 (40%)
Familia Doencas
Cardio-vasculares (DCV)2
Sim 10 (50%) 10 (50%) 0,29-3,45 1,000
Nao 10 (50%) 10 (50%)

Nota: n= 20 mulheres. 2 — Referente a parentes de primeiro grau paternos e maternos; além de
irméos. *- Significancia estatistica quando p-valor < 0,05.
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Tabela 3 — Determinacdo do perfil da populacdo estudada referente a Secao 3:

Histéria Clinica. Sdo Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Caso Grupo Controle IC 95% p*

n (%) n (%)
TGI constipagao?
Sim 7 (35%) 2 (10%) 0,03-1,15 0,058
Nao 13 (65%) 18 (90%)
TGl flatuléncia®
Sim 6 (30%) 0 (0%) 1,07-1,90 0,008*
Nao 14 (70%) 20 (100%)
TGl refluxo?
Sim 7 (35%) 1 (5%) 0,01-0,89 0,018*
N&o 13 (65%) 19 (95%)
TGl azia?
Sim 6 (30%) 0 (0%) 1,07-1,90 0,008*
N&o 14 (70%) 20 (100%)
TGl ulcera®
Sim 1 (5%) 0 00%) 0,95-1,16 0,311
N&o 19 (95%) 20 (100%)
TGI gastrite?
Sim 2 (10%) 3 (15%) 0,23-10,7 0,633
Nao 18 (90%) 17 (85%)
TGI nduseas?
Sim 3 (15%) 1 (5%) 0,02-3,14 0,292
Nao 17(85%) 19 (95%)
TGI vOmitos?
Sim 1 (5%) 0 (0%) 0,95-1,16 0,311
Nao 19 (95%) 20 (100%)
TGl diarréia?
Sim 0 (0%) 0 (0%) > *
N&o 20(100%) 20 (100%)
Moléstia atual: hipertenséo?
Sim 6 (30%) 0 (0%) 1,07-1,90 0,008*
N&o 14 (70%) 20 (100%)
Moléstia atual: diabetes?
Sim 0 (0%) 0 (0%) ** **
Nao 20 (100%) 20 (100%)
Moléstia atual: hipercolesterolemia?
Sim 5 (25%) 1 (5%) 0,01-1,50 0,077
N&o 15 (75%) 19 (95%)
Moléstia atual: DCV?
Sim 2 (10%) 0 (0%) 0,96-1,28 0,147
Nao 18 (90%) 20 (100%)
Moléstia atual: Dispnéia?
Sim 7 (35%) 1 (5%) 0,01-0,89 0,018*
N&o 13 (65%) 19 (95%)
Moléstia atual: alteragao menstrual?®
Sim 11 (55%) 0 (0%) 1,36-3,60 0,000*
N&o 9 (45%) 20 (100%)
Uso de laxantes?
Sim 3 (15%) 0 (0%) 0,97-1,41 0,072
Nao 17 (85%) 20 (100%)

Nota: n=20 mulheres. - Histdrico clinico das pacientes em relacédo a alteragbes gastrintestinais, moléstia atual e

uso de laxantes.**- Diferenca estatistica ndo computada, pois a variavel € uma constante.
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Tabela 4 — Determinacdo do perfil da populacdo estudada referente a Secéo 4.

Histoéria Obstétrica. Sao Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Caso Grupo controle IC 95% p*

n (%) n (%)
Nascimento por parto cesarea?
Sim 5 (25%) 10 (50%) 0,78-11,44 0,102
Nao 15(75%) 10 (50%)
Nascimento por parto normal?
Sim 15 (75%) 10 (50%) 0,08-1,27 0,102
Nao 5 (25%) 10 (50%)
Foi amamentada?
Sim 18 (90%) 17 (85%) 0,09-4,24 0,633
Nao 2 (30%) 3 (15%)
Teve alguma gestacao?
Sim 14 (70%) 2 (10%) 0,008-0,273 0,000*
N&o 6 (30%) 18 (90%)
Sofreu algum aborto?
Sim 2 (10%) 2 (10%) 0,96-1,28 0,147
Nao 18 (90%) 18 (90%)

Nota: n= 20 mulheres. 2 Foram considerados aspectos relacionados as pacientes em seu
nascimento e na maternidade *— Significancia estatistica quando p-valor < 0,05
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Tabela 5 — Determinacdo do perfil da populacdo estudada referente a Secéo 5:
Histéria Ginecoldgica. Sao Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Caso  Grupo Controle IC 95% p*
n (%) n (%)
Menopausa
Sim 9 (45%) 3 (15%) 0,04-0,97 0,038*
Nao 11(55%) 17 (85%)
Usou ou esta usando
contraceptivo
sim 16 (80%) 16 (80%) 0.21-470 1,000
Nao 4 (20%) 14 (20%)
Contraceptivo hormonal
Sim 13 (65%) 15 (75%) 0,41-6,33 0,490
Nao 7 (35%) 5 (25%)
Contraceptivo ndo hormonal
Sim 3 (15%) 1 (5%) 0,02-3,14 0,292
Nao 17(85%) 19 (95%)
Idade que comecou a ingerir 2 22
anos?
Sim 10 (50%) 6 (30%) 011-1,56 0,197
Nao 10 (50%) 14 (70%)
Idade que comecgou a ingerir < 22
anos? 2 (10%) 2 (10%) i
Sim 18 (90%) 18 (90%) 063853 0197
N&o

Nota: n= 20 mulheres. 2- Idade média em que todas as mulheres estudadas comegaram a ingerir

contraceptivo: 22 anos. *— Significancia estatistica quando p-valor < 0,005.

Tabela 6 — Determinacdo do perfil da populacdo estudada referente a Secéo 6:
Consumo atual de tabaco. Séo Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Caso Grupo Controle IC 95% p*
n (%) n (%)
Consumo atual de tabaco
Sim 4 (20%) 1 (5%) 0,02-2,07 0,151
Nao 16 (80%) 19 (95%)
Ja consumiu tabaco
Sim 5 (25%) 5 (25%) 0,23-4,18 1,000
Nao 15 (75%) 15 (75%)

Nota: n= 20 mulheres. *- Significancia estatistica quando p-valor < 0,05.
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Tabela 7 — Determinacdo do perfil da populacdo estudada referente a Secéo 7:
Consumo atual de alcool. Sdo Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Caso Grupo Controle IC 95% p*
n (%) n (%)
Consumo atual de alcool
Sim 8 (40%) 11 (55%) 0,52-6,43 0,342
Nao 12 (60%) 9 (45%)

Nota: n= 20 mulheres. *— SignificaAncia estatistica quando p-valor < 0,05.

Tabela 8 — Tabela de determinacdo do perfil da populacdo estudada referente a
Secdao 8: Atividade Fisica (IPAQ verséo curta). Sdo Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Caso Grupo Controle IC 95% p*
n (%)
Nivel de atividade fisica
Ativa? 12 (60%) 9 (45%) 0,15-1,91 0,342
Irregularmente ativa® 8 (40%) 11 (55%)

Nota: n= 20 mulheres. - Para a classificagcdo, foi utilizado o IPAQ (International Physical Activity
Questionnaire) versdo curta. Irregularmente ativa: Irregularmente ativa A e B. *— SignificAncia
estatistica quando p-valor < 0,05
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Tabela 9 — Tabela de determinacdo do perfil da populacdo estudada referente a
Secdo 9: Mudancas recentes nos habitos alimentares. Sado Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Caso Grupo IC 95% p*
n (%) Controle
n (%)
Mudou habitos alimentares recentemente
Sim 7 (35%) 3 (15%) 0,07-1,51 0,144
Nao 13 (65%) 17 (85%)

Mudou habitos alimentares recentemente

para perda de peso

Sim 7 (35%) 3 (15%)
N&o 13 (65%) 17 (85%)

0,07-1,51 0,144

Mudou habitos alimentares recentemente para dieta
vegetariana ou restricdo de consumo carne

Sim 0(0%) 0(0%)

N&o 20(100) 20(100%)

Mudou habitos alimentares recentemente

restricéo de consumo sal - .
Sim 0(0%) 0(0%)

Nao 20(100%) 20(100%)

Mudou habitos alimentares recentemente

para reducédo do colesterol - .
Sim 0(0%) 0(0%)

N&o 20(100%) 20(100%)

2 refeicoes/dia®

Sim 13(65%) 14(70%) 0,33-4,73 0,736
N&o 7(35%) 6(30%)

<refei¢cOes/dia?

Sim 7(35%) 7(35%) 0,27-3,66 1,000
N&o 13(65%) 13(65%)

Desjejum diariamente

Sim 13 (35%) 16 (80%) 0,51-9,00 0,288
N&o 7(65%) 4 (20%)

Costuma beliscar entre as refeicfes

Sim 11 (55%) 12 (60%) 0,35-4,30 0,749
Nao 9 (45%) 8 (40%)

Costuma ingerir liquidos durante as refei¢cbes

Sim 16 (80%) 12 (60%) 0,09-1,54 0,168
Nao 4 (20%) 8 (40%)

Costuma fazer refei¢cBes fora de casa

Sim 12 (60%) 19 (95%) 1,12-93,3 0,018
N&o 8 (40%) 1 (5%)

Nota: n= 20 mulheres. 2~ Média de refeicdes diarias: 3 refeicbes. **- Diferenca estatistica ndo

computada, pois a variavel é uma constante. *— SignificAncia estatistica quando p-valor < 0,05.
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5.2 Determinacao do estado nutricional

5.2.1 Avaliagédo qualitativa do consumo alimentar

Na Tabela 10 (apéndice) encontra-se a participacao dos alimentos nos grupos
e médias de consumo diario dos alimentos pela populacédo estudada. Os alimentos
mais consumidos e que apresentaram frequéncia diaria de uma vez ao dia ou mais
em relacdo ao grupo caso foram feijdo, arroz, alface, tomate e Oleo, azeite ou
vinagre para tempero de salada. Em relacdo ao grupo controle os que apresentaram
consumo diario de uma vez ou mais foram arroz e péao francés, pdo de forma,
integral, pao doce ou torrada.

O percentual de consumo dos 16 grupos alimentares identificados, derivados
do QFA (Tabela 11) em relagédo ao grupo caso, que foram consumidos por 80% ou
mais da populacédo, foram massas; carne vermelha e ovos; embutidos; carne branca;
cereais, raizes e tubérculos; hortalicas e frutas. No mesmo grupo populacional, os
grupos alimentares de menor consumo foram bebida alcodlica; leite e derivados e
preparagcdes, com percentuais de consumo de 30%, 49,3% e 52,5%,
respectivamente. Os grupos que apresentaram consumo intermediario foram
Infusdo; Oleos e gorduras; aclcar e doces; lanches; leguminosas e alimentos
industrializados, com percentuais de consumo de 60%, 61,6%, 65%, 78,3%, 78,3% e
79%, respectivamente. No grupo controle, 0os grupos alimentares que apresentaram
consumo de 80% ou mais da populacdo foram massa; carne vermelha e ovos; carne
branca; cereais, raizes e tubérculos; hortalicas; lanches e acucar e doces. Ainda
nesse grupo populacional, os grupos alimentares de menor consumo assim como no
grupo caso, foram bebida alcodlica, preparacdes e leite e derivados, com
percentuais de consumo de 45%, 45% e 48,6% respectivamente. Os grupos que
apresentaram consumo intermediario foram 6leos e gorduras, Infusdo, alimentos
embutidos, leguminosas, alimentos industrializados e frutas com percentuais de
consumo de 61,6%, 65%, 65%, 65%, 65,7%, 73,1%, respectivamente.
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Tabela 11 - Definicdo dos grupos alimentares derivados do Questionario de
Frequéncia Alimentar (QFA) e percentual de consumo da populagédo estudada. Sao
Paulo, SP, 2013-2014.

Grupo Grupo % Consumo Alimentos
Alimentar
Caso 90 ~ =
Macarrdo com molho sem carne, macarrdo com molho com
Massas
Controle 91.6 carne, lasanha, nhoque, pizza e panqueca.
Caso Sopas, polenta cozida ou frita.
Preparacéao 52,5
Controle 45
Carne vermelha e Caso 88,8 Carne bovina. Carne de porco, carne de sol, bacon e ovo.
ovos Controle 81,3
Embutidos Caso 82,5 Linguica e embutidos (presunto, mortadela, salsicha).
Controle 65
Caso 97,5 Frango, peixe e frutos do mar.
Carne branca
Controle 95
Caso 49.3 Leite integral, leite desnatado, leite semi-desnatado, iogurte
Leite e derivados Controle 48.6 natural, iogurte com frutas, queijo mussarela, queijo prato,
, g
parmesdao, provolone, queijo minas e ricota.
Caso 78,3 Feijdo, lentilha, ervilha seca, grdo de bico, soja, feijoada,
Leguminosas Cornirole o5 feijdo tropeiro.
Caso 813 Arroz branco integral cozido com 6leo e temperos, batata frita,
mandioca frita, batata cozida, mandioca cozida, inhame, puré
Cereais, raizes e de batatas ou mandioca, farinha de mandioca, farofa, cuscuz,
tubérculos . . ~ N N L
Controle 88.7 tapioca, aveia, pao francés, pdo de forma, torrada, biscoito
sem recheio doce e salgado, biscoito recheado, biscoito
amanteigado, waffer, bolo simples, bolo recheado.
Caso 96,4 Alface, tomate, cenoura, outros legumes (abobrinha, berinjela,
Hortalicas chuchu, pepino), outras verduras cruas (acelga, racula,
¢ Controle 92,6 agrido), outras verduras cozidas (acelga, espinafre, escarola,
couve), brécolis, couve-flor e repolho.
Caso 82,5 Laranja, mexerica, abacaxi, banana, maca, péra, melado,
Frutas Controle 731 melancia, maméo, goiaba, abacate, suco natural.
Maionese, condimentos, molho para salada, paté, chantilly,
Industrializados Caso 79 suco industrializado, refrigerante comum, diet e light,
Controle 65,7 hamburguer, nuggets, almondegas.
~ Caso 60 Ché e café sem agucar, cha e café com agucar.
Infuséo
Controle 65
. - Caso 30 Cerveja.
Bebida alcodlica
Controle 45
) Caso 61,6 Oleo, azeite, vinagre, manteiga ou margarina comum,
Oleos e gorduras Controle 516 manteiga ou margarina light.
Caso 78,3 Salgados fritos, salgados assados, sanduiche.
Lanches
Controle 83,3
Acucar e doces Caso 65 Chocolate, bombom, brigadeiro, chocolate em po,
Controle 88,8 sobremesas, doces, tortas e pudins, agucar, mel, geléia
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Todos os individuos da pesquisa foram avaliados quanto a ingestdo dietética.
Os dados dietéticos obtidos foram traduzidos em energia, macro e micronutrientes
(Tabela 12). Observa-se com base nos resultados estatisticos que ndo houve
variacdo significativa no consumo alimentar das mulheres estudadas, tendo sido
semelhante entre os grupos caso e controle. Além disso, ao realizar-se o teste t,
comparando as meédias de consumo dos macronutrientes carboidratos, proteinas,
lipidios e fibras com as variaveis desfecho (mulheres obesas x mulheres eutroéficas),
também nao foram observadas associacdes estatisticamente significantes.

Analisando a razdo de ingestdo quilocalorias/quilograma de peso corporal
tem-se que o grupo caso teve média de ingestao energética de 19,9 kcal/kg/dia, e o
grupo controle 27,9 kcal/kg/dia (Tabela 13). O grupo controle, evidenciou consumo
compativel para a manutencdo do seu peso (faixa de recomendacdo: 25-30
kcal/kg/dia), enquanto o grupo caso apresentou um nivel médio de ingestdo abaixo
do valor de manutencdo, a ingestdo energética foi 20,4% menor do que a
recomendacao, considerando-se o limite inferior de 25 kcal/kg/dia.

Outra razao de ingestao, gramas de proteinas/quilograma de peso corporal, é
utilizada para célculo e recomendacéo de consumo protéico sem prejuizo da fungéo
renal (recomendacédo de ingestdo: 0,6 a 0,8 g de proteinas/kg de peso/dia). O grupo
controle, apresentou ingestao protéica acima do recomendado, 1,2 g de proteinas/kg
de peso/dia, enquanto o grupo caso, apresentou um nivel médio de consumo
compativel com a recomendacéo, 0,78 g de proteinas/kg de peso/dia apresentando-

se no limite maximo preconizado (Tabela 13).
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Tabela 12 — Analise de consumo de energia e nutrientes da populacdo estudada.

Sao Paulo, SP, 2013-2014.

Variaveis Grupo Média Desvio IC 95% p*
de consumo Padréo
Energia/dia Caso 1857,1 936,22 (1374.01 — 2058.69) -
(kcal) Controle 1692 983,34 (1204.38 — 2178.22) .
(167.06 — 257.87)
. . Caso 243,45 168,26
Carboidrato/dia (g) 0.90
Controle 207,85 109,97 (154.02 — 262.94)
Caso
Gordura total/dia 65,8 27,6 (52.05 — 79.26) 0.86
©) '
Controle 62,7 47,14 (39.98 — 86.73)
Gordura Caso 7.95 —
polinsaturada/dia ' 4,16 (17— 937) 0.48
(9) Controle 8,5 6,75 (5.75 — 12.37)
9
Gordura Caso 20,6 9,25 (16.40 — 25.53)
monoinsaturada/dia 0.59
(@) Controle 18,2 15,98 (10.77 = 26.51)
Caso 21,85 —
Gordura 11,49 (16.70 — 28.08) o
saturada/dia (g) Controle 20,4 16,98 (12.39 — 29.24) '
Caso 73,55 35,08 —
Proteina/dia (g) (031~ 89.09) 0.91
Controle 72,85 49,85 (49.14 — 98.49) '
Caso 16,8 9,02 12.47 — 19.53
Fibra total/dia (g) ( ) 0.27
Controle 12,65 7,65 (9.44 —16.99) '
Caso 4 3,32 2.73—5.63
Fibra soluvel/dia (g) ( ) 0.29
Controle 2,85 23 (2.15—4.37)
Fibra insoltvel/dia Caso 5,6 3,91 (4.04 —7.03) X
(@) Controle 3,95 2,32 (3.38 — 5.62) 0-25
Caso 236,35 139,65 (171.27 — 308.77)
Colesterol/dia () 0.77
Controle 261,05 267,90 (127.80 — 393.13) '
Caso 958,85 555,38 704.51 — 1249.04
Vitamina A/dia (Ul) ( ) 0.55
Controle 872 470,33 (642.31 — 1108.01) '
Caso 210,5 188,57 110.25 — 291.52
Vitamina C/dia (mg) ( ) 0.11
Controle 120,35 87,52 (79.36 — 165.65) '
Vitamina B1/dia Caso 13 1,17 (1.31— 2.04)
(mg) Controle 1,3 1,66 (1.04 — 2.60) 072
Vitamina B2/dia Caso 0,8 0,83 (1.07 — 1.74)
(mg) Controle 1,05 0,89 0.79

(1.03 —1.93)
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Tabela 12 — Analise de consumo de energia e nutrientes da populacdo estudada.

Sao Paulo, SP, 2013-2014.

(Continuacéao)

L Média Desvio IC 95% p*
Variaveis Grupo ~
de consumo Padréao
Vitamina Caso 1,10 1,02 (1.21—1.97)
Bé/dia (ug) Controle 1,05 0,88 (1.10 — 1.97) 0-85
Vitamina Caso 3.8 2,53 (3.09 — 5.62)
B12/dia (ug) Controle 3,85 2,85 (3.02 —5.78) 0.96
Vitamina D/dia Caso 915 16,20 (2.11 — 18.03) -
(mg) Controle 23 33,57 (7.33 — 40.61) '
Niacina/dia Caso 19 10,05 (14.02 — 21.91) e
m .
(mg) Controle 19,3 13,03 (13.39 — 26.41)
Caso
177.58 — 283.51
Folato/dia (mg) 240,10 116,21 ( : 0.54
Controle 204,95 121,17 (147.08 — 266.84)
Acido Caso 3,5 —
pantoténico/dia . 2,16 (2.92 — 443)
0.74
(mg) Controle 2,9 2,51 (2.20 — 4.69)
VitaminaE/dia Caso 11,55 6,51 (8.94 — 13.09) 0.7
(mg) Controle 9,9 6,25 (7.38 — 13.68) i
Caso 54,7 49,84 32.06 — 80.98
lodo/dia (mg) ( ) 0.49
Controle 45,15 36,74 (28.14 — 64.39)
Caso 2302,85 1597,24 (1558.16 — 2462.61)
Sdédio/dia (mg) 0.99
Controle 2017,15 1482,54 (1276.47 — 2744.46) '
Caso 690,45 423,53 476.27 — 895.02
Célcio/dia (mg) ( ) 0.68
Controle 626,45 339,92 (463.73 — 799.73) '
Magnésio/dia Caso 232,5 103,39 (17818 - 25995) 0.44
(mg) Controle 1947 94,52 (148.88 — 242 55) '
Caso 8,5 5,23 6.17 —11.15
Zinco/dia (mg) ( ) 0.86
Controle 7.8 4,76 (6.03 — 10.68) '
Manganés/dia Caso 6 8,5 (2.06 — 10.45)
(mg) Controle 10,95 20,19 (1.48 — 14.46) 064
Potassio/dia Caso 2719,55 1170,73 (2084.08 — 3131.423) 02
(mg) Controle 2206,85 1158,74 (1644.15 — 2790.85) '
Fosforo/dia Caso 975,4 441,88 (736.98 — 1151.535) 086
(mg) Controle 908,5 569,39 (633.79 — 1196.89) '
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Tabela 12 — Analise de consumo de energia e nutrientes da populacdo estudada.

Sao Paulo, SP, 2013-2014.

(Continuacéao)

L Média Desvio IC 95% pP*
Variaveis Grupo ~
de consumo Padréo
(9.96 — 15.38)
Caso 13,7 8,59
Ferro/dia (mg) 0.69
Controle 11,45 6,16 (8.85 — 14.92)
Caso 1 0, 917 1—1.67
Cobre/dia (mg) ( ) 0.90
Controle 0,85 1,09 (0.94 — 1.67) '
Caso 334,75 218,54 (232.51 — 447.77)
Selénio/dia (ug) 0.68
Controle 400 584,4 (111.79 — 690.57)

Nota: *significancia estatistica quando p-valor < 0,05

Tabela 13 — Comparacdo das variaveis dietéticas relacionadas as razbes de
ingestdo e Valor Energético Total (VET) da populacdo estudada. Sao Paulo, SP,

2013-2014.

Variaveis Grupo Grupo
Caso controle
Energia (Kcal) 1857,1 1692
Kcal/kg/dia 19,9 27,9
Carboidrato (g) 243,45 207,85
Carboidrato (%VET) 52,41 49,13
Proteina (g) 73,55 72,85
Grama de 0,78 1,2
proteina/kg/dia
Proteina (%VET) 15,84 17,22
Lipideo (g) 65,8 62,7
Lipideo (% VET) 31,88 33,35
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A partir de dados de média de ingestdo de macronutrientes, comparou-se a
porcentagem que cada um deles, carboidratos, proteinas e lipideos (Tabela 13),
representa no Valor Energético total (VET) ingerido, com o intervalo de
balanceamento dietético proposto pelas Dietary References Intake (DRI). Assim,
tem-se que 0s grupos caso e controle balancearam suas dietas conforme o intervalo
de distribuicdo energética recomendado, visualizado na figura 5. Em relagdo ao
consumo de fibras, foi observado que ambos 0s grupos apresentaram um consumo
inferior ao Adequate Intake (Al), com consumo de 16,8% e 12,65% para 0S grupos
caso e controle, respectivamente. Em relacdo ao consumo de lipidios, o consumo de
gordura saturada, mostrou-se maior que os 7% recomendado pela Sociedade
Brasileira de Cardiologia (2007) em consonancia com a National Heart Lung e Blood
Institute dos Estados Unidos, tanto no grupo caso, quanto no grupo controle, de
10,58% e 10,85%, respectivamente.

Figura 5 — Comparacdo entre as médias de consumo de macronutrientes dos
Grupos Caso e Controle com a Faixa de Distribuicdo Aceitavel de macronutrientes
(AMDR/DRI), e Al (Adequate Intake) para a faixa etaria de 20 a 70 anos. S&o Paulo,
SP, 2013-2014.
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Legenda - A recomendacédo de consumo de macronutrientes para tal faixa etaria é
para Carboidratos: 45 a 65% do VET (Valor Energético Total); Proteinas: 10 a 35%
do VET; Lipideos: 20 a 35% do VET e Fibras: 21 a 26 gramas/dia.
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A comparacdo da média da ingestdo das vitaminas A, C, E e folato, dos
grupos caso e controle com as recomendacdes de ingestdo mostrou que a média de
consumo dos grupos foi semelhante e de acordo com a recomendacao, exceto para
folato e vitamina E, em que ambos 0s grupos mostraram médias de ingestao abaixo

do recomendado (Figura 6).

Figura 6 — Comparagédo entre as médias de consumo das Vitaminas A, C, E e folato
dos Grupos Caso e Controle com a Faixa de Distribuicdo Aceitavel de
macronutrientes (AMDR/DRI), e Al (Adequate Intake) para a faixa etaria de 20 a 70
anos. Séo Paulo, SP, 2013-2014.
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A comparacdo da média das ingestbes das Vitaminas B1l, B2, B6, B12, D,
Niacina e Acido pantoténico dos grupos caso e controle com as recomendacdes de
ingestdo demonstrou que a média de consumo em relacdo as vitaminas B1 e B12,
estavam acima do recomendado nos dois grupos. As vitaminas B6 e acido
pantoténico apresentaram ingestdo inferior ao preconizado nos grupos caso e
controle. Ambos 0s grupos estudados apresentaram consumo em concordancia com
as recomendacbes em relagcdo a niacina. No entanto, as vitaminas B2 e D
apresentaram consumo pelo grupo caso, inferior enquanto o0 grupo controle

apresentou-se de acordo com a recomendacéo (Figura 7).
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Figura 7 — Comparacédo entre as médias de consumo das Vitaminas B1, B2, B6.
B12, D, Niacina e Acido pantoténico dos Grupos Caso e Controle com a Faixa de
Distribuicdo Aceitavel de macronutrientes (AMDR/DRI),e Al (Adequate Intake) para a
faixa etaria de 20 a 70 anos. Sdo Paulo, SP, 2013-2014.
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Para os minerais fosforo e selénio, a ingestdo dos grupos Caso e Controle
também foi adequada. Exceto para iodo, calcio e magnésio que tiveram a ingestéo
menor que a recomendacdo, e o cobre que apresentou uma ingestao inferior ao
preconizado no grupo controle enquanto o grupo caso demonstrou uma ingestao

adequada, dentro dos limites de recomendacéao (Figura 8).
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Figura 8 — Comparacao entre as médias de consumo de Sais Minerais dos Grupos
Caso e Controle com a Faixa de Distribuicdo Aceitavel de macronutrientes
(AMDR/DRI),e Al (Adequate Intake) para a faixa etaria de 20 a 70 anos. Séao Paulo,
SP, 2013-2014.
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Para os minerais e nutrientes sédio, manganés e potassio, a ingestdo dos
grupos Caso e Controle foi adequada. Exceto para ferro que apresentou ingestao
menor que a recomendacao, e 0 zinco que apresentou ingestdo um pouco inferior ao
preconizado no grupo controle enquanto o grupo caso demonstrou ingestao

adequada, dentro dos limites de recomendacéo (Figura 9).

Figura 9 — Comparacgéo entre as médias de consumo de Sais Minerais e outros
nutrientes dos Grupos Caso e Controle com a Faixa de Distribuicdo Aceitavel de
macronutrientes (AMDR/DRI),e Al (Adequate Intake) para a faixa etaria de 20 a 70
anos. Séo Paulo, SP, 2013-2014.
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5.2.2 Avaliagdo antropométrica do estado nutricional

Os resultados da avaliacdo antropométrica estdo apresentados na tabela 14.
Foi observado que as mulheres estudadas do grupo caso apresentaram média de
IMC (indice de massa corporal) de 36,5 kg/m? (DP: 4,41; Amplitude: 30,6-44,9). Ao
classificar as pacientes em classes de obesidade de acordo com o0s critérios
determinados pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude) (1995), verificou-se que
nove (45%) das mulheres apresentam obesidade grau | (IMC 30-34,99 kg/m?), sete
(35%) apresentam obesidade grau Il (IMC 35-39,99 kg/m?) e quatro (20%) das
mulheres apresentam obesidade grau Ill (IMC = 40 kg/m?). As mulheres do grupo
controle apresentaram IMC médio de 22,4 kg/m? (DP: 2,04; Amplitude: 18,8-24,9).

Em relacédo ao percentual de gordura, observou-se a média de 45,35% (DP:
5,18; Amplitude: 35,4-53,4) de gordura corporal no grupo caso e 30,04% (DP: 6,71,
Amplitude: 11,3-40,4) no grupo controle indicando, um excesso de gordura corporal
em ambos os grupos de acordo com LOHMAN (1992). Em relagcdo a essa
classificagcdo, no grupo caso todas as mulheres apresentam riscos de doencas
associadas a obesidade, apresentando um percentual de gordura corporal maior que
32%. Das mulheres do grupo controle, 2 (10%) apresentaram-se abaixo da média, 1
(5%) na média, 8 (40%) acima da média e 9 (45%) apresentaram risco de
desenvolvimento de doencgas relacionadas com a obesidade.

A avaliacdo da Razdo cintura-quadril (RCQ), importante indicador de
obesidade central. Comparando-se os resultados obtidos com o ponto de corte
recomendado pela OMS (Organizacdao Mundial de Saude, 1995), de 0,85 para
mulheres, observou-se que todas as pacientes avaliadas do grupo caso apresentam-
se acima do recomendado com a média de RCQ de 0,99 (DP: 0,074; Amplitude:
0,87-1,19), enquanto as mulheres do grupo controle apresentaram uma razdo média
de 0,83 (DP: 0,047; Amplitude: 0,77-0,96), onde sete (35%) mulheres apresentaram
a RCQ acima do valor referéncia preconizado pela OMS. No entanto, ao avaliar a
Razdao cintura quadril de acordo com os pontos de corte propostos por LOHMAN et
al (1988), em relagdo ao risco de desenvolvimento de doengas associadas a
Sindrome Metabodlica (Doencas cardiovasculares, hipertensédo, dislipidemia e
alteracdo no metabolismo de carboidratos) os resultados demonstraram que em
relacdo ao grupo caso 18 (90%) das mulheres apresentaram alto risco para o

desenvolvimento dessas doencas, enquanto 2 (10%) apresentaram risco moderado.
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Em relagc&o ao grupo controle, foi observado que 3 (15%) ndo apresentaram riscos,

13 (65%) apresentaram baixo risco, 1(5%) apresentou risco moderado e 3 (15%),

apresentaram alto risco para o desenvolvimento dessas doencas.

Tabela 14 — Comparacéo de variaveis antropométricas da populagéo estudada.

Variaveis Grupo Média Desvio Minimo Méaximo
Padréao
Peso (kg) Caso 93,29 10,5 75,74 107,5
Controle 60,54 7,87 45,75 74,22
Estatura (m?) Caso 1,60 0,07 1,49 1,72
Controle 1,64 0,07 1,51 1,8
IMC (Kg/m?) Caso 36,45 4,52 30,6 44,9
Controle 22,41 2,04 18,8 24,9
Raz&o cintura- Caso 0,99 0,07 0,88 1,19
quadril (RCQ) 0.96
Controle 0,83 0,05 0,77 !
Gordura Caso
corporal total 45,35 5,19 35,4 53,1
(%)
Controle 30,035 6.71 11,3 40,4
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5.3 Determinac¢édo da microbiota intestinal

5.3.1 Padronizagéo de reagcdo de PCR quantitativo (qPCR) por meio de TagMan
para a detecgdo de Mollicutes
Pela gPCR quantificou-se carga de Mollicutes representadas por unidades
formadoras de colonias (UFC/ul) nas amostras de fezes. O ensaio de gPCR
demonstrou eficiéncia de reacdo de E= 103,3% (r’= 0,95). A sensibilidade do teste
foi de deteccdo de no minimo dez copias de genomal/reacdo quando utilizados os

padrées de numero de copias de DNA gendmico diluido (Figura 10).

Figura 10 — Curva-padréo gerada a partir dos pontos de Ct obtidos com o gréfico de
amplificacdo de diluicbes seriadas do controle positivo Mycoplasma hominis
calculado pelo software StepOne 2.1 (Applied Biosystems, Life Technologies
Corporation). Sado Paulo, SP, 2013-2014.

Standard Curve

Quantity

A repetibilidade testada por meio dos testes intra-ensaio e inter-ensaio da
gPCR esta apresentada na tabela 15. O ensaio foi especifico para Mollicutes, ndo
tendo sido visualizada amplificacdo dos controles microbianos de outros micro-
organismos utilizados.
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Tabela 15 — Repetibilidade intra-ensaio e inter-ensaio da gPCR para Mollicutes. S&o

Paulo, SP, 2013-2014.

N° de coOpias do

Repetibilidade intra-ensaio

Repetibilidade inter-ensaio

Genoma
Genoma bacteriano diluido Genoma bacteriano diluido
em 1x TE em 1x TE

Ponto médio de corte cvVv Ponto médio de corte cvVv

(C: + SD) (%) (C: + SD) (%)
10 35.37 £0.15 0.45 34.94 + 0.45 1.29
102 34.25+0.17 0.50 33.79+ 0.29 0.87
108 30.99 +0.21 0.70 30.74 £ 0.39 1.28
104 27.39+£0.23 0.84 27.39 £ 0.38 1.42
10° 23.56 £ 0.12 0.54 22.91+ 0.25 1.10
106 18.74 + 0.66 3.52 19.15+0.77 4.03

CV, coeficiente de variacao.

A PCR genérica para Mollicutes foi positiva em 17 (85%) das amostras

clinicas do grupo caso e 8 (40%) das amostras do grupo controle obtidas. No

entanto, nem todas as amostras positivas em cPCR para Mollicutes foram positivas

em gPCR, 13 (65%) das amostras do grupo caso e trés (15%) do grupo controle

foram positivas em qPCR (Tabela 16).

Tabela 16 — Comparacao entre os resultados obtidos no teste de sensibilidade pelas
técnicas de PCR convencional e gPCR, para detec¢do de Mollicutes. Sdo Paulo, SP,

2013-2014.
Grupo PCR convencional gPCR
Amostra

n (%) n (%)
Positiva2 Caso 17 (85%) 13 (65%)
NegativaP 3 (15%) 7 (35%)
Positiva2 Controle 8 (40%) 3 (15%)
NegativaP 12 (60%) 17 (85%)

Nota: n= 20 mulheres
aPositiva - Detecc¢éo de produto de DNA esperado
PNegativa - Auséncia de produto de DNA esperado.
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Por meio da PCR em tempo real foi possivel quantificar o DNA e
consequentemente a carga do microrganismo representada por unidades
formadoras de colbnias - ufc/pl nas amostras de fezes coletadas. Os resultados da
gPCR, demonstraram uma carga média de Mollicutes nas amostras de fezes
analisadas referentes ao grupo caso de 5,84 x 10° ufc/ul e de 1,56 ufc/pl referentes
ao grupo controle. Observa-se na figura 11, grafico de dispersdo referente as
cargas médias das amostras positivas, com deteccdes de aproximadamente 10! a
10® UFC/ml de Mollicutes. Contudo, as médias das dosagens, foram maiores nas
mulheres do grupo caso. E ap0s analise estatistica por Mann-Whitney foi possivel
observar diferenca estatisticamente significante para a espécie Mollicutes (p =
0,0023). Em seguida, foi testada através do teste de Odds Ratio, a associacao
epidemioldgica entre as variaveis desfecho (mulheres obesas x mulheres eutroficas)
e as variaveis Mollicutes (presenca X auséncia), tendo sido detectada uma
associacado positiva estatisticamente significante entre a presenca de Mollicutes e
mulheres obesas (O.R.= 11,5; I.C.= 2,42-55,4). Além disso, ao realizar-se o teste t,
comparando as médias de consumo dos macronutrientes carboidratos, proteinas,
lipidios e fibras com as varidveis Mollicutes (presenca x auséncia), ndo foram

observadas associag¢des estatisticamente significantes.

Figura 11 - Quantificacdo por gPCR, de Mollicutes (UFC/ul) a partir das amostras de
fezes, nos grupos caso e controle. Sado Paulo, SP, 2013-2014.
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Legenda — Concentracdo média de Mollicutes entre as mulheres do grupo caso (~5,84 x 10% UFC/
uL) e controle (~1,56 UFC/ uL) estudadas e positivas para Mollicutes pelo gPCR (**p-valor=0,0023).
Mediana e desvio padrdo, indicadas por linhas sélidas no grafico. Analise estatistica realizada por
Mann Whitney, assumindo p-valor < 0,05.
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5.3.2 Deteccdo de micro-organismos dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, além
de bactérias totais (Eubacterias) por PCR em tempo Real (qPCR)

Todas as amostras 40 (100%) foram positivas para Firmicutes e Bacteroidetes,
na qPCR tanto para o grupo caso como para o controle. Ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes para as cargas de Firmicutes, Bacteroidetes
e Bactérias totais entre as mulheres do grupo caso e controle. No entanto as cargas
meédias de Firmicutes e Eubactérias no grupo caso, foram maiores que no grupo
controle, enquanto Bacteroidetes apresentou uma maior carga no grupo controle. A
figura 12 representa os gréficos de dispersdo referentes as cargas médias das

amostras de fezes para esses micro-organismos.

Figura 12 - Quantificacdo por qPCR, de Firmicutes, Bacteroidetes e Eubacterias

(UFC/ul) a partir das amostras de fezes, nos grupos caso e controle. Sdo Paulo, SP,
2013-2014
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Legenda — (a) Concentragdo de Firmicutes (UFC/uL) entre as mulheres do grupo caso (~8,69 x 108
UFC/ul) e controle (~5,04 x 10* UFC/ul). (b) Concentracdo de Bacteroidetes (UFC/uL) entre as
mulheres do grupo caso (~8,79 x 108 UFC/ul) e controle (~1,46 x 10° UFC/ul). (c) Concentragdo de
Eubacterias (UFC/uL) entre as mulheres do grupo caso (~7,31 x 10%* UFC/ul) e controle (~6,19 x 10%!
UFC/ul). Mediana e amplitude interquartilica, indicadas por linhas sélidas no gréafico. Andlise
estatistica realizada por Mann Whitney, assumindo p-valor < 0,05.
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Com o intuito de verificar o percentual de micro-organismos da classe
Mollicutes frente a carga média de Firmicutes, foi realizada a analise do percentual
médio dos referidos micro-organismos, onde verificou-se que Mollicutes representam
4.24% do numero médio de Firmicutes detectados na qPCR especifica para o
mesmo nas amostras analisadas no grupo caso e 2,5 x 10“% no grupo controle
(Tabela 17).

Tabela 17 — Numero médio de copias e percentual dos grupos Mollicutes estudados
frente ao Filo Firmicutes na populagao estudada. Sao Paulo, SP, 2013-2014.

Grupo Firmicutes Mollicutes
Média copias/ g de Média copias/ g Ofp**
fezes* de fezes*
Caso 8,69x10*8 5,84x103 4,24
Controle 5,04x10% 1,6 2,5x10*

Nota: * Média de copias/grama de fezes
** Percentual de copias de Mollicutes em relagdo ao Filo Firmicutes

Os resultados da gPCR, demonstraram carga média de Bactérias totais
(Eubactérias) nas amostras de fezes analisadas do grupo caso (~7,31 x 10%* UFC/pl)
e controle (~6,19 x 10?1 UFC/ul). As andlises de percentual entre a carga média de
Bacteroidetes, Firmicutes e Mollicutes e a carga média de bactérias totais estdo

representadas na Tabela 18.
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Tabela 18 — Numero médio de coépias e percentual dos grupos de bacterianos
estudados frente as bactérias totais na populacdo estudada. S&o Paulo, SP, 2013-

2014.

Grupo Bactérias Firmicutes Bacteroidetes Mollicutes

totais
Média copias/ g de Média Ofp** Média Ofp** Média copias/ g 0fp**
fezes* copias/ g de copias/ g de de fezes*
fezes* fezes*
Caso 7,31x 10% 8,69x10'® 4,42x10° 8,79x10®  7,18x10? 5,84x103  2,8x 102
Controle 6,19x 102 5,04x10 1,71x10°  1,46x10° 6,24x10? 1,6 2,2x10"

Nota: * Média de cOpias/grama de fezes

** Percentual de copias de cada bactéria em relagéo as bactérias totais

Foi calculada a proporcdo de Firmicutes em relacdo aos Bacteroidetes na

microbiota intestinal das mulheres estudadas, tendo sido observada maior proporcao

na microbiota intestinal das mulheres obesas em relacdo as eutréficas do grupo

controle (Tabela 19). A relacdo entre o percentual de Firmicutes e Bacteroidetes na

microbiota intestinal das mulheres do grupo caso foi cerca de 2,9 x 10’% maior entre

as mulheres obesas do grupo caso em comparagao com 0 grupo controle.

Tabela 19 — Proporcdo de Firmicutes em relacdo a Bacteroidetes na populacéo

estudada. Sao Paulo, SP, 2013-2014.

Grupo Firmicutes Bacteroidetes

Proporcéo
Firmicutes/Bacteroidetes

Média copias/ g de Média copias/ g de

Média copias/ g de fezes*

fezes* fezes*
Caso 8,69x10*8 8,79x108 1,34x10%3
Controle 5,04x10%* 1,46x10° 4,5x 10°

Nota: * Média de copias/grama de fezes
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5.4 Dosagem de citocinas do soro sanguineo

Ao serem quantificadas as citocinas IL-1B, IL-10, IL17-A e TNF-a pela
técnica de ELISA, no plasma sanguineo das mulheres, néo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos caso e controle para nenhuma das
citocinas avaliadas IL-1B (p= 0,2249), IL-10 (p=1), IL17-A (p=0,3169) e TNF-a
(p=0,2235) (Figura 13).

Figura 13 — Quantificacdo de IL-1B, IL-10, IL17-A e TNF-a (pg/mL) no plasma
sanguineo, por meio do ELISA, nos grupos caso e controle da populacdo estudada.
Sao Paulo, SP, 2013-2014.
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Legenda- (a) Concentragdo de IL-1B (pg/ml) no plasma sanguineo das mulheres casos e controles
(b) Concentracdo de IL-10 (pg/ml) no plasma sanguineo das mulheres casos e controles. (c)
Concentracdo de TNF-a (pg/ml) no plasma sanguineo das mulheres casos e controles. (d)
Concentragcdo de IL17-A (pg/ml) no plasma sanguineo das mulheres casos e controles. Desvio
padrdo e média indicados por linhas sélidas no gréafico. Andlise estatistica por Mann Whitney; p <
0,05.
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6 DISCUSSAO

A microbiota intestinal € um ecossistema complexo que desempenha um
importante papel na génese da obesidade, associada com o desenvolvimento das
respostas imunologicas, além do estado nutricional do hospedeiro. Projetos
mundiais de pesquisa estdo em desenvolvimento para compreender esta
complexidade microbiana na saude humana (SHETTY et al., 2013). O presente
estudo avaliou a participagéo dos micro-organismos da Classe Mollicutes e dos Filos
Firmicutes e Bacteroidetes na microbiota intestinal de mulheres obesas e eutroficas.

Na diversidade das populagcbes humanas e a ocorréncia da obesidade é
importante estudar a distribuicdo da microbiota intestinal fazendo-se necessario e
imprescindivel, a caracterizagcdo da populacdo estudada em relacdo a preditores
importantes associados com a obesidade, microbiota intestinal e ambiente
(KALLIOMAKI et al., 2008; PENDERS et al., 2006). No presente estudo, observou-
se variacdo estatistica em relagcdo a variavel gestacéo, onde 14 (70%) das mulheres
do grupo caso e 2 (10%) do controle relataram ja terem tido filhos. Aagaard et al.
(2012), verificaram que o microbioma era semelhante em mulheres gravidas ou néo.
No entanto as mulheres gravidas apresentaram microbioma menos diversificado.
Sugeriu-se, que entre as mulheres em idade reprodutiva, o microbioma permanece
como uma comunidade dinamica na vida reprodutiva do adulto, e que a estrutura da
comunidade ndo-gravida pode retornar em alguma medida nas Ultimas semanas de
gestacdo. Além disso, alguns autores tém sugerido que o acumulo de gordura
corporal na obesidade pode acarretar varias consequéncias a saude, como diabetes
mellitus tipo 2, hipertensdo arterial, dispnéia, cancer, dislipidemia, doencas
cardiacas, doencas hepatobiliares, osteoartrite, alteracfes gastrintestinais e
distarbios psicossociais, 0 que corrobora com os achados em relacdo a historia
clinica das mulheres estudadas (FRANCISCHI et al., 2000; PEREIRA et al., 2003;
SILVA, 2005).

Para as mulheres, em especial, a menopausa tem sido associada como
colaboradora para o desenvolvimento de obesidade e acumulo de gordura corporal.
(SOWERS et al., 2007). No presente estudo, encontraram-se diferencas estatisticas
em relacdo a variavel menopausa, onde 9 (45%) das mulheres obesas do grupo
caso e 3 (15%) das mulheres do grupo controle relataram ter entrado na
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menopausa. Entretanto, Sternfeld et al. (2004), em estudo de coorte feminina entre
42-52 anos de idade, nos EUA, ndo encontraram associagao entre a menopausa € 0
aumento de circunferéncia da cintura, bem como aumento do peso, dessa forma,
sugerindo que somente um fator pode néo ser o responsavel pelo desenvolvimento
de obesidade. No presente trabalho, observou-se que 75% das mulheres do grupo
caso e 50% do grupo controle, nasceram de parto normal. Tem sido evidenciado na
literatura que o tipo de parto pode interferir na composi¢cao da microbiota pela forma
de colonizacdo do recém-nascido. O parto via cesariana aumentaria o risco de
obesidade em relacdo ao parto normal (HUH et al, 2012; PEI et al., 2014). Nesse
sentido, Ajslev et al. (2011), em estudo longitudinal prospectivo na infancia, com
acompanhamento até os sete anos, observaram que uma combinacdo de
exposicdes precoces, que inclui o tipo de parto, o IMC maternal pré-gestacional, e
uso de antibiéticos na primeira infancia (<6 meses), influenciaram o risco de excesso
de peso.

Existem diversos estudos em relacdo aos fatores dietéticos e a génese da
obesidade (DAILEY, 2014; ISOMAA et al., 2001; MORENO-INDIAS et al., 2014;
PEREIRA et al.,, 2002; ROMERO; ZANESCO, 2006; SANTOS et al., 2006). No
entanto, no presente estudo, o valor energético encontrado em relagdo ao grupo
caso, ao analisar-se a razao quilocalorias/quilograma de peso corporal, foi inferior a
recomendacdo, caracterizando alimentacdo insuficiente em energia (WHO, 2003).
Da mesma maneira que no presente estudo, Pereira et al. (2012) ndo encontraram
diferencgas significativas entre o consumo energético entre individuos eutréficos e
obesos. Souza et al. (2010) estudaram a ingestao alimentar e balanco energético da
populacdo adulta de Niter6i- RJ e encontraram que a ingestdo energética mostrou-
se decrescente com o aumento do IMC para as mulheres. A ingestdo energética em
menor quantidade parece indicar que embora o corpo esteja obeso, os tecidos vitais
sdo inadequadamente nutridos pois a alimentacédo insuficiente fornece poucos
nutrientes (HUTSON et al. 1965). Sawaya et al. (2003) em estudo com mulheres
realizado em Maceid, também observaram que a ingestdo energética entre 0s
grupos eutréfico e obesos néo apresentou diferenca significativa. Em outro estudo
com mulheres no Rio Grande do Sul, também foi verificado que o consumo alimentar
energético ndo apresentou diferenca significativa (p=0,157) entre os grupos (baixo

peso, eutréfico e excesso de peso/obesidade) (FRANKE et al., 2007). Com isto,
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provavelmente a ingestdo energética ndo seja a causa da obesidade nas mulheres
estudadas, sendo que a baixa ingestao aliada a algumas deficiéncias nutricionais e
predisposicao genética, possa criar mecanismos de adaptacéo, levando a um ciclo
metabdlico, cujo o desfecho seja 0 armazenamento de gordura na regidao abdominal
(BALAMURUGAN et al.,, 2010; CANI; DELZENNE, 2009; DAVID et al., 2014;
HANSON et al.,, 2009; JIMENEZ; MARTIN-MORENO, 1995;). Nesse contexto,
devem ser considerados outros fatores de economia energética, tais como, 0
desequilibrio na microbiota intestinal, além da adaptacdo dos mecanismos de
consumo energético acarretando maior rendimento das calorias absorvidas
BALAMURUGAN et al.,, 2010; CANI; DELZENNE, 2009; DAVID et al.,, 2014,
DEWULF et al., 2013; DIBAISE; FRANK; MATHUR, 2012; FRANKE, 2007; GRAF et
al., 2015; KOENIGA et al., 2011; LE CHATELIER, et al., 2013; LEY et al., 2006;
PATIL et al., 2012; RAOULT, 2008; SAWAYA et al.,, 2003; WICHMANN, et al.,
2013).

Analisando a contribuicdo do consumo dos macronutrientes e das fibras, os
resultados do presente estudo demonstraram que este consumo esta dentro dos
critérios, exceto para o consumo de fibras que foi abaixo da recomendagdo em
ambos os grupos. Além disso, comparando-se as médias de consumo dos
macronutrientes e das fibras, com as variaveis desfecho (obesas x eutréficas)
também ndo houve associacfes estatisticamente significantes. Em S&o Paulo
observou-se que 29,5% dos individuos entrevistados relataram ingestéo inferior as
necessidades fisiolégicas, dos quais 58% eram individuos obesos (SALVO;
GIMENO, 2002). Em outro estudo realizado com trabalhadores adultos de ambos os
sexos, também no Estado de Sao Paulo para avaliacdo da ingestdo alimentar e
consumo de fibras dietéticas, foi encontrado que o consumo individual de fibras
dietéticas diaria variou 5,87 g a 29,57 g, sendo o consumo médio da populacdo
14,61 g. (PASSOS; SHEID, 2008). Fisberg et al (2009), em estudo realizado sobre
indice de qualidade da dieta, observaram padrdo dietético com alto contetdo de
gorduras totais, colesterol e acucar refinado e com baixo teor de fibra alimentar.
Estes resultados diferem em parte do padrdo alimentar da populacéo estudada, no
entanto, demonstra a necessidade de estimulo ao maior consumo de alimentos ricos

em fibra.
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A partir dos resultados do estudo, evidencia-se a adequacao comprometida
na alimentacdo devido a elevada ingestao de lipidios (gordura saturada) e ingestéao
reduzida de fibras, em ambos os grupos estudados, contribuindo tanto para a
obesidade, quanto em relacdo ao acumulo de tecido adiposo nas mulheres obesas e
eutréficas. Esses dados estdo em conformidade com o presente estudo em relacao
as variaveis antropométricas analisadas: Percentual de gordura corporal e Razéo
cintura-quadril, onde ambos os grupos se apresentaram acima da média referéncia,
indicando excesso de gordura corporal. Assim como no presente estudo, outros
trabalhos tém demonstrado limitacdes e evidenciado que n&o existe correlagcéo
precisa entre o IMC e o porcentual de gordura corpoérea. Isso explica o fato de
individuos que apresentam IMC dentro do padrdo de normalidade, mas possuem
uma quantidade de gordura corporal acima do ideal, confirmando relatos de que o
IMC ndo é um bom indicador quantitativo de adiposidade corporal e que pode
subestimar o percentual de gordura e classificando de forma errénea individuos com
excesso de adiposidade (COSTA et al.,, 2007; GLANER, 2005). Dessa forma, o
aumento de gordura corporal, principalmente na regido abdominal pode tornar a
utilizacdo do IMC cada vez mais limitada na avaliacdo do estado nutricional, j& que
individuos com sobrepeso ou até mesmo eutréficos podem apresentar risco de
alteracbes metabdlicas devido a valores elevados de circunferéncia da cintura
(REZENDE, 2010). Além disso, nossos resultados evidenciaram valores elevados
para RCQ, o que pode explicar a porcentagem de algumas moléstias atuais
associadas a obesidade encontradas em ambos 0s grupos no presente trabalho
(OMS, 2002; DAMASO; BERNARDES, 2003; OCHS-BALCOM et al., 2006).

Diversos estudos também contribuiram na melhor compreensdo entre as
influéncias da nutricdo e da composicdo corporal, na composicdo da microbiota
intestinal. (BALAMURUGAN et al., 2010; DAVID et al., 2014; DEWULF et al., 2013;
GRAF et al., 2015; WICHMANN, et al., 2013). No entanto, pouco se conhece sobre a
participagcdo dos micro-organismos da classe Mollicutes na microbiota,
principalmente quando associadas com fatores dietéticos e antropométricos.
Constatou-se no presente estudo diferenga estatisticamente significante para micro-
organismos da classe dos Mollicutes (p = 0,0023). Foi detectada associagéo
estatisticamente significante entre a presenca de Mollicutes e mulheres obesas
(O.R.= 11,5; I.C.= 2,42-55,4). Nesse contexto, Turnbaugh et al. (2008), avaliaram a
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microbiota de modelos experimentais de ratos geneticamente idénticos, de
obesidade induzida pelo consumo de dieta ocidentalizada caracterizada por alto teor
de gordura e acucar. Todos os animais herdaram uma microbiota semelhante, e no
estado de obesidade, observou-se maior crescimento da bactéria Eubacterium
dolichum (membro da classe Mollicutes) que foram posteriormente reduzidos por
subsequentes manipulagfes dietéticas para limitar o ganho de peso. Ainda neste
estudo observou-se que a abundancia da classe dos Mollicutes foi acompanhada
pela supressdo de toda a divisdo de Bacteroidetes, indicando que a classe
Mollicutes teve aptiddo aumentada em relacdo a Firmicutes e todos 0s outros
Bacteroidetes identificados na populacédo estudada. Os autores observaram que 0s
molicutes evoluiram a capacidade para importar o tipo de hidratos de carbono
encontradas na dieta ocidental administrada nos modelos experimentais, estando
essas vantagens principalmente relacionadas com o Sistema fosfotransferase (PTS).
De acordo com Deutscher et al. (2006) o PTS desempenha um papel na regulagéao
da expressao do gene microbiano através da represséao catabdlica, permitindo que a
célula passe a utilizar preferencialmente acucares simples em relacdo a outros
hidratos de carbono. Analises de fragmentos do gene 16S rRNA dos dados de
metagendmica confirmaram a presenc¢a dos molicutes no microbioma cecal, quando
associados a uma dieta ocidental. Em contrapartida, Hildebrandt et al. (2009) por
meio de metagendmica de fezes de camundongos magros inicialmente submetidos
a dieta de racdo padrdo, com posterior mudanca para dieta rica em gordura, nao
relataram encontrar molicutes em dieta de alto teor de gordura.

No presente estudo, ao se comparar as médias de consumo dos
macronutrientes carboidratos, proteinas, lipidios e fibras com as variaveis Mollicutes
(presenca x auséncia), nao foram observadas associacdes estatisticamente
significantes. No entanto, foi observado alto consumo de gorduras saturadas nas
mulheres estudadas, com diferencga estatisticamente significante entre a quantidade
de molicutes na microbiota intestinal. Esses resultados, associados com as
evidéncias encontradas na literatura acerca da participacdo desses micro-
organismos na microbiota de pessoas obesas, fornecem importantes evidéncias de
gue ndo apenas o consumo alimentar e o percentual de gordura ingerida possam
influenciar o aumento de molicutes na microbiota intestinal. Mas que esse aumento,

também pode estar associado ao possivel enriquecimento de rotas metabdlicas
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envolvidas na utilizacdo de agucares simples, relacionadas ao sistema PTS. Além
disso, tem sido evidenciado na literatura que em experimentos com animais germ-
free, o consumo de uma dieta obesogénica parece nao estimular o desenvolvimento
da obesidade e que sucessivas manipulacfes dietéticas para limitar o ganho de
peso possivelmente promovam subsequentes variagbes em relacdo a populagéo
microbiana na microbiota intestinal (GOODMAN et al., 2011; TURNBAUGH et al.,
2009; WALKER et al, 2011; YI; LI, 2012). Este achado foi sustentado por um estudo
recente em camundongos que mostrou que a composicdo microbiana do intestino
ndo é determinada apenas pela dieta atual, mas também, em parte, pela historia
dietética. Além disso, um estudo em seres humanos concluiu que a mudanca no
padrdao de consumo de fibras pode produzir fortes mudancas na microbiota
intestinal, mas que estas dependem da composicéo inicial da microbiota intestinal do
individuo (AAFKE et al., 2015; CARMODY et al., 2015).

Estudos recentes tém demonstrado que a microbiota intestinal humana pode
estar alterada em individuos obesos. Nesse contexto, tem sido amplamente
discutida a participagédo dos filos Firmicutes e Bacteroidetes na microbiota desses
individuos. Além disso, tem sido evidenciado que o filo Firmicutes representam mais
de 90% das categorias filogenéticas conhecidas, dominando a microbiota distal.
Nesse sentido, a obesidade estd associada com as diferencas da microbiota
intestinal em nivel filo, com menor diversidade geral e maior proporcao relativa de
Firmicutes em relacdo a Bacteroidetes em individuos obesos em comparacao com
individuos eutréficos (ECKBURG et al., 2005; LEY et al., 2006; MORAN;
SHANAHAN, 2014; TURNBAUGH et al.,, 2009). Nesse contexto, os resultados do
presente estudo, demonstraram que a relacdo entre o percentual de Firmicutes e
Bacteroidetes na microbiota intestinal das mulheres do grupo caso foi cerca de 2,9x
10" % maior entre as mulheres obesas em comparacdo com o grupo controle.
Estudos demonstraram que a relacao entre percentual de Firmicutes e Bacteroidetes
na microbiota intestinal é de cerca de 70/20 para os nédo obesos e até 85/5 para 0s
obesos. O que significa cerca de cinco vezes maior em obesos em comparagao com
nédo obesos (BALAMURUGAN et al., 2010; ECKBURG et al., 2005; KOENIGA et al.,
2011; LE CHATELIER, et al., 2013; PATIL et al., 2012). Os nossos achados estéo
em conformidade com alguns resultados da literatura. Em estudo realizado por

Ridaura et al. (2013), transplantaram-se micro-organismos intestinais de humanos
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obesos e eutrdficos em intestinos de ratos com peso médio. Aqueles que receberam
a microbiota de humanos obesos tornaram-se ratos obesos, e aqueles que
receberam microbiota de humanos magros permaneceram magros. Outro estudo
realizado por Remely et al. (2015) que também investigaram através de gPCR a
microbiota de humanos obesos durante a intervencao dietética para perda de peso
induzida, observaram diminuicdo na proporcdo de Firmicutes/Bacteroidetes nos
obesos apos a intervencao dietética.

A proporgéo Firmicutes/Bacteroidetes tem sido associada como um marcador
de saude para um individuo, e um desequilibrio nesta propor¢éo esta associada com
diferentes doencas (MARIAT et al., 2009). A mudanca na abundancia relativa destes
filos resulta no aumento da capacidade de captacdo de energia a partir dos
alimentos, além de induzir a inflamacéo de baixo grau. A reducdo de Bacteroidetes
tem sido relacionada com dieta rica em gordura, que pode resultar em aumento dos
niveis plasmaticos de LPS (CANI et al, 2007; EVERARD; CANI, 2013), enquanto o
aumento Firmicutes tem sido associado com o consumo de carnes (EVERARD;
CANI, 2013). Além disso, vérios estudos tém mostrado mudanca da relacdo de
Firmicutes/Bacteroidetes em pessoas obesas durante intervencdes dietéticas para
perda de peso corporal, sugerindo que as mudancas na concentracdo de bactérias
nos individuos obesos podem ser revertidas depois da perda de peso induzida por
dieta, fazendo com que a microbiota do individuo obeso se assemelhe ao individuo
eutrofico (CLEMENTE et al, 2012; DEWULF et al., 2013; DIBAISE et al., 2012;
REMELY et al., 2013, 2015). Em contrapartida, estes resultados ndo sdo universais,
outros estudos demonstraram padr8es varidveis em mudancas de nivel de filo
medidos na composicdo da microbiota de individuos obesos (MORAN; SHANAHAN,
2014; SCHWIERTZ et al., 2010; ZHANG et al., 2009). Duncan et al (2008), avaliaram
a relacdo entre IMC, perda de peso e a predominancia de grupos de bactérias em
amostras fecais de pessoas obesas e ndo obesas. Estes individuos foram
submetidos a duas dietas para perda de peso, por quatro semanas. Nao foi
encontrada diferenca entre Bacteroidetes nas amostras entre individuos obesos e
nao obesos. No entanto, houve redugdes no grupo de Firmicutes em obesos
submetidos a dietas hipocaldricas. Em outro estudo realizado por Schwiertz et al.
(2010), também néo foram observadas diferencas nas contagens de Bacteroidetes e
Firmicutes entre os grupos de estudo. Xiao et al. (2014) em estudo com intervencgao
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dietética baseada em gréos integrais, onde analisaram a microbiota intestinal de 123
voluntarios obesos, antes e depois da intervencdo de 9 semanas, seguida por um
periodo de manutencdo de 14 semanas, também n&o observaram alteracbes
significativas na abundancia de Bacteroidetes e Firmicutes ou na proporcdo destes
dois filos durante a intervencdo dietética mesmo quando os voluntarios perderam
uma quantidade significativa de peso. Estudos recentes do Projeto Microbioma
Humano, n&o encontraram associacao entre a propor¢céo Firmicutes/Bacteroidetes e
obesidade ou Indice de Massa Corporal (IMC). Nesse sentido, tem sido sugerido por
alguns autores que a utilizagdo dessa relacdo como um biomarcador para a
obesidade permanece incerto, devido a variabilidade dos dados na literatura
(FINUCANE et al., 2014; MURPHY et al., 2010).

Recentemente, tem sido proposta uma nova hipotese que associa a
microbiota intestinal com a homeostase metabdlica demonstrando-a como uma das
fontes potenciais de inflamacéo de baixo grau (ARAKI et al., 2005; OKAYASU et al.,
1990; RAKOFF-NAHOUM, 2004; XIAO et al., 2014; ZHAO, 2013). Nesse contexto,
tem sido demonstrado que dietas com alto teor de gordura também podem aumentar
as concentracdes de LPS no plasma de humanos. Estudo realizado por Cani et al
(2007) mostrou em camundongos que 0 maior consumo de gordura levou ao maior
aumento nas concentragoes de LPS no plasma. A absorcao de LPS, reforcada pela
alta ingestdo de gordura, pode estimular a secrec¢do das citocinas TNF-a e IL-6,
resultando em inflamacédo sistémica de baixo grau, dessa forma a microbiota
intestinal pode ter papel ativo na promocéao e/ou inibicdo da inflamacéo e, portanto,
um efeito no metabolismo lipidico (FLOCK; GREEN; KRIS-ETHERTON, 2011). Os
resultados do presente estudo ndo demonstraram diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos caso e controle para nenhuma das citocinas avaliadas.
No entanto, estudos in vitro mostraram que o consumo de acidos graxos saturados,
também observado no presente estudo em ambos 0s grupos, promovem processo
inflamatorio, com aumento da expressédo de IL-6 e TNF-a, de TLR- 4 e consequente
aumento da ativacdo da via NF-kB (AJUWON; SPURLOCK, 2005; CALDER et al.,
2011; WEATHERILL et al., 2005). Em estudos experimentais, a dieta hiperlipidica
rica em gordura saturada demonstrou promover obesidade, com consequente
aumento de peso corporal, adiposidade e marcadores inflamatérios (FERNANDEZ-
REAL et al., 2003; PEREIRA et al., 2012). Esses achados podem explicar o fato de
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que no presente estudo nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes em relagéo a liberacdo de TNF-a e IL1-B3, entre os grupos estudados.
Em relacdo a liberacdo da citocina IL-17, também nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantes, no entanto, os achados da literatura, tém sugerido
gue no contexto de disbiose a presenca de agentes patogénicos pode perturbar a
regulacdo do ambiente anti-inflamatério, e que quando patégenos entéricos superam
as bactérias comensais, 0 desequilibrio entre comensais e bactérias patogénicas
provocam liberacao significativa de MAMPs. Este aumento pode induzir IECs, DCs e
macréfagos ativados, a secretar citocinas inflamatérias como a IL-13, IL-6, IL-12, e
IL-23. Estas citocinas estimulam o desenvolvimento de células CD4+, T auxiliares
(T helper-TH1) e células TH17 (produzem IL-17A, IL-17F, e IL-22), resultando na
inflamacéo crénica (MAYNARD et al., 2012).

O estudo da influéncia de diferentes elementos da dieta e composicao
corporal sobre a variagcdo da composi¢cdo da microbiota tornou-se uma éarea de
crescente interesse cientifico. Com efeito, a relagdo entre a microbiota intestinal e a
obesidade estd bastante reconhecida. No entanto, a participacdo dos micro-
organismos da classe dos Mollicutes e alguns mecanismos subjacentes a essas
interacdes permanecem pouco estudados. Em relacdo as limitacdes do estudo,
deve-se considerar o desenho transversal, ndo sendo possivel estabelecer relacdo
de causa e efeito. No entanto, o estudo mostra-se relevante, destacando como
ponto forte o cuidado metodolégico e a relevancia dos resultados encontrados
contribuindo para o avanco dos estudos da relacdo entre os molicutes, microbiota
intestinal e obesidade. Nesse contexto, a importancia e validade de estudos como
este é apontar os possiveis fatores de risco que contribuam para obesidade, sendo
gue a cuidadosa interpretacdo dos resultados é importante para a geracdo de
hipoteses.

Nesse contexto, uma pesquisa acerca da relacdo causa-efeito entre a
microbiota intestinal e a obesidade é altamente justificavel, uma vez que diferentes
espécies de bactérias podem desempenhar um papel significativo na safra de
energia humana e regulacdo do peso corporal. Alem disso, a consideracdo de
fatores de estilo de vida em estudos da microbiota intestinal é altamente
recomendada, uma vez que mudancas no padrdo alimentar e atividade fisica podem

influenciar a composicdo da microbiota intestinal para o desenvolvimento da
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obesidade. A partir disso, o presente estudo, fornece evidéncias de que alteracoes e
interacdes na microbiota intestinal possam definir subconjuntos de individuos, com
diferentes perfis de risco metabdlico e, assim, contribuir para a investigacdo da
heterogeneidade associada a fendtipos relacionados com a adiposidade,
especialmente em sociedades que estdo passando por transformacoes

socioeconbmicas, tecnologicas e culturais, para um estilo de vida moderno.
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7 CONCLUSOES

Os grupos caso e controle balancearam suas dietas conforme o intervalo de
distribuicdo energética recomendado, no entanto, foi observado um consumo
de fibras inferior, e de gorduras saturadas superior ao recomendado em

ambos os grupos;

As mulheres de ambos 0s grupos apresentaram excesso de gordura corporal;

Foi desenvolvido um ensaio de PCR em tempo real especifico, sensivel,

reprodutivel e quantitativo para a deteccdo de Mollicutes nas fezes humanas;

Foram encontradas associacfes estatisticamente significantes entre a

presenca de Mollicutes e mulheres obesas;

N&o foram observadas associacdes estatisticamente significantes em relacao
as médias de consumo dos macronutrientes carboidratos, proteinas, lipidios e

fibras com a presenca de Mollicutes;

Nado foram observadas diferencas estatisticamente significantes para as
cargas de Firmicutes, Bacteroidetes e Bactérias totais entre as mulheres do

grupo caso e controle;

A proporcdo de Firmicutes em relacdo aos Bacteroidetes foi maior na

microbiota intestinal das mulheres obesas em relacdo as eutréficas;

N&o foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos

caso e controle para nenhuma das citocinas avaliadas.
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Universidade de Sao Paulo

Instituto de Ciéncias Biomédicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: Avaliacdo da participacio dos microrganismos da Classe Mollicutes na
microbiota intestinal de mulheres eutroéficas e obesas.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento
abaixo contém todas as informagdes necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua
colaboragdo neste estudo serd de muita importdncia para nés, mas se desistir a qualquer momento,

isso ndo causard nenhum prejuizo a vocé.

Eu, , profissao

residente e domiciliado na

, portador da Cédula de identidade, RG

, e inscrito no CPF/MF nascido(a) em /

____/_____, abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como
voluntario(a) do estudo “Avaliacdo da participacdo dos microrganismos da Classe Mollicutes
na microbiota intestinal de mulheres eutréficas e obesas”. Declaro que obtive todas as
informacdes necessarias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto as duavidas por

mim apresentadas.

Estou ciente que:

I) 0 estudo se faz necessario para que se possam descobrir as possiveis causas da doenga
denominada vaginoses bacterianas a ser estudada no projeto “Avaliagdo da
participacdo dos microrganismos da Classe Mollicutes na microbiota intestinal de
mulheres eutroficas e obesas”;

1) Serido feitas uma coleta de 5ml de sangue e fezes, em periodo tnico.

[11I) A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem
como ndo me acarretard qualquer despesa financeira com relagdo aos procedimentos

médico-clinico-terapéuticos efetuados no estudo;



V)

V)

VI)

VII)

VIII)

IX)

X)
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Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracdo neste estudo no momento
em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagio;

A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saide ou bem estar fisico. Ndo vira
interferir no atendimento ou tratamento médico;

Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publica¢des cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam
mencionados;

Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final

desta pesquisa.

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

( ) Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado
pela Comisséo de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. Caso minha
manifestacdo seja positiva, poderei retirar essa autorizacdo a qualquer momento sem
qualquer prejuizo para mim.

( ) Sim ou ( )Nao
Poderei contatar a Secretaria da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos -
ICB/USP -, no Fone 3091.7733 (e-mail: cep@icb.usp.br) ou (11 3091-7297 joti@usp.br)

para recursos ou reclamagdes em relacdo ao presente estudo.

0 sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as

folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE - apondo sua assinatura na altima

pagina do referido Termo.

X1)

0 pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE- apondo sua assinatura na ultima pagina do

referido Termo.

XI1)

Resolucdao 196/96 - Estou recebendo uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Sao Paulo, de de 20

( ) Paciente / () RESPONSAVEL .oecereeirrerecereersecreees e esesssesssessessssessssesssssssasssssseses

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone:
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Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone:

Responsavel pelo Projeto:

PROF. DR. JORGE TIMENETSKY
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

MESTRADO EM MICROBIOLOGIA

Sec3o 1: IDENTIFICACAO E DADOS PESSOAIS

Nome: Idade ID:
Telefone: Data:
Profissdo:

Estado civil: 1.[ | Casada 2.[ | Solteira 3] | Mora com companheiro 4.[ | Vidva 5] | Divorciada

Raca/cor: 1] | Branca 2.[ ] Preta 3. | Amarela 4.[ | Parda 5. [_] Indigena

Escolaridade: 1. [ | Analfabeto 2] ] 12grauincompleto 3.[ ] 12grau Completo

4] ] 2°grauincompleto 5. ] 22 grau completo 6. | Superior incompleto 7.[__| superior completo

Condicdo Socioecondémica: Indicar aproximadamente a renda domiciliar/familiar mensal (soma de todos os gg

das pessoas que dividem as despesas) (valor SM RS 678,00)

[ 1 saldrio minimo (até RS 618,00)

[ 1 a2 salarios minimos (mais de RS 618,00 a RS 1.236,00)

[ 1 2 a5 salarios minimos (mais de RS 1.236,00 a RS 3.090,00)
[] 5a 10 salarios minimos (mais de RS 3.090,00 a R$ 6.180,00)

(1 mais de 10 salarios minimos (mais de RS 6.180,00)

Sec¢ao 2: HISTORIA FAMILIAR (parentes de 12 grau paternos e maternos e irm3os)

1[ JH.AS 2.[ |Diabetes 3.[ | Obesidade 4[ | Hipercolesterolemia 5.[ | DCV

Secdo 3: HISTORIA CLINICA
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Alteragdes gastrointestinais: 1. | Constipacdo .[ | Flatuléncia 3.[_|Refluxo 4.[ ]Azia

5. ] Ulcera 6] | Gastrite 7. ] Nduseas 8[ | Vomitos

Como o intestino se comporta habitualmente: 1.[ | Normal 2.[ ] Constipa¢do 3.[ | Diarréia

Moléstia atual: 1[__]H.AS 2] | Diabetes 3.[ ] Obesidade 4[ ] Hipercolesterolemia

5. _]DcV 6.[_]Dispnéia 7[__] Alteragdo Menstrual

Uso de laxantes: 1] | Sim 2.[ ] N3o

Secdo 4: HISTORIA OBSTETRICA

Tipo de parto: 1] _|Normal 2[ |Cesarea

Foi amamentada: 1] | N3o 2] ]1a3meses 3. | 4a6meses 4] | 7a9 meses

5. _]10a12meses 6. | >12 meses

Teve alguma gestacdo: 1.[ |Sim 2.[ ] Nio

Quantos filhos: 1] | 1a2 2[ ] 3a4 3. |>5

Quantos partos foram normais: 1] | 1a2 2. |3a4 3] |25

Quantos partos foram cesarea: 1] | 1a2 2.[ |3a4 3[ |35

Tempo de amamentac3o dos filhos: 1.[__IN3o 2] | 1a3meses 3 ] 4a6meses 4[_]7a9 meses

5. ] 10a12meses 6. ] >12 meses

Secdo 5: HISTORIA GINECOLOGICA

Usou ou esta usando algum anticoncepcional (adesivo, pilula, anel vaginal, DIU de horménio, injetavel ou

I O

bastdo subcutaneo): 1. Sim 2. Nao

Com que idade comegou a tomar:

Parou de usar por algum tempo:

Por quanto tempo parou:

Se¢ao 6: CONSUMO DE TABACO
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J4 fumou mais de 20 magos de cigarro (cachimbo ou charuto) em toda sua vida?

1.[_ 1 Ndo 2[ ] Sim, e fumo atualmente 3[__] Sim, mas parei de fumar 4[] N3o sabe, ndo informa

Se fuma/fumou, o faz ha quanto tempo ?

Quantos cigarros em média fuma/fumava por dia?
cigarros
cachimbos

charutos

Se parou de fumar, ha quanto tempo ocorreu?

Sec¢do 7: CONSUMO DE ALCOOL

Etilista: 1. | Sim 2[__]N3o

Frequencia de ingestao:

Tipo de bebida ingerida:

Ha quanto tempo ingere:

Secdo 8: ATIVIDADE FiSICA (IPAQ vers3o curta)

As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA
semana. As perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro,

por lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou no jardim.

Para responder as questdes lembre que:

> atividades fisicas VIGOROSAS s3do aquelas que precisam de um grande esforgo fisico e que fazem
respirar MUITO mais forte que o normal

> atividades fisicas MODERADAS s3o aquelas que precisam de algum esforgo fisico e que fazem
respirar UM POUCO mais forte que o normal

>

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo menos 10

minutos continuos de cada vez:
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1a Em quantos dias da ultima semana vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos em casa

ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou

como forma de exercicio? dias por SEMANA ( ) Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total

vocé gastou caminhando por dia? horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo menos 10

minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dancar, fazer gindstica

aerébica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos domésticos na casa, no
quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar
moderadamente sua respira¢do ou batimentos do coragdo (POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)
dias _ por SEMANA ( ) Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos,

guanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?
horas: Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos 10

minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerdbica, jogar futebol, pedalar rdpido

na bicicleta, jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no
jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respira¢do ou

batimentos do coracdo. dias por SEMANA () Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos quanto

tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos:

Se¢do 9: HABITOS ALIMENTARES

Vocé mudou seus hdbitos alimentares recentemente ou esta fazendo dieta para emagrecer ou por qualquer
outro motivo?

1. [_INso 5.1 Sim, para redugdo de sal

2. ] sim, para perda de peso 6.[ ] Sim, para redugdo de colesterol

3. [__] Sim, por orientagdo médica
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4. [ ] Sim, para dieta vegetariana ou redugdo do consumo de carne

Vocé estd tomando algo para suplementar sua dieta (vitaminas, minerais e outros produtos)?

1.[ ] Ndo 2.[ ] Sim, regularmente 3] ] Sim, mas ndo regularmente

Se a resposta da pergunta anterior for sim, favor preencher o quadro abaixo:

Suplemento Nome comercial Dose Frequencia

Numero de refeicdes que costuma fazer por dia:

Costuma fazer desjejum diariamente: 1.[_|Sim 2. [__| Ndo

Costuma "beliscar" entre as refei¢des: 1] | Sim 2.[ | Nao

Costuma ingerir liquidos durante as refei¢ées: 1| Sim 2.[__] N3o

Quantas refeicdes costuma fazer fora de casa por semana:

Em que local costuma fazer as refeig6es fora de casa:

1. [_] Restaurantes 5. ] N3o faz
2. [ Lanches rapidos 6. ] Outro
3. [ ] Marmita

4. [ ] No trabalho
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As questdes seguintes relacionam-se ao seu habito alimentar usual no PERIODO DE UM ANO. Para
cada quadro responda, por favor, a frequéncia que melhor descreva QUANTAS VEZES vocé costuma
comer cada item e a respectiva UNIDADE DE TEMPO (se por dia, por semana, por més ou no ano).
Depois responda qual a sua PORCAO INDIVIDUAL USUAL em relagio a por¢do média indicada.
ESCOLHA SOMENTE UM CIRCULO PARA CADA COLUNA. Muitos grupos de alimentos incluem
exemplos. Eles sdo sugestdes e vocé pode pode consumir todos os itens indicados. Se vocé ndao come
ou raramente come um determinado item, preeencha o circulo da primeira coluna (N=nunca come).
NAO DEIXE ITENS EM BRANCO.

Com que frequéncia vocé Qual o tamanho de sua porgéo em relagéo a
GRUPO DE costuma comer? porgéo media?
ALIMENTOS QUANTAS VEZES UNIDADE PORGAQ SUA PORCAOD
VOCE COME: MEDIA (M)
Nimero de vezes: D=por dia Porgio P = menor que a porgéao média
Alimentos e 1, 2,3, etc. S=por semana média de M = igual a porgéo média
preparagies {N = nunca ou M=por més referéncia G = maior que a porgio média
raramente comeu A=por ano E = bem maior que a porgiao média
no dltime ano)
SOPAS E MASSAS QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE PORCA?MTEDIA SUA PORGAO
Sopas (de leqgumes,canja, [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 1 concha média P M G E
creme, etc) o000 0OCOO0OO0OO0OO0 00O (150q) O 000
Salgados fritos (pastel, |N 1 3 7 8 10 D S M A 1 unidade grande P M G E
coxinha, rissolis, bolinhe) | O © © O O O O O O O O O 0O0O0 (80g) o 00O
2 unidades ou 2
Salgados assados (esfiha, [ N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A pedagos PM G E
bauruzinho, torta) 000 0QCQCOCO0OO0OO0OO0 Q000 meédios (140g) 000
Macarrdo com molho N 1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10 D S MA 1 prato raso (200g) PM G E
sem carme OO0 O0O0000O0O0OO0O0 O 00O OO0 O0O0
Macarrdo com molho com | N 1 3 7T 8 10 D § M A 1 escumadeira ou PM G E
carne, lasanha,nhoque (©Q O O O O O O O O O O Q00O 1 pedaco pequenc |[© © O O
{110g)
Pizza, panqueca N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 2 fatias pequenas P M G E
OO0 00000 O0OO0OO0 O 000 ou 2 unidades (180g) |©O © O O
Polenta cozida ou frita N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 2colheresdesopaou| P M G E
000 0QCQCOCO0OO0OO0OO0 Q000 2 fatias pequenas |Q © O ©
(70g)




CARNES E PEIXES QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE PORQA&“}"ED'A SUA PORGAO
Carne de boi (bife, cozida, | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS M A 1 bife médio ou P M G E
assada), mitdos, visceras |[QO O O O O O O O O © © © 000 2 pedacos (100g) O 00 ©

Carne de porcoflombo, |N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 1 fatia média (100g) P M G E
bisteca) OO0 000000 O0O0O0 © 0 0O0 OO0 0o O

Carne seca, carnedesol, [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D § M A 2 pedagos pequenos | P M G E
bacon 00000 C0O00CQCO0 0000 (40g) o o0 O

Linguiga N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 1 gomo médio (60g) P M G E
0000 C0COO0OO0OO © 000 o0 O

Embutidos (presunto, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 2 fatias médias (30qg) P M G E

mortadela, salsicha) OO0 Q0000 O0OQ0O0OO0OO0O0 o 0 0 0 o O 0 O

Frango (cozido, frito, N 1 2 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 1 pedago ou 1 filé P M G E

grelhado, assado) OO0 0000000 C0CO0 O 0 0 0 pequeno (60g) o O 0 O

Hambidrguer, nuggets, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 1 unidade média(60g) | P M G E

alméndega 0000 C0COO0OO0OO © 000 o0 O

Peixe (cozido, frito, N 1 3 6 7 8 9 10 DS MA 1 filé pequeno ou P M G E

assado)efrutosdomar |[© O ©C O O ©C C O O © O 0000 1 posta pequena 0 QC O

(100g)

LEITE E DERIVADOS QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE PORCA?MTEDIA SUA PORGAO
Leite - tipo: N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D § M A 1/2 copo requeijago | P M G E
( )integral ( )desnatado(© © ©Q O O O O O O O © 000 (125ml) Qo000

( ) semi-desnatado

logurte - tipo: N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S A 1 unidade pequena | P M G E
{ }natural { Jcom frutas |O © O O O O O O O O © O CO0O0 (140g) Qo 0O
Queijo mussarela, prato, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A 11/2 fatias grossas | P M G E
parmesio, provolone OO0 00000000 O 0000 (30g) Q00O
Queijo minas, ricota N 1 2 4 5 6 9 10 D § M A 1fatiamédia(30g) | P M G E
00000000000 o Cc 00 c Cc0o0

LEGUMINOSAS EOVOS | QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE POR‘;A?M’;"ED'A SUA PORCAO
Ovo (cozido, frito) N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 1 unidade (50g) P M G E
00000 0QCQOQ0QO0OCC0CO 00O 00O
Feijdo (carioca, roxo N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 1 concha média P M G E
preto, verde) OQCO0O0O0ODO0OO0OOOO0OCO 00O (86q) Qo000
Lentilha, ervilha seca, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 1colherdeservir | P M G E
griio de bico, soja OO0 O0OO0ODO0O0ODODOOO0OO O 000 (35g) Oo00O0
Feijoada, feijéo tropeiro N 1 2 4 5 6 9 10 DS MA 1 concha média P M G E
OO0 00000000 O0 OO0 O0O0 (210g) o 0o00O0
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PORGAO MEDIA

ARROZ E TUBERCULOS QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE M) SUA F‘ORQAO
Arroz branco ou integral N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 2 escumadeiras P M G E
cozido coméleoetemperos |O © © O © O O © O © © Q000 médias (120g) 00O
2 colheres de
Batata frita ou mandioca N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA servir cheias P M G E
frita Oo0oO0OO0COO0OCODOCQCO O0O0O0 {100g) cocO0o0
Batata, mandioca, inhame N 1 5 6 7 9 10 D S M A 1 escumadeira P M G E
(cozida ou assada), puré O 00000000 O0O0 O 000 cheia (90g) o 0o00O0
Salada de maionese com N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA Jcolheresdesopa| P M G E
legumes O0O0O0CODO0CODOCQCO o000 (90g) Q0O
Farinha de mandioca, farofa, | N 1 5 6 7 9 10 DS MA Jcolheresdesopa| P M G E
cuscuz, aveia, tapioca OO0 Q0CODO0O0COOC0QCO 000 (40g) Q000
VERDURAS E LEGUMES QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE PORCA?MTEDIA SUA PORGAO
Alface N 1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10 D &8 M A 3 folhas médias P MG E
000 O0OCQCQOOO0OCO0OO 000 (30g) [o B e R o B o]
Tomate N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D s M A 3 fatias médias P MG E
000 O0OCQCQOOO0OCO0OO 000 (40g) [o B e R o B o]
Cenoura N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 1 colher de sopa P M G E
oOQocoO0OQ0O0OO0OO0DOO0OO0OO oOQ00O0 (25g) 00O
Outros legumes (abobrinha, [N 1 2 4 5 6 9 10 DS MA 1 colher de sopa P M G E
berinjela, chuchu, pepino} (O © O O O O O O O O O o o0 cheia (30g) o000
1 prato de
Outras verduras cruas N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA sobremesa P M G E
(acelga, ricula, agriso) 000000000 C0CO o000 (38g) 000
VERDURAS E LEGUMES QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE PORCA?MI;'HEDIA SUA F'OR(;;\O
QOutras verduras cozidas
(acelga, espinafre, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A 1colherdeservir | P M G E
escarola, couve) OO0 000000000 0000 (30g) OO0 Q00
Brocolis, couve-flor,repolho | N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A 1 ramo ou P M G E
00000 O0OCO0OO0OO0OO0 o 000 2colheresdesopa |[O O O O
(30g)
MOLHOS E TEMPEROS | QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE POR‘;A?M';"'ED'A SUA PORGAO
Oleo, azeite ou vinagrete N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D §S M A 1 fio (5ml) P MG E
para tempero de salada 0000000000 O0 o QC0O0 00O
Maionese, molho para
salada, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10 D &8 M A 1colherdecha(dg)| P M G E
paté, chantilly 000 O0OCQCQOOO0OCO0OO [olN e o BN o] 0 OO0
Sal para tempero N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A 1 pitada (0,35g) P M G E
de salada 000 O0OCQCQOOO0OCO0OO [olN e o BN o] 0 OO0
Condimentos N 1 2 4 5 6 9 10 D §S M A 1 pitada (0,35g) P MG E
OO0 00000000 O0 O 00O OO0 O0O0




FRUTAS QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE POR‘;A?M"}"'ED'A SUA PORGAO
Laranja, mexerica,abacaxi [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 1 unidade médiaou | P M G E
OO0 Q000000000 O 000 1 fatia grande (180g) |[O © O ©
Banana N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 1 unidade media PM G E
COQ0O0OQ0COQOOQO0CO0O0 c o000 (86g) o000
Macé, péra N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 1 unidade média P M G E
OO0 O0O0O0QCO0OO0O0DO0OCO0O0 o CO0O0 {110qg) o 0o00O0
Melédo, melancia N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 1 fatiameédia (150g) | P M G E
COQ0O0OQ0COQOOQO0CO0O0 c o000 o000
Mamao N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 1 fatia média ou PM G E
Q000 QO0O0QOCQCO0OO0 Q00O Y2 unidade média |©O © © ©
(160g)
Goiaba N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 1 unidade grande P M G E
OO0 O0O0O0QCO0OO0O0DO0OCO0O0 o CO0O0 (225g) o 0o00O0
Abacate N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 2 colheresdesopa | P M G E
CO0O0Q0QO0O0OO0OQQO Q000 cheias (90g) Q00O
BEBIDAS QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE POR‘;A&TED‘A SUA PORGAO
Suco natural N 1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10 D S MA 1/2 copo americano | P M G E
OO0 000000000 OO0 O0O0 (80ml) o o0 O0
Suco industrializado N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D § MA 1 copo de requeijao | P M G E
OO0OO0O0O0OCQCQOO0ODO0OCO O00O0 (240ml}) coco0oo
Café ouchasemagicar [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS M A 2 xicaras de café P M G E
0000 O0COC0COC0CO 00O {90ml) o000
Café ouchacomagucar ([N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 2 xicaras de café P M G E
0000 O0COC0COC0CO 00O {90ml) o000
Refrigerante N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S MA 1 copo de requeijac | P M G E
{ Jcomum { )dietlight | © © © O O O O O O O O o 000 {240ml) o 000
Cerveja N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D &S MA 2 latas (700ml) P M G E
OO0 0000000 O0CO0 O 0 0O0 o 0o00O0
PAES E BISCOITOS QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE PO RQA?MTED'A SUA PORGAO
Péo francés, pao de forma, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A 1 unidade ou 2 PM G E
integral, pio doce,torada |OQ O © O O © O O © O O o 000 fatias (50g) O 00O0
Biscoito sem recheio N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A 4 unidades (24g) P M G E
(doce, salgado) CO0O0O0O0O0QCCQCOOCCO0CO C 00O coo0o¢Q0Q
Biscoito recheado, waffer, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A 3 unidades (41g) P M G E
amanteigado OO0OO0OO0ODOOQCQOODOOO O O0O0 O00O0
Bolo (simples, recheado) N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A 1fatiamédia{60g) (P M G E
OO0 O0O0DO0C0CO0O0OO0O0 O O0O0O0 O o000
Manteiga ou margarina N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS M A 3 pontas de faca P M G E
passada no pdo 0000000000 O 0O 0 O (15g) OO0 0O0
( Jcomum { )light
Sanduiche (cachorro-quente, |N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS MA 2 unidades simples | P M G E
hamburguer) 0000 O0COD0OOCOO 000 (220q) 000




PORGAO MEDIA

DOCES E SOBREMESAS QUANTAS VEZES VOCE COME UNIDADE M) SUA F‘ORQAO
Chocolate, bombom, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 DS M A 1 barra pequena P M G E
brigadeiro OO0 00000000 O OO0 00 (25q0) Q00O
Achocolatado em pd N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D S M A 2colheresdesopa | P M G E
(adicionado ao leite) 00000 O0OCO0OO0OO0OO0 o 000 (25g) o 000
Sobremesas, doces, N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 D §S M A 1pedagcoouifata | P M G E
tortas e pudins OO0 000000000 O 0 00 média (60g) 000
Agucar, mel, geléia N 1 2 4 5 6 9 10 D S M A 12 colherdesopa | P M G E
0000000000 O0 O 00O (6g) o 0o00O0
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Por favor, liste qualquer outro alimento ou preparacdo importante que vocé costuma comer ou
beber pelo menos UMA VEZ POR SEMANA que ndo foram citados aqui (por exemplo: leite-de-coco,
outros tipos de carnes, receitas caseiras, creme de leite, leite condensado, gelatina e outros doces

etc. ).

Alimento

Frequéncia por semana

Quantidade Consumida

Quando vocé come carne bovina ou suina, vocé costuma comer a gordura visivel?
1.[ ] nuncaouraramente 2.[ ] algumasvezes 3.[ ]sempre 4[ ] ndosabe

Quando vocé come frango ou peru, vocé costuma comer a pele?

1.[ ] nuncaouraramente 2. | algumasvezes 3. ]sempre 4.[ ] ndo sabe
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Secdo 10: DADOS ANTROPOMETRICOS

Peso

Kg ___Ks
Estatura m m
IMC Calcular IMC= peso em Kg/ altura em m?
Circunferéncia Abdominal cm cm
Reactancia: Resisténcia: %MG %MLG
Peso MG kg Peso MGL kg
TMB: % agua de massa magra:
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APENDICE C- TABELA 10
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Tabela 10: Participacdo dos alimentos nos grupos, médias de consumo por dia dos

alimentos consumidos pela populacao estudada. Sdo Paulo, SP, 2013-2014.

Grupo Alimentos Grupo Frequéncia diaria Frequéncia diaria
Alimentar (dp) (amplitude)
Caso
Macarrdo com molho sem 0.2(05) (0-2,5)
carne
Controle 0.2 (0,2) (0-0,43)
Macarrdo com molho com _C2aso 0,1(0.12) (0-0,43)
Massas
carne, lasanha, nhoque Controle 02(0.2) (0-0,79)
Caso 0,15 (0,22) (0-1)
Pizza,
izza, panqueca Controle 0.2 (0.1) (0,03-0,43)
Caso 0,15 (0,18) (0-0,43)
S
opas Controle 0,14 (0,2) (0-0,43)
Preparacéo
parac Caso 0,03 (0,05) (0-0,14)
Polenta cozida ou frita
Controle 0,008 (0,03) (0-0,14)
Caso 0,6 (0,6) (0,08-2,5)
Carne bovina Controle 0,5 (0,18) (0,14-0,79)
Carne de porco caso 0,08 (0,09) (0-0,43)
Carne Controle 0,2 (0,5) (0-2,5)
Vergnvecjza e Carne seca, carne do sol, Caso 0,06 (0,05) (0-0,14)
bacon Controle 0,04 (0,06) (0-0,14)
Ovos Caso 0,2 (0,2) (0-1)
Controle 0,3 (0,5) (0-2,5)
o Caso 0,11 (0,09) (0-0,43)
Linguica Controle 0,2 (0,5) (0-2,5)
Embutidos Embutidos (presunto, Caso 0,15 (0,23) (0-1)
mortadela, salsicha) Controle 0,2 (0,2) (0-0,43)
Frango Caso 0,6 (0,9) (0,03-3)
Carne Controle 0,5 (0,5) (0,14-2,5)
branca
Peixe e frutos do mar Caso 0103 (0-0,43)
Controle 0,1 (0,2) (0-0,43)
Leite integral Caso 0,7 (0,9) (0-3)
Controle 0,4 (0,6) (0-2,5)
Leite desnatado Caso 0,4 (0.9) (0-3)
Controle 0,02 (0,05) (0-0,14)
Caso _
L eit Leite semi-desnatado 03 (08) (0-2,5)
eite e Controle 0,004 (0,02) (0-0,08)
derivados
logurte natural Caso 0,5(0,9) (0-2,5)
Controle 0,3 (0,3) (0-0,79)
logurte com frutas Caso 0,3 (0.,8) (02,5
Controle 0,2 (0,2) (0-0,79)
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Tabela 10: Participacdo dos alimentos nos grupos, médias de consumo ao dia dos
alimentos consumidos pela populagéao estudada. Sao Paulo, SP, 2013-2014.

(Continuacéo)

Grupo Alimentos Grupo Frequéncia Frequéncia
Alimentar diaria (dp) diaria
(amplitude)
Queijo mussarela, prato, parmesdaoe Caso
provolone 05(0.7) (0-2,5)
Leite e Controle 0,5 (0,6) (0,03-2,5)
derivados ijo mi i
iv Queijo minas e ricota Caso 0,4 (0,8) (0-2,5)
Controle 0,4 (0,6) (0-2,5)
Caso i}
Feijio 1,2 (0,9) (0,14-2,5)
Controle 0,6 (0,5) (0,08-2,5)
Lentilha, ervilha seca, gréo de bico, Caso 0,05 (0,09) (0-0,43)
Leguminosas soja Controle 0,06 (0,1) (0-0,43)
Caso 0,03 (0,03) (0-0,14)
Feijéo tropeiro e feijoada Controle 0,02 (0‘04) (0_0114)
Caso .
Arroz branco ou integral cozido com 1,5 (0.9) (0,43-2.5)
6leo e temperos Controle 1,4 (0,7) (0,43'2,5)
Caso 0,07 (0,1) (0-0,43)
Batata frita ou mandioca frita Controle 0,2 (0,1) (0,03-0,43)
Batata, mandioca, inhame (cozida ou Caso 0,1(0,12) (0-0,43)
assada), puré Controle 0,2 (0,2) (0-0,43)
Farinha de mandioca, farofa, cuscuz, Caso 0,2 (0,3) (0-1)
Cereais, raizes e avela, tapioca Controle 0,1(0,2) (0-1)
tubérculos Pdo francés, pdo de forma, integral, €aso 0,7 (0,6) (0,14-3)
p&o doce, torrada Controle 1,7 (0,8) (0-2,5)
L . C
Biscoito sem recheio (doce, salgado) aso 0,4 (0,6) (0-2,5)
Controle 0,5 (0,6) (0-2,5)
Biscoito recheado, waffer, Caso 0,1 (0,3) (0-1)
amanteigado Controle 0,09 (0,2) (0-0,43)
Bolo (simples, recheado) Caso 0,1 (0,13) (0-0.43)
Controle 0,1 (0,13) (0-0,43)
Caso 1,2 (0,9) (0,08-3)
Alface Controle 0,8 (0,6) (0,14-2,5)
Tomate Caso 1,4(1,07) (0,08-3)
Controle 0,8 (0,6) (0,03-2,5)
) Cenoura Caso 0,6 (0,7) (0,08-2,5)
Hortalicas Controle 0,4 (0,2) (0-1)
Outros legumes (abobrinha, berinjela, Caso 0,4 (0,3) (0,08-1)
chuchu, pepino) Controle 0,5 (0,7) (0-2,5)
Outras verduras cruas (acelga, Caso 0,4 (0,3) (0,08-1)

ricula, agrido) Controle 0,4 (0,2) (0-1)
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Tabela 10: Participacdo dos alimentos nos grupos, médias de consumo ao dia dos
alimentos consumidos pela populagéao estudada. Sao Paulo, SP, 2013-2014.

(Continuacgéao)

Grupo Alimentar Alimentos Grupo Frequéncia diaria Frequéncia
(dp) diaria
(amplitude)
Outras verduras cozidas (acelga, _Caso 0,3 (0,2) (0-1)
. espinafre, escarola, couve) Controle 0,3 (0,2) (0-0,79)
Hortalicas
Brocolis, couve-flor, repolho caso 0.2 (0,15 (0-0.43)
Controle 0,3(0,3) (0-1)
Laranja, mexerica, abacaxi caso 08(0.9) (0-3)
Controle 0,4 (0,5) (0,03-2,5)
Banana Caso 08(0,9) (0-3)
Controle 0.4(0,2) (0,08-1)
Maca, péra Caso 0.5 (0.7) (0-3)
Controle 0,3(0,3) (0-1)
Mel&o, melancia caso 03(0.7) (0-1)
Controle 0,1(01) (0-0,43)
Frutas C ,
Mam&o aso 0,3(0,3) 0-1)
Controle 0,08 (0,06) (0-0,14)
Caso 0,1(0,2 0-1
Goiaba 1 0.2) Q1)
Controle 0,008 (0,02) (0-0,08)
Abacate Caso 08(0.2) (0-1)
Controle 0,07 (0,01) (0-0,03)
Suco natural caso 0.7(0.9) (0-3)
Controle 0,3(0,2) (0-1)
Maionese, molho para salada, Caso 0,1 (0,16) (0-0,43)
paté, chantily Controle 0.1 (0.2) 0-1)
Caso 0,4 (0,6) (0-2,5)
Condimentos Controle 0,2 (0,3) (0-0,79)
C
Hamburguer, nuggets, almdndega aso 0,06 (0,09) (0-0.43)
Controle 0,05 (0,09) (0-0,43)
Industrializados Caso
Suco industrializado 0,8 (1,05) (0-3)
Controle 0,5 (0,3) (0-1)
Caso -
Refrigerante comum 0.2 (0.2) (0-0,79)
Controle 0,2 (0,2) (0-0,43)
Refrigerante light, diet Caso 0 0
Controle 0,,07 (0,2) (0-0,43)
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Tabela 10: Participacdo dos alimentos nos grupos, médias de consumo ao dia dos

alimentos consumidos pela populagao estudada. Sdo Paulo, SP, 2013-2014.

(Continuacgéao)

Grupo Alimentar Alimentos Grupo Frequéncia diaria Frequéncia
(dp) diaria

(amplitude)
Cha e café sem acglcar Caso 0.9 (1) (0-2.9)
x Controle 0,6 (0,7) (0-2,5)

Infuséo
Cha e café com acucar Caso 0.8 (0.8) (0-2.5)
Controle 0,7(0,8) (0-3)
Caso 0,03 (0,05) (0-0,14)
Bebida alcodlica Cerveja Controle 0,074 (0,1) (0-0,43)
Oleo, azeite ou vinagre para Caso 1(0,9) (0-2,5)
tempero de salada Controle 0,3(0.3) (0-1)
. . Caso 0,9 (0,9) (0-2,5)
Oleos e gorduras Manteiga ou margarina comum

g Controle 0,7 (0,7) (0-2,5)
Manteiga ou margarina light Caso 0.2 (0.6) (0-2.5)
Controle 0,07 (0,03) (0-0,14)
Salgado frito Caso 0,2 (0,3) (0-1)
Controle 0,1(0,1) (0-0,43)
Lanches Salgado assado Caso 0,14 (0,2) (0-1)
Controle 0,2 (0,2) (0-0,43)
Sanduiche Caso 0,06 (0.09) (0-0.43)
Controle 0,05 (0,04) (0-0,14)
Chocolate, bombom, brigadeiro Caso 04 0.4 (0-1)
Controle 0,6 (0,4) (0,03-2)
Achocolatado em p6 (adicionado Caso 0,13 (0,3) (0-1)

ao leite) i
Aclicar e doces Controle 0,2 (0,3) (0-1)
Sobremesas, doces, tortas e Caso 0,2 (0,3) (0-1)
pudins Controle 0,3(0,3) (0,03-1)
Acucar, mel e geléia Caso 0.5 (0.7) (0-3)
Controle 0,8 (1) (0-3)




