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RESUMO

OLIVARES, Priscila dos Santos Gomes. COMPOSIQAO DA MICROBIOTA INTESTINAL E
PERFIL METABOLICO EM INDIVIDUOS EUTROFICOS E COM EXCESSO DE IMC. Rio
de Janeiro, 2020. Dissertacdo (Mestrado em Cardiologia) - Faculdade de Medicina, Universidade

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

INTRODUCAO: Alteraces metabdlicas relacionadas a obesidade variam entre os individuos e
tentativas de categorizar os individuos de acordo com sua saude metabdlica e IMC, deu origem a
diferentes fendtipos metabdlicos. Alguns estudos tém sugerido que a microbiota intestinal € um
fator importante que pode influenciar o fendtipo do hospedeiro. OBJETIVO: Investigar a
composicdo da microbiota intestinal e perfil metabolico de individuos eutréficos e com excesso
de IMC. METODOS: Estudo transversal com 109 adultos, de ambos os sexos, classificados de
acordo com o estado metabdlico, segundo IMC e HOMA. Foram avaliadas as caracteristicas
antropométricas, bioguimicas e pressdo arterial. O nivel de atividade fisica foi avaliado por
questionario e o consumo alimentar pelo registro alimentar de 3 dias. Uma amostra de fezes foi
recebida de cada participante e o perfil da microbiota intestinal analisado por sequenciamento do
gene rRNA 16S. Utilizaram-se os testes Kruskal-Wallis e 2, de acordo com a escala de medida
das variaveis, no programa estatistico SPSS versdo 25, com significancia de 5%. RESULTADOS:
Valores significativamente menores na ingestao de gordura saturada foram observados nos grupos
EutMS, SobMS e ObMS em comparagdo com 0s grupos SobMNS e ObMNS, e na glicemia de
jejum na comparacdo entre ObMS e ObMNS. A diversidade e riqueza das comunidades
bacterianas foi menor em obesos e no fenotipo ndo saudavel. O género Eubacterium rectale e
géneros da familia Prevotellaceae, foram mais abundantes em ObMS e SobMS do que em
EutMS, enquanto Bifidobacterium foi mais abundante em EutMS. Os géneros Coprococcus e
Ruminococcus foram mais abundantes em SobMS do que em SobMNS. CONCLUSOES: O
intestino de individuos com fendtipo ndo saudavel abriga uma microbiota associada a inflamacéo,
com menor potencial de producdo de butirato e diversidade bacteriana reduzida. A dieta atual dos
individuos ndo foi suficiente para explicar as diferencas na composi¢do da microbiota intestinal.

PALAVRAS CHAVES: Dieta, microbiota intestinal, obesidade, excesso de peso, fenétipo

metabolicamente saudavel, resisténcia a insulina.



ABSTRACT

OLIVARES, Priscila dos Santos Gomes. COMPOSITION OF THE GUT MICROBIOTA AND
METABOLIC PROFILE IN INDIVIDUALS NORMAL WEIGHT AND WITH EXCESS BMI.
Rio de Janeiro, 2020. Dissertation (Master in Cardiology) - Faculty of Medicine, Federal
University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

INTRODUCTION: Metabolic changes related to obesity vary between individuals and attempts
to categorize individuals according to their metabolic health and BMI, gave rise to different
metabolic phenotypes. Some studies have suggested that the gut microbiota is an important factor
that can influence the host's phenotype. OBJECTIVE: To investigate the composition of the gut
microbiota and metabolic profile individuals normal weight and with excess BMI. METHODS:
Cross-sectional study with 109 adults, of both sexes, classified according to metabolic status,
according to BMI and HOMA. Anthropometric, biochemical and blood pressure characteristics
were evaluated. The level of physical activity was assessed using a questionnaire and food
consumption was recorded using a 3-day food record. A stool sample was received from each
participant and the profile of the intestinal microbiota was analyzed by sequencing the 16S rRNA
gene. The Kruskal-Wallis and y2 tests were used, according to the scale of measurement of the
variables, in the statistical program SPSS version 25, with a significance of 5%. RESULTS:
Significantly lower values in the saturated fat intake were observed in the EutMS, SobMS and
ObMS groups in comparison with the SObMNS and ObMNS groups, and in fasting glucose in the
comparison between ObMS and ObMNS The diversity and richness of the bacterial communities
was lower in obese and in the unhealthy phenotype. The genus Eubacterium rectale and genera of
the family Prevotellaceae, were more abundant in ObMS and SobMS than in EutMS, while
Bifidobacterium was more abundant in EutMS. The genera Coprococcus and Ruminococcus
were more abundant in SobMS than in SObMNS. CONCLUSIONS: The intestine of individuals
with an unhealthy phenotype hosts a microbiota associated with inflammation, with less potential
for butyrate production and reduced bacterial diversity. The individuals' current diet was not
sufficient to explain the differences in the composition of the intestinal microbiota.

KEY WORDS: Diet, intestinal microbiota, obesity, overweight, metabolically healthy phenotype,

insulin resistance.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a causa mais comum de mortalidade nos paises
ricos e em desenvolvimento (SIQUEIRA; SIQUEIRA-FILHO; LAND, 2017), e a relacdo entre
habitos de vida diarios e ocorréncia de DCV esta muito bem estabelecida pela literatura
(MANSUR; FAVARATO, 2012). A obesidade é considerada um fator de risco independente para
DCV, contribuindo de forma significativa para o0 aumento da morbidade desta doenca (AUNE et
al., 2016; LENNON; CLAUSSEN; KUERSTEINER, 2018). No entanto, estudos sugerem uma
heterogeneidade da obesidade, pois alguns individuos apresentam um perfil metabolico mais
favoravel, sem resisténcia a insulina, apesar do peso elevado. Por outro lado, um subconjunto de
individuos ndo obesos pode apresentar distlrbios metabolicos caracteristicos da obesidade
(DING; CHAN; MAGKOQOS, 2016; DINIZ et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2015; WANG et al.,
2015). Essas variagfes do metabolismo em individuos com indice de massa corporal (IMC)
semelhante, foram chamadas, fenotipos metabolicos, sendo o termo metabolicamente saudavel
utilizado para caracterizar um fenétipo que ndo € acompanhado por disfuncdo metabdlica
(BRANDAO; MARTINS; MONTEIRO, 2020; ECKEL et al., 2018; PIMENTEL et al., 2015;
PRIMEAU et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2015).

Fatores ambientais, como um padrdo alimentar saudavel e préatica de atividade fisica, tém
sido associados ao fenotipo metabolicamente saudavel (BELL; EDWARDS; GRIEGER, 2015;
ORTEGA et al.,, 2018; PEREIRA et al., 2019). E nos ultimos anos, evidéncias crescentes
sugeriram o envolvimento da microbiota intestinal no desenvolvimento de disturbios
metabolicos. (CANI et al., 2019; GAO et al., 2018; JANSSEN; KERSTEN, 2015; KARLSSON
etal., 2013a; MORAES et al., 2014; MORENO-INDIAS et al., 2014; ORG et al., 2017).

A microbiota intestinal desempenha um papel simbiotico, garantindo varias fungdes
metabolicas essenciais ao hospedeiro (SCHEITHAUER et al., 2016). A estrutura microbiana
intestinal pode ser influenciada por diversos fatores, principalmente pela dieta (SHEFLIN et al.,
2017; SINGH et al., 2017; SONNENBURG et al., 2016; SONNENBURG; BACKHED, 2016).
Estudos anteriores revelaram uma associagéo entre padrdes alimentares e diferentes comunidades
bacterianas dentro do intestino (ARON-WISNEWSKY; CLEMENT, 2016; CHRISTENSEN et
al., 2018; GORVITOVSKAIA; HOLMES; HUSE, 2016; PRECUP; VODNAR, 2019; WU et al.,

2011). Individuos com um padrdo alimentar caracterizado pelo maior consumo de fibras
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apresentaram uma microbiota intestinal mais diversa e associada a saude (SONNENBURG et al.,
2016).

Alteragbes na composi¢do microbiana intestinal causadas por fatores externos podem
levar a alteracGes importantes na relacdo simbidtica entre a microbiota intestinal e o hospedeiro, e
dessa forma, promover o desenvolvimento de doencas metabdlicas (CHASSAING; GEWIRTZ,
2016). Diferencas entre a composi¢do da microbiota intestinal de individuos magros e obesos
sugerem uma relagéo entre obesidade e composicdo da microbiota (BRAHE et al., 2015; KASAI
et al., 2015; PETERS et al., 2018; SILVA-JUNIOR et al., 2017), mas os resultados em humanos

sdo inconsistentes, sendo necessarios mais estudos para avancgar a compreensao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doengas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo um grupo de doencas cardiacas e do sistema
circulatério, e incluem doenca coronariana, doenca cerebrovascular, doenca arterial periférica,
doenca cardiaca reumatica e outras (WHO, 2017). As DCV sdo a principal causa de mortalidade
em todo o0 mundo e séo responsaveis pelos mais altos custos em assisténcia médica (ROTH et al.,
2017; SIQUEIRA; SIQUEIRA-FILHO; LAND, 2017; WHO, 2014a). Em 2015, 17,7 bilhdes de
pessoas morreram por doencas cardiovasculares, representando 31% de todos os 6bitos ocorridos
no ano (WHO, 2018). No Brasil 28% do total de oObitos ocorridos nos ultimos anos foram
decorrentes de DCV (SIQUEIRA; SIQUEIRA-FILHO; LAND, 2017; WHO, 2018), apesar de
uma progressiva reducdo na mortalidade por estas doencas nas Ultimas décadas (MANSUR,;
FAVARATO, 2016a; MARINHO; PASSOS; FRANCA, 2016). No Rio de Janeiro ocorreu uma
reducao na mortalidade de 47,9% no periodo de 1990 a 2015 (MALTA et al., 2017).

O controle dos fatores de risco e a melhoria nos tratamentos sdo as principais
justificativas para a reducdo da mortalidade por DCV nos paises desenvolvidos, enquanto que nos
paises em desenvolvimento, como o Brasil, tais reducdes podem ser atribuidas a melhoria das
condicdes socioeconémicas (SOARES et al., 2015, 2016, 2018) e ao melhor acesso pela
populacéo ao sistema de satde em regides como Sul e Sudeste (MANSUR; FAVARATO, 2016b).
As DCV impdem impactos financeiros e de qualidade de vida significativos em todo o Brasil
(STEVENS et al., 2018). Os custos das DCV no pais cresceram nos ultimos anos, principalmente
0s custos com medicamentos (88%) e com previdéncia social (66%) indicando um aumento da
populacdo que estd convivendo com a doenca (SIQUEIRA; SIQUEIRA-FILHO; LAND, 2017).

Os fatores de risco cardiovascular sdo amplamente conhecidos, e podem ser invariaveis
(idade, sexo, historia familiar positiva a heranca) e varidveis (tabagismo, atividade fisica
inadequada, pressdo arterial elevada, excesso de peso, dislipidemia, Diabetes mellitus)
(FRANCULA-ZANINOVIC; NOLA, 2018). A obesidade e o sobrepeso estdo entre os fatores de
risco mais importantes no desenvolvimento destas doencas, apresentando impacto significativo

na morbidade, mortalidade e no custo dos cuidados de saude (UPADHYAY et al., 2018), com um
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aumento exponencial observado nas ultimas décadas (JARDIM, 2019; RIBEIRO et al., 2016). O
risco de mortalidade por DCV aumenta significativamente 7% por cada 2 anos vividos com
obesidade (ABDULLAH et al., 2011).

2.2 Obesidade e Sobrepeso

A obesidade é definida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como um acimulo
anormal de gordura, sendo usualmente diagnosticada pela avaliacdo do IMC (WHO, 2000). A
obesidade pode ser caracterizada por um processo inflamatdrio cronico de baixo grau,
relacionado com a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo e elevacdo de marcadores
inflamatorios e citocinas (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015), contribuindo
para o0 aparecimento e progressdo de distlrbios metabolicos associados a obesidade, como por
exemplo, resisténcia a insulina.

Embora a causa fundamental da obesidade e excesso de peso seja um balangco energético
positivo crénico, resultado de um desequilibrio entre 0 consumo de energia e gasto energético
(GADDE et al., 2018; HEYMSFIELD; WADDEN, 2017), a interacdo de fatores como estilo de
vida inativo, consumo excessivo de alimentos ultraprocessados, genética, alteracbes hormonais,
certos medicamentos, fatores emocionais, idade e reducdo nas horas de sono (MOHAMMED et
al., 2018; UPADHYAY et al., 2018) também estdo envolvidos na patogénese desta doenca.

O sobrepeso e a obesidade tém aumentado em todos os paises, e sdo considerados um dos
problemas de salde mais importantes que enfrentamos (JARDIM, 2019). A obesidade mundial
quase triplicou entre 1975 e 2016. Em 2016, 39% dos adultos com 18 anos ou mais estavam
acima do peso e 13% eram obesos (11% dos homens e 15% das mulheres) (WHO, 2014b, 2018).
No Brasil, segundo dados da Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencgas crbnicas por Inqueérito Telefénico (VIGITEL), de 2018, houve um crescimento
consideravel de sobrepeso (IMC > 25 kg/m?) e obesidade (IMC > 30 kg/m?) entre a populagdo
brasileira. Mais da metade da populacdo adulta (> 18 anos) apresentou sobrepeso (55,7%), um
aumento de 30% quando comparado com o percentual de 42,6% no ano de 2006. Com relacdo a
obesidade o percentual passou de 11,8% em 2006 para 19,8% em 2018. No Rio de Janeiro o
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percentual de adultos com sobrepeso e obesidade foi de 57,7% e 22,4%, respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

2.3 Caracteristicas clinicas e antropométricas de diferentes Fendtipos Metabdlicos

Apesar da obesidade ser considerada um importante fator de risco para o
desenvolvimento de diversas complicacdes metabdlicas (SCORSATTO et al., 2018), tem sido
relatado na literatura que as alteragdes metabdlicas relacionadas a obesidade variam entre os
individuos (DINIZ et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2015; WANG et al., 2015). Alguns individuos,
apesar do peso elevado, ndo possuem sindrome metabdlica e, portanto, possuem um perfil e
progndstico mais favoraveis quando comparados aos outros individuos com excesso de peso,
mesmo com IMC e percentual de gordura semelhantes (DOBSON et al., 2016; PIMENTEL et al.,
2015). Por outro lado, um subconjunto de individuos ndo obesos, pode apresentar anormalidades
metabdlicas comumente encontradas em obesos (CONUS; RABASA-LHORET; PERONNET,
2007; DING; CHAN; MAGKOS, 2016). A disfuncdo metabdlica em pessoas magras tem sido
associada a aumento do tecido adiposo visceral (IAV), aumento da gordura muscular e hepatica,
reducdo da massa muscular esquelética, inatividade fisica e baixa aptiddo cardiorrespiratoria
(DING; CHAN; MAGKOS, 2016).

Nesse sentido, o termo metabolicamente saudavel tem sido proposto para caracterizar um
fendtipo que n3o é acompanhado por disfuncdo metabdlica (BRANDAO; MARTINS;
MONTEIRO, 2020; ECKEL et al., 2018; PIMENTEL et al., 2015; PRIMEAU et al., 2010;
TEIXEIRA et al.,, 2015). Tentativas de categorizar os individuos de acordo com sua saude
metabolica e indice de massa corporal, deu origem a diferentes fendtipos: peso normal
metabolicamente saudavel, peso normal metabolicamente ndo saudavel, sobrepeso
metabolicamente saudavel, sobrepeso metabolicamente ndo saudavel, obeso metabolicamente
saudavel e obeso metabolicamente ndao saudavel (DINIZ et al., 2016; KIMOKOTI et al., 2015;
WILDMAN, 2008).

Baixos marcadores inflamatorios, sensibilidade a insulina preservada, menor quantidade

de tecido adiposo visceral e maior aptiddo cardiorrespiratoria foram apontados como fatores e
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condicdes mais importantes que contribuem para ter um fenotipo obeso metabolicamente
saudavel (BLUHER; SCHWARZ, 2014).

N&o existem critérios universalmente aceitos para definir fendtipo metabolicamente
saudavel, mas métodos baseados na sensibilidade a insulina, como o modelo de avaliacdo da
homeostase (HOMA) da resisténcia a insulina, tem sido utilizados (BEREZINA et al., 2015;
CALORI etal., 2011; KIMOKOTI et al., 2015; PIMENTEL et al., 2015).

Estudos sugeriram que individuos metabolicamente saudaveis (obesos e ndo obesos)
apresentam menor risco de DCV do que individuos metabolicamente ndo saudaveis (obesos e ndo
obesos) (DOBSON et al., 2016; PIMENTEL et al., 2015). No entanto, entre individuos com
fendtipo saudavel, o risco de DCV permaneceu maior para 0s obesos (CALEYACHETTY et al.,
2017; LI et al., 2019; MAGKOS, 2019; ROBERSON et al., 2014; SEO; RHEE, 2014). Em
contraste com esta afirmacdo, outros pesquisadores ndo observaram diferenca no risco de DCV
entre individuos obesos e com peso adequado metabolicamente saudaveis (ORTEGA et al., 2013).
Ortega; Lavie; Blair, (2016), destacaram que a aptidao cardiorrespiratéria poderia neutralizar os
efeitos adversos da obesidade nas DCV, resultando em nenhuma diferenca no progndstico entre
individuos com ObMS e EutMS.

Os mecanismos que poderiam explicar o perfil metabélico favoravel de alguns individuos
com excesso de peso sao pouco compreendidos. Sabe-se que os fatores genéticos e do estilo de
vida contribuem para o desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina, no entanto, a
combinacdo desses fatores ndo € capaz de explicar completamente a patogénese da obesidade.
Nos ultimos anos, alguns estudos tém sugerido que a microbiota intestinal € um fator importante
que pode influenciar o fenétipo do hospedeiro, pelo seu envolvimento na regulacdo das respostas
inflamatorias, homeostase energética e metabolismo da glicose e lipideos (CANI et al., 2019;
GAO et al., 2018; JANSSEN; KERSTEN, 2015; KARLSSON et al., 2013a; MORAES et al.,
2014; ORG et al., 2017).

2.5 Microbiota Intestinal

A microbiota intestinal humana é um complexo ecossistema, que inclui micro-organismos
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comensais e simbidticos, em sua maioria bactérias, mas também fungos, archaea e virus
(ARUMUGAM et al., 2011). A identificacdo das comunidades bacterianas que habitam o sistema
gastrointestinal pode ser realizada por meio da classificacdo taxondmica que distribui as bactérias
em filos, classes, ordem, familia, género e espécie (LANG; EISEN; ZIVKOVIC, 2014). Acredita-
se que na maioria dos individuos, cerca de 90% das bactérias pertencam aos filos Firmicutes e
Bacteroidetes, e o restante aos filos Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e
Verrucomicrobia (HARRIS et al., 2012; HUTTENHOWER et al., 2012).

A microbiota intestinal é caracterizada por sua diversidade microbiana e capacidade
funcional. A diversidade alfa explica a riqueza da comunidade, ou seja, a abundéncia relativa de
espécies microbianas em uma amostra, enquanto a diversidade beta explica a diferenca de
espécies e estrutura da comunidade entre as amostras, e ndo dentro de uma amostra. Ja a
capacidade funcional refere-se as atividades das bactérias, como formacdo de clados,
estabelecimento de nichos, resposta a estimulos ambientais, producdo de metabdlitos e impacto
no hospedeiro (MARTINEZ; LEONE; CHANG, 2017). Uma microbiota adulta saudavel pode ter
inimeras possibilidades de configuracdo, que mesmo com diferencas de composicéo,
compartilham um grau comparavel de diversidade e uniformidade, e a capacidade de preservar a
homeostase do hospedeiro humano. A diversidade €, portanto, a chave para um microbioma
intestinal saudavel, pois permite redundéncia, com varios micrébios capazes de desempenhar
fungdes semelhantes. Uma alta diversidade tem sido associada a melhor homeostase e capacidade
de resestabelecer o equilibrio inicial apds perturbacées (HUTTENHOWER et al., 2012).

Cada individuo possui uma microbiota Unica, sendo em parte definida geneticamente e em
outra determinada por fatores, como tipo de parto, amamentacéo, idade (ODAMAKI et al., 2016),
exercicio (CLARKE et al., 2014), hébitos alimentares (LOPEZ-LEGARREA et al., 2014; SINGH
et al., 2017), uso de antibidticos (HWANG et al., 2015a; RAYMOND et al., 2016) e localizagdo
geografica (GAULKE; SHARPTON, 2018; YATSUNENKO et al., 2012). Acredita-se que 0
desenvolvimento da microbiota intestinal se inicie ainda no utero e que a dieta materna na
gravidez e na lactagcdo provavelmente afete o conjunto de bacterias capazes de serem transferidas
de mée para filho. Uma reducdo na abundancia de bacteroides foi observada no meconio neonatal

exposto a uma dieta rica em gordura durante a gestacdo (CHU et al., 2016a, 2016b).
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Bebés nascidos de parto natural sdo colonizados por bactérias da vagina da mae (em geral
Lactobacillus, Prevotella, Atopobium ou Sneathia spp), enquanto bebés nascidos de cesariana,
sdo colonizados por bactérias tipicas da pele da mae (Staphylococcus spp), explicando em parte, a
maior suscetibilidade a certos patdgenos, em bebés nascidos de cesariana do que em bebés
nascidos por via vaginal (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010). A microbiota intestinal torna-se
razoavelmente estdvel e semelhante a de um adulto por volta dos trés anos de idade
(RODRIGUEZ et al., 2015), com uma reducdo consideravel na abundéncia relativa do filo
Actinobatéria, ap6s o desmame, mudando novamente na velhice. Individuos acima de 70 anos, de
uma comunidade japonesa, apresentaram aumentos na abundancia relativa do filo Bacteroidetes e
Proteobactérias (ODAMAKI et al., 2016). Literatura recente, mostrou que, em geral, individuos
idosos apresentaram reducdo na abundéncia relativa de Bifidobacterium (filo Actinobactéria) e
aumento de Enterobacteriaceae (filo Proteobactéria), sendo as alteracdes mais pronunciadas em
idosos frageis ou com comorbidades. Foi sugerido também, que as alteracGes na microbiota
intestinal de individuos idosos podem estar relacionadas com o declinio na funcionalidade do
trato gastrointestinal, comumente observada nesse grupo (AN et al., 2018).

Embora varios fatores possam influenciar a dindmica da microbiota intestinal, acredita-se
que a dieta possa ser o fator mais importante na composicao e na funcdo bacteriana do intestino
(SHEFLIN et al., 2017; SINGH et al., 2017; SONNENBURG et al., 2016; SONNENBURG;
BACKHED, 2016).

2.6 Microbiota intestinal e Padrao alimentar

O aumento da producdo de alimentos processados e a mudanca de estilo de vida levaram a
importantes mudancgas nos padrbes alimentares. O consumo de produtos alimenticios prontos
para comer, beber ou aquecer cresceu rapidamente (MONTEIRO; et al., 2016; OPAS, 2015;
WHO, 2015a), enquanto a quantidade de fibra consumida declinou nas sociedades
industrializadas. Entre os brasileiros, somado ao aumento do consumo de ultraprocessados,
ocorreu uma reducdo significativa no consumo dos alimentos in natura ou minimamente
processados (CANELLA et al., 2014; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
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ESTATISTICA - IBGE, 2019; LOUZADA et al., 2015a; MARTINS et al., 2013).

Estudos recentes revelaram que os padrdes alimentares estdo associados a diferentes
comunidades de espécies bacterianas dentro do intestino. Alguns géneros, como por exemplo,
Prevotella, Bacteroides e Bifidobacterium foram considerados biomarcadores eficazes de dieta e
estilo de vida. O género Prevotella possui enzima especializada na degradacéo das fibras vegetais,
e uma abundéancia elevada foi geralmente encontrada em individuos que consumiam uma dieta
ndo ocidental, rica em carboidratos complexos e fibras, caracteristica de populagdes agrarias,
enguanto o género Bacteroides tem sido associado a dietas enriquecidas em proteinas animais e
gorduras (ARON-WISNEWSKY; CLEMENT, 2016; CHRISTENSEN et al., 2018;
GORVITOVSKAIA; HOLMES; HUSE, 2016; PRECUP; VODNAR, 2019; WU et al., 2011).

Foi sugerido ainda, que a relagéo Prevotella/Bacteroides (filo Bacteroidetes) pode afetar a
capacidade do individuo de perder peso ao seguir uma determinada dieta. Hjorth et al. (2018)
verificaram que individuos com alta proporcdo P/B foram mais suscetiveis a perder gordura
corporal em dietas ricas em fibras e grdos integrais do que individuos com baixa proporcao de
P/B.

A ingestdo reduzida de fibras e elevada de gordura saturada, caracteristica das dietas
ocidentais, levou a uma diminuicdo na abundancia dos géneros Bifidobacterium (filo
Actinobacteria), Eubacterium rectale e Faecalibacterium (filo Firmicutes) (SINGH et al., 2017;
WU et al., 2011), enquanto aumentou a abundancia do género Alistipes e Bacteroides (filo
Bacteroidetes) (WAN et al., 2019). Além disso, o consumo reduzido de fibras e elevado de
gordura, foi apontado como um importante contribuinte para perda da riqueza e diversidade
microbiana (MARTINEZ; LEONE; CHANG, 2017; SONNENBURG et al., 2016).

Embora alteragcbes na composi¢do da microbiota intestinal tenham sido detectadas em
intervencgdes dietéticas de curto prazo, a estabilidade das alteragcbes s foram observadas em
dietas de longo prazo (LOUIS et al., 2016; WU et al., 2011). Algumas alteragdes na microbiota
podem, ser revertidas dentro da mesma geracdo, enquanto outras sdo irreversiveis. Uma dieta
pobre em carboidratos acessiveis a microbiota, ao longo de vérias geracfes, leva a uma perda
progressiva e irreversivel da diversidade microbiana (SONNENBURG et al., 2016). As
tendéncias globais da dieta podem levar a extingdo de espécies bacterianas importantes para a

saude humana (LOZUPONE et al., 2012). O processamento industrial de alimentos favorece o
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surgimento de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs), que podem contribuir para
0s processos inflamatérios crénicos por meio da estimulacdo de TLR2 e TLR4, resultando em
resisténcia a insulina (ERRIDGE, 2011; ZINOCKER; LINDSETH, 2018).

A disponibilidade de substratos especificos através da dieta, como por exemplo, fibras,
gordura e proteina pode favorecer o crescimento de géneros ou espécies capazes de explora-los,
assim como a modulacdo das condicBes fisico-quimicas no intestino (LOBACH; ROBERTS;
ROWLAND, 2019; ZINOCKER; LINDSETH, 2018). Mudangas na estrutura microbiana
intestinal e em seus metabdlitos, como acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acidos graxos de
cadeia ramificada (AGCR), &cidos biliares secundarios e produtos de degradacdo proteica, podem
resultar em uma alteracdo na relacdo simbidtica entre bactérias intestinais e hospedeiro, e dessa
forma, promover o desenvolvimento de doencas metabdlicas (CHASSAING; GEWIRTZ, 2016;
SHEFLIN et al., 2017).

2.7 Microbiota Intestinal e doengas cardiometabdlicas

A microbiota intestinal desempenha func¢des importantes na fisiologia humana. Ela atua
na homeostase do sistema imunolégico, confere protecdo contra bactérias patogénicas, afeta o
metabolismo xenobidtico e modula a proliferacdo de células epiteliais (SCHEITHAUER et al.,
2016). Os AGCC (butirato, acetato e propionato) produzidos principalmente pela fermentacao
bacteriana de fibra ndo digerivel no célon, sdo usados como fonte de energia pelas células da
mucosa intestinal, contribuindo para o crescimento e manuten¢do da microbiota intestinal, ou
transferidos para a circulacdo para gerar uma fonte importante de calorias e energia para o
organismo e para atuar como moléculas sinalizadoras, na regulacdo da sensibilidade a insulina, na
lipogénese, na gliconeogénese hepatica e intestinal, na regulacdo do apetite e manutencdo da
funcdo da barreira intestinal (BRIAL et al., 2018; BYRNE et al., 2015; JUNG et al., 2015;
MORRISON; PRESTON, 2016; SCHEITHAUER et al., 2016). O acetato € 0 propionato séo
produzidos principalmente por Bacteroidetes, enquanto o butirato € normalmente produzido por
Firmicutes (CHAKRABORTI, 2015). Por outro lado, proteinas ndo digeridas, ap0s acdo da
microbiota intestinal ddo origem a acidos graxos de cadeia ramificada, sulfeto de hidrogénio,
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compostos fenolicos e inddlicos, aminas e poliaminas (BEAUMONT et al., 2017; PORTUNE et
al., 2016).

Né&o existe uma definigéo clara que caracterize uma microbiota intestinal "saudavel” em
humanos, mas uma proporcao maior de bactérias produtoras de butirato, degradantes de mucina e
Bifidobactérias foi mencionada em alguns estudos (KARLSSON et al., 2013b; LE CHATELIER
et al.,, 2013). Diversos estudos revelaram alteracbes na composicdo bacteriana intestinal
relacionadas a doencas metabolicas (ARON-WISNEWSKY; CLEMENT, 2016; HANSEN et al.,
2015; KARLSSON et al., 2013b; MORENO-INDIAS et al., 2014; PENG et al., 2018; SAAD;
SANTOS; PRADA, 2016; WOTING; BLAUT, 2016).

Diferengas entre a composicdo da microbiota intestinal de individuos magros e obesos
sugerem uma relagéo entre obesidade e composicdo da microbiota (BRAHE et al., 2015; KASAI
et al., 2015; PETERS et al., 2018; SILVA-JUNIOR et al., 2017). Estes individuos,
frequentemente exibem enriquecimento ou deplecdo de certos grupos bacterianos em sua
microbiota residente em comparacdo com individuos saudaveis (MORAN-RAMOS; LOPEZ-
CONTRERAS; CANIZALES-QUINTEROS, 2017). Parece que o nimero de genes microbianos
intestinais se correlaciona positivamente com um estado metabdlico saudavel, pois individuos
com baixa diversidade bacteriana apresentaram adiposidade aumentada, resisténcia a insulina,
dislipidemia e um fenétipo inflamatério mais pronunciado quando comparados a individuos com
alta diversidade bacteriana (LE CHATELIER et al., 2013). Embora o papel da microbiota
intestinal alterada como causa ou consequéncia da obesidade permaneca controverso, estudos
com transplante fecal em camundongos, apoiaram um papel causal da microbiota intestinal na
obesidade (GOODRICH et al., 2014; VRIEZE et al., 2012).

Alguns mecanismos foram propostos para explicar a relagdo entre a microbiota intestinal
e salude metabolica, que incluem aumento da colheita de energia, endotoxemia, sinalizacdo
alterada de AGCC e metabolismo da colina, ilustrado nas Figuras 1 e 2. Foi sugerido que a
microbiota intestinal presente em individuos obesos € mais eficiente na extragdo de energia da
dieta, favorecendo assim, a adiposidade no hospedeiro (AGUIRRE et al., 2014; SCHWIERTZ et
al., 2010; TURNBAUGH et al., 2006). As bactérias intestinais podem suprimir a expressao do
fator adiposo induzido pelo jejum (FIAF), um inibidor da lipoproteina lipase (LPL), levando

consequentemente, ao aumento da atividade da LPL, que promove maior absorcdo de acidos
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graxos e acimulo de triglicerideos nos adipdcitos (BACKHED et al., 2004; MORAES et al.,
2014; SHEN; OBIN; ZHAO, 2013). Outro mecanismo sugerido é a inibicdo da enzima 5’-
monofosfato-adenosina proteina quinase (AMP-Q), pela microbiota intestinal, ativando processos
anabdlicos e blogueando catabolicos, atuando na regulacao do apetite, favorecendo a adiposidade
corporal e a geracio de resisténcia a insulina (BACKHED et al., 2007; KARLSSON et al., 2013a;
MORAES et al., 2014).

Por outro lado, os AGCC podem atuar na regulacdo do peso, através da estimulagdo de
horménios anorexigénicos, como o peptideo-1 do tipo glucagon (GLP-1) e peptideo YY (PYY),
através da ligacdo aos receptores acoplados a proteina G (GPR41 e GRP43), também conhecidas
como receptores de &cidos graxos livres (free fatty acids receptors - FFAR2 e FFAR3),
promovendo assim, aumento da saciedade e consequente reducdo da ingestdo alimentar.
(EREJUWA; SULAIMAN; AB WAHAB, 2014; MORAES et al., 2014)

O desequilibrio microbiano, assim como uma dieta rica em gordura pode alterar a
permeabilidade intestinal, levando a translocacdo de lipopolissacarideos (LPS) da parede
bacteriana de Gram-negativas na circulacdo sanguinea. Uma vez na circulagdo, 0s
lipopolissacarideos se ligam a proteina de ligacdo a lipopolissacarideos (LBP), que facilita a
interacdo entre lipopolissacarideos e varios receptores. A ativacdo do receptor toll-like 4 (TLR4)
(expresso nas células imunes, adipdcitos e células endoteliais) pelos LPS, desencadeia cascatas
pré-inflamatérias e oxidativas, levando a inflamacdo de baixo grau, denominada endotoxemia
metabolica, resisténcia a insulina e aumento da massa adiposa (CANI et al.,, 2007,
CHAKRABORTI, 2015; COX; WEST; CRIPPS, 2015).

A metabolizacdo de fosfatidilcolina (presente principalmente em ovos, figado, carne
bovina e suina) ou L-carnitina (presente na carne vermelha) pela microbiota intestinal, produz o
metabolito trimetilamina (TMA), que apds conversdo em N-6xido de trimetilamina (TMAOQ) é
capaz de reduzir o transporte reverso de colesterol e a sintese de acidos biliares, potencialmente
atenuando a via normal de eliminagdo do colesterol intestinal, contribuindo assim para
patogénese da aterosclerose (HEIANZA et al., 2017; KOETH et al., 2013; LI et al., 2017b; PENG
et al., 2018; TANG et al., 2013; TRASEID et al., 2015; WANG et al., 2011; WARRIER et al.,
2015).

Os estudos em humanos com relacdo a microbiota intestinal de individuos obesos e
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magros e com disturbios metabdlicos, sdo inconsistentes, e uma assinatura microbiana especifica
relacionada a obesidade ndo foi identificada, sendo necessarios mais estudos para avancar a

compreenséo.
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Figura 1. Mecanismos envolvidos na relacdo entre microbiota intestinal e distdrbios metabdlicos

Fonte: Moraes et. al (2014)
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Figura 2. O metabolito microbiano intestinal trimetilamina (TMA) e o risco de aterosclerose.

Fonte: Zhu et. al (2016)
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3 JUSTIFICATIVA

As mudangas ocorridas no estilo de vida e nos habitos alimentares nas Ultimas décadas,
contribuiram para o aumento global da obesidade e sobrepeso, e de disturbios do metabolismo
glicidico e lipidico, que favorecem a ocorréncia de DCV. Embora os efeitos metabdlicos
deletérios da obesidade sejam amplamente reconhecidos, existem diferencas individuais nas
respostas metabdlicas a obesidade. Conhecer a composicéo da microbiota intestinal de individuos
com diferentes fendtipos metabdlicos, e os fatores que influenciam sua dinamica, pode fornecer
uma explicacdo fisiologica para o motivo pelo qual alguns individuos sdo mais suscetiveis ao
ganho de peso e distarbios metabolicos do que outros e fornecer subsidios para o planejamento de
intervencdes voltadas para a prevencao e tratamento da obesidade. No entanto, esta distribuicdo

diferencial entre os fenotipos metabdlicos foi pouca estudada.
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4 HIPOTESE

O perfil metabdlico de individuos eutr6ficos e com excesso de IMC esta associado com a

composicao da microbiota intestinal.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a composicao da microbiota intestinal e a sua associacdo com o perfil metabdlico

de individuos eutroficos e com excesso de IMC.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o padrédo dietético, antropométrico e de atividade fisica dos individuos com fendtipo
metabdlico saudavel e ndo saudavel.

Descrever o perfil metabdlico de individuos eutréficos e com excesso de IMC.

Comparar a composi¢do da microbiota intestinal de individuos com fendtipo metabdlico saudavel

e ndo saudavel.
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6 METODOS

6.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) envolvendo seres
humanos do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (HUCFF/UFRJ), no dia 07/07/2018 com CAAE 89033118.1.0000.5257 (ANEXO A), em
conformidade com a Resolucdo n°® 441 de 12 de maio de 2011, do Conselho Nacional de Salde
(CNS). Todos os participantes foram informados acerca dos procedimentos aos quais seriam
submetidos durante o estudo, sendo seu consentimento formalizado por meio de assinatura em
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A).

6.2 LOCAL DO ESTUDO

Centro de Pesquisa e Extensdo em Nutricdo Clinica (CEPENUC) do Instituto de Nutri¢do
Josué de Castro e do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — da Universidade Federal

do Rio de Janeiro — RJ.

6.3 CASUISTICA

Trata-se de estudo transversal com individuos de ambos os sexos, com idade de 20 até 59
anos, obesos e ndo obesos, que faz parte de um projeto maior envolvendo individuos onivoros e
vegetarianos, cujo titulo ¢ “Associagdo entre a microbiota intestinal, perfis lipidico e glicidico de
individuos com consumo habitual de adocgantes artificiais, produtos dietéticos e diferentes
padrdes alimentares.

6.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

A divulgacéo da pesquisa foi feita por meio de cartazes no HUCFF/UFRJ e no Centro de
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Ciéncias da Saude - CCS, postagem em redes sociais (Facebook e Instagram) e Whatzapp. Os
individuos foram selecionados no Centro de Extensdo e Pesquisa em Nutri¢do Clinica do HUCFF.
Os interessados em participar da pesquisa receberam um kit para coleta de fezes, composto de
saco plastico com fecho hermético e colher descartavel, cuja amostra de fezes deveria ser
entregue congelada, no dia agendado para a coleta dos dados. Os voluntarios também foram
orientados a comparecer em jejum de 12 horas e seguir o protocolo informado para realizacdo da
bioimpedéncia (ANEXO D).

No dia agendado foi feita a leitura e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (APENDICE A) pelo participante. Em seguida, avaliagdo antropométrica, avaliagio
da composicdo corporal por bioimpedancia, afericdo da pressdo arterial, coleta de amostra de
sangue em jejum de 12 horas para realizacdo das andlises laboratoriais, e o recolhimento da
amostra fecal do participante. Através de questionarios foi realizada a coleta de informacdes
gerais, sobre histéria de doenca atual e pregressa, terapia medicamentosa atual e habitos de vida
(APENDICE B), nivel de atividade fisica (MATSUDO et al., 2001) (

ANEXO B) e registro alimentar de 3 dias (ANEXO C). Foi explicado ao voluntario como deveria
ser realizado o registro alimentar e entdo solicitado que anotasse o registro de 3 dias ndo
consecutivos (sendo 1 dia de final de semana e 2 dias durante a semana), e enviasse por e-mail

posteriormente. A coleta dos dados se deu de janeiro de 2019 a dezembro de 2019.

Os individuos foram divididos em 5 grupos, de acordo com o IMC (WHO, 2000) (Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.) e o indice HOMA, sendo considerados metabolicamente
saudaveis aqueles com HOMA < 2,78 e metabolicamente ndo saudaveis se HOMA > 2,78
(PIMENTEL et al., 2015). Os grupos foram identificados como eutréficos metabolicamente
saudaveis (EutMS), sobrepesos metabolicamente saudaveis (SobMS), obesos metabolicamente
saudaveis (ObMS), sobrepesos metabolicamente ndo saudaveis (SobMNS) e obesos

metabolicamente ndo saudaveis (ObMNS).

6.5 DEFINICAO DOS FENOTIPOS METABOLICOS
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Os fendtipos metabodlicos foram definidos com base na consideracdo combinada da
categoria de IMC (WHO, 2000) (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.) eter ou ndo
resisténcia a insulina, segundo o0 HOMA-IR. Foram considerados metabolicamente saudaveis
aqueles com HOMA < 2,78 e metabolicamente ndo saudaveis se HOMA > 2,78 (PIMENTEL et
al., 2015).

6.6 GRUPO DE ESTUDO

A amostra foi por conveniéncia, composta por todos os voluntarios que atenderam ao

chamado da pesquisa e cumpriram todos os critérios de elegibilidade do estudo.

6.6.1 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

6.6.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram selecionados para compor 0s grupos de estudo, individuos adultos (20 a 59 anos de

idade) de ambos os sexos e qualquer etnia, e IMC > 18,5kg/m?.

6.6.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusao foram:

v Indice de massa corporal (IMC) < 18,5 kg/m?;

v Individuos com diagndstico de diabetes mellitus, insuficiéncia hepatica, cancer, doenca
inflamatoria intestinal, doenca tireoidiana e insuficiéncia renal;

v Mulheres em periodo de gestacao/lactagdo;

v Individuos com episodio recente (Gltimos 2 meses) de diarréia;

v \egetarianos;

v Uso de hipolipemiantes;
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Uso de hipoglicemiantes;
Uso de suplementos alimentares, pré e/ou probioticos (Gltimos 2 meses);
Uso de antibidticos (altimos 2 meses);

Uso de laxantes;

AR NEE R NN

Consumo de alcool maior que 30g/ dia, que equivale a consumir acima de 700 mL de
cerveja/chope ou 300 mL de vinho ou 90 mL de destilados por dia.
v" Uso de substancias corticoides, por interferir no metabolismo dos glicidios.

6.7 COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de sangue, no CEPENUC-HUCEFF, por profissional habilitado,
no periodo da manha, apds jejum minimo de 12 horas e maximo de 14 horas. O sangue foi
coletado em 03 tubos com gel. Ap6s 30 minutos da coleta, os tubos contendo sangue foram
centrifugados (4000 rpm, 15 min) com uso de centrifuga de bancada da marca Spinlab, para a
obtencdo de soro. Aliquotas de 1 mL de soro foram separadas e armazenadas a 4° C por no
maximo 7 dias e posteriormente enviada ao Laboratério de Lipides da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro - Lablip, coordenado pelo Prof. Dr. José Firmino Neto, para andlise de perfil
lipidico e glicemia.

As amostras fecais foram coletadas pelos participantes em sua propria residéncia e
transportadas congeladas em saco plastico com fecho hermético (fornecido e financiado pela
responsavel pela pesquisa), até o0 CEPENUC-HUCFF e imediatamente armazenadas em freezer -

20°C até o momento da andlise, que foi realizada no mesmo dia.

6.8 AVALIACAO BIOQUIMICA

Todas as anélises bioquimicas foram realizadas por meio dos kits comerciais BioSystems
SA e a leitura realizada com um analisador bioquimico automatizado A15 marca BioSystems AS

(Labtest Diagnostica SA, Brasil), seguindo informacdes abaixo:
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Trigliceridios — pelo método Glicerol Fosfato Oxidase/Peroxidase (FOSSATI; PRENCIPE, 1982)
ajustando a leitura para comprimento de onda de 500nm. Foram considerados valores adequados
quando <150mg/dL.

Colesterol total — pelo método Colesterol Oxidase/Peroxidase (ALLAIN et al., 1974) ajustando a
leitura para comprimento de onda de 500nm. Foram considerados valores adequados quando
<190 mg/dL.

HDL-colesterol direto — pelo método Detergente Direto (WARNICK; NAUCK; RIFAI, 2001)
ajustando a leitura para comprimento de onda de 600/700nm. Foram considerados valores
adequados quando HDL-c > 40 mg/dL.

O LDL-c e VLDL-c foram calculados segundo a férmula de FRIEDEWALD; LEVY;
FREDRICKSON, (1972) valida somente se triglicerideos <400mg/dL. Foram considerados
valores adequados quando <130 mg/dL.

Glicemia — pelo método Glicose Oxidase/Peroxidase (TRINDER, 1969) ajustando a leitura para

comprimento de onda de 500nm. Foram considerados valores adequados quando <100 mg/dL.

Insulina — Obtido pelo soro e analisado pelo método ELISA (Ultra Sensitive Insulin ELISA Kit,
DRG) no aparelho BRIO 2 Radim. Foram considerados valores adequados, aqueles entre 2 a 25
puUl/mL.

A resisténcia a insulina (RI) foi estimada pelo método HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment Isulin Resistance) (MATTHEWS et al., 1985) multiplicando-se a glicose em jejum
(mmol/L) pela insulina de jejum (uIU/mL) e dividindo-se por 22,5. Considerou-se RI valores de
HOMA-IR maiores que 2,78 (PIMENTEL et al., 2015)

indice de Castelli | = Colesterol Total / Colesterol HDLc. Foram considerados valores adequados
quando < 4,4 (CASTELLI; ABBOTT; MCNAMARA, 1983).
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v" Indice de Castelli Il = Colesterol LDLc / Colesterol HDLc. Foram considerados valores
adequados quando < 2,9 (CASTELLI; ABBOTT, MCNAMARA, 1983).

Os pontos de corte para perfil lipidico foram baseados nas diretrizes da Sociedade

Brasileira de Cardiologia de 2019 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2019) e

para o perfil glicidico foram consideradas as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes de

2018 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018), conforme Quadro 1 e Quadro 2,

respectivamente:

Quadro 1. Valores referenciais para perfil lipidico em adultos acima de 20 anos

Lipideos (mg/dL) Categoria de risco — Desejavel
Colesterol total <190
HDL-c > 40
Triglicerideos <150
LDL-c <160

Fonte: Adaptado de SBC (2019)

Quadro 2. Critérios laboratoriais para diagnostico de normoglicemia, pré-diabetes e diabetes
mellitus

Glicemia de jejum (mg/dL)
Normoglicemia <100
Pré-diabetes >100e <126
Diabetes > 126

Fonte: Adaptado de SBD (2018)

6.9 PREPARACAO DE AMOSTRAS, SEQUENCIAMENTO DE DNA E ANALISE DE
DADOS

O DNA bacteriano foi extraido de 200 mg de amostra fecal usando o DNA stool kit
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(Norgen), seguindo as instrucdes do fabricante. A quantificacdo do DNA extraido foi obtida com
um equipamento NanoDrop (Thermo Scientific) e a qualidade do material genético foi avaliada
por eletroforese em gel de agarose a 1%. Em seguida, as amostras foram armazenadas a -80 °C.
Para a analise de sequenciamento, massas iguais de DNA de amostras de 3 individuos de um
mesmo grupo foram organizadas em pool. Cinco pools de cada grupo foram sequenciados pela
GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brasil), exceto o grupo EutMS, com 4 pools, pois um
ndo apresentou quantidade de DNA suficiente para analise. Resumidamente, a regido variavel
V3-V4 do gene rRNA da peguena subunidade 16S foi amplificada usando iniciadores especificos
(341F 5-CCTAYGGGRBGCASCAG-3') e 806r (5-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3") gerando
466 amplicons de pares de bases. Apds a analise do controle de qualidade, as amostras foram
normalizadas para um numero igual de sequéncias para comparacdo e 30079 leituras foram
consideradas em cada amostra, com um comprimento médio de 412 pb. As reacdes de PCR foram
realizadas com o Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs). Os produtos de
PCR foram purificados, quantificados e misturados em proporc¢des equimolares. As bibliotecas de
sequenciamento foram geradas usando o NEBNext Ultra DNA Prep Kit para lllumina, seguindo
as recomendacdes do fabricante e os cddigos de indice foram adicionados. A qualidade da
biblioteca foi avaliada no fluorémetro Qubit 2.0 (Thermo Scientific) e a biblioteca foi
sequenciada em uma plataforma Illumina HiSeq 2500, gerando leituras de 250 pares de bases em
pares. As sequéncias foram submetidas ao depdsito no banco de dados do NCBI (National Center
for Biotechnology Information) sob o nimero de acesso PRINA631293.

A partir dos arquivos de saida resultantes (arquivos.fastq), as sequéncias foram mescladas
como leituras de extremidade de par usando FLASH (V1.2.7, http:
/lceb.jhu.edu/software/FLASH/) (MAGOC; SALZBERG, 2011). A filtragem da qualidade foi
realizada de acordo com o processo de controle de qualidade QIIME (V1.7.0) (BOKULICH et
al., 2013; CAPORASO et al., 2010). As leituras restantes foram comparadas com o banco de
dados de referéncia (banco de dados Gold) usando o algoritmo UCHIME (EDGAR et al., 2011)
para detectar sequéncias quimericas, que foram removidas (HAAS et al., 2011). Para clustering
(OTU) e andlise de anotagdo foi utilizado o software Uparse (Uparse v7.0.1001) (EDGAR, 2013).
Sequéncias com >97% de similaridade foram atribuidas @ mesma OTU. Uma sequéncia

representativa para cada OTU foi rastreada para atribuicdo taxondémica usando o Banco de dados
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GreenGene (DESANTIS et al., 2006), baseado no classificador RDP (versdo 2.2). A abundancia
de OTUs foi normalizada usando um nimero de sequéncia correspondente a amostra com menos
sequéncias. A composi¢cdo das comunidades microbianas foi avaliada de acordo com a
abundancia relativa de seus taxons, considerando apenas as OTUs que contribuiram com mais de
1% para o total de sequéncias. Analises subsequentes da diversidade alfa e beta foram realizadas

com base em dados normalizados.

6.10 AVALIACAO ANTROPOMETRICA E DO RISCO CARDIOVASCULAR

A avaliacdo antropométrica foi realizada por meio da afericdo das seguintes medidas:

Massa corporal (Kg): aferida utilizando-se uma balanca eletronica, com capacidade de 150 kg e
precisdo de 100 g. O individuo foi posicionado no centro, em pé, descalco e com roupas leves
(GIBSON, 2005).

Estatura (m): aferida utilizando-se um antropdmetro vertical milimetrado (GIBSON, 2005). O
individuo estava de pé, descalco, com calcanhares juntos, costas retas e 0s bracos estendidos ao
longo do corpo. A cabeca ereta, com os olhos fixos a frente ou no plano horizontal de Frankfurt.
O individuo inspira profundamente, enquanto a haste horizontal do estadidmetro é abaixada até o
ponto mais alto da sua cabeca.

indice de massa corporal (IMC): foi calculado por meio da férmula: IMC = MC (kg)/E (m?),
sendo os individuos classificados conforme os pontos de cortes estabelecidos pela Organizacéo

Mundial de Saude (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).

Quadro 3. Classificacdo do estado nutricional segundo IMC - Adultos

Categorias IMC (Kg/m?)

Eutrofia 185-249

Sobrepeso 25,0-29,9
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Obesidade >30,0

Fonte: adaptado de (WHO, 2000).
Perimetro da cintura (cm): foi aferida no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca,
utilizando-se a fita métrica inelastica, estando o individuo em posicdo ortostatica, abdémen

relaxado, bragos ao lado do corpo e os pés juntos (WHO, 1995).

O Quadro 4 mostra valores de limite de perimetro da cintura associados ao

desenvolvimento de complicacdes relacionadas a obesidade.

Quadro 4. Perimetro da cintura e risco de complicacdes metabolicas associadas a Obesidade

Sexo Elevado
Homens >94 cm
Mulheres >80 cm

Fonte: (WHO, 2000)

Perimetro do quadril (cm): foi aferido na porcao maior da regido gluteo-femoral, utilizando-se a
fita métrica ineléstica, estando o individuo em posicdo ortostatica, abdémen relaxado, bragos ao
lado do corpo e os pés juntos (WHO, 1995).

Relacdo cintura-estatura (RCE): obtida pela razdo do perimetro da cintura (cm) dividido pela
medida da estatura (cm) (HAUN; PITANGA; LESSA, 2009). Utilizou-se o ponto de corte 0,50
para homens e mulheres (ABESO, 2016).

Relacdo Cintura-Quadril (RCQ): obtida pela razdo do perimetro da cintura (cm) dividido pelo
perimetro do quadril (cm). Uma relagédo superior a 1 para os individuos do sexo masculino e 0,85
para os do sexo feminino representa risco aumentado de doencas relacionadas com a obesidade
(WHO, 2000).

Perimetro do pescogo: foi mensurado com o individuo em pé, com a cabecga posicionada no plano
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horizontal, circundando o pescoco com fita métrica inelastica no ponto médio, ao nivel da
cartilagem cricotireoidea, entre ponto médio da coluna cervical até ao meio-anterior do pescoco.
Em homens a medida foi realizada abaixo da proeminéncia laringea e aplicada perpendicular ao
longo eixo do pescoco (ALMEIDA-PITITTO et al., 2018).

O ponto de corte para risco cardiovascular encontra-se no Quadro 5:

Quadro 5. Perimetro do pescogo associado a Risco Cardiovascular

Sexo Elevado
Homens >39,5cm
Mulheres >34 cm

Fonte: (ALMEIDA-PITITTO et al., 2018)

indice de adiposidade visceral: O indice de adiposidade visceral (IAV) estima a adiposidade
visceral com base nos perfis antropométricos e lipidicos. Foi obtido através da equacdo proposta

por AMATO; GIORDANO (2014) para avaliagdo do risco cardiometabdlico e calculado a partir

da férmula:
Em Homens: IAV=PC/ (39,68 + (1,88 x IMC)) x (TG/1,03) x (1,31/HDL-c)
Em Mulheres: IAV= PC/ (36,58 + (1,89 x IMC)) x (TG/0,81) x (1,52/HDL-c)
Onde:

PC= Perimetro da cintura (cm)

IMC= indice de Massa Corporal

TG= Triglicerideos em mmol/L (fator de conversdo: TG mg/dL/88,57)

HDL-c lipoproteina de alta densidade em mmol/L (fator de conversdo: HDL-c mg/dL/38,67



Quadro 6. Pontos de corte estratificados por idade do AV para identificagéo de disfuncdo do

tecido adiposo
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Faixa de idade Ausente Leve Moderada Severa
<30 anos <2,52 2,53-2,58 2,59-2,73 >2,73
>30 <42 anos <2,23 2,24-2,53 2,54-3,12 >3,12
>42 <52 anos <1,92 1,93-2,16 2,17-2,77 >2.77
>52 <60 anos <1,93 1,94-2,32 2,33-3,25 >3,25

Fonte: Adaptado de Amato & Giordano (2014).

6.11 AVALIACAO DA COMPOSICAO CORPORAL

Para avaliacdo da composicdo corporal os voluntarios foram submetidos ao exame de

bioimpedancia tetrapolar (BIODYNAMICS 310e) e para classificagcdo do percentual de gordura

foram utilizadas as referéncias de (SAMPAIO, 2012), que aponta como saudavel o percentual <

25% para homens e < 32% para mulheres.

6.12 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL

Foi aferida a pressao arterial (PA) utilizando-se o esfigmomandmetro (Premium) adulto,

com manguito 38 x 16 cm. A PA foi aferida apds cinco minutos de repouso na posi¢do sentada,

com pernas descruzadas, pés apoiados no chéo, dorso recostado na cadeira e relaxado, com brago

direito posicionado na altura do atrio esquerdo, livre de roupas, apoiado, com a palma da mao

voltada para cima e o cotovelo ligeiramente fletido. Para a ausculta foi utilizado o estetoscopio

marca Premium®, cujo diafragma foi posicionado, sem compressdo excessiva, sobre a artéria

braquial, na fossa cubital. O Quadro 7 apresenta a classificacdo da presséo arterial de acordo

com a medida casual, conforme a 72 Diretriz de Hipertensdo Arterial da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016).
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Quadro 7. Classificacdo da presséo arterial de acordo com a medida casual

Classificacao PAS (mmHg) PAD (mmHg)
Normal <120 <80
Pré — hipertenséo 121 -139 81-89
Hipertensao estagio 1 140 — 159 90 -99
Hipertens&o estéagio 2 160 - 179 100 — 109
Hipertensdo estagio 3 > 180 >110

Quando a PAS e a PAD situam-se em categorias diferentes, a maior deve ser utilizada para classificagdo da PA.

Considera-se hipertensdo sistolica isolada se PAS > 140 mm Hg e PAD < 90 mm Hg, devendo a mesma, ser

classificada em estagios 1,2 e 3.

Fonte: (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016)

6.13 AVALIACAO DIETETICA

O consumo alimentar foi estimado por trés dias ndo consecutivos de registros alimentares
(sendo 1 dia de final de semana e 2 dias durante a semana) nos quais o individuo relatava todos
os alimentos e bebidas consumidos durante um dia pré-determinado, informando também o
horério e as quantidades consumidas em unidades de medidas caseiras. No dia do atendimento, o
voluntario foi orientado em como realizar o registro alimentar, sendo solicitado que o mesmo,
fosse enviado por e-mail posteriormente. Os registros tiveram as medidas caseiras identificadas e
convertidas para gramatura segundo Tabela de Equivalentes, Medidas Caseiras e Composi¢éo
Quimica dos Alimentos (PACHECO, 2006). Algumas receitas foram padronizadas e convertidas
para a quantidade em gramas de cada ingrediente por medida caseira consumida, por exemplo:
estrogonofe, sopa de legumes etc. Em seguida esses dados foram inseridos no programa Food
Processor versao 7.2 (EshaResearch, Salem, EUA, 1998).

Foram estimados o consumo de calorias, proteinas, carboidratos, gorduras totais, gorduras

saturadas, colesterol, dmega 3 e 6, fibra alimentar, acucares, sodio, potassio, magnesio, zinco,
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ferro, célcio, &cido félico, vitamina C, vitamina A, Vitamina E, vitamina D e vitamina B12. A
avaliacdo da adequacdo de macronutrientes e do consumo de agucares foi baseada na
recomendacgdo da OMS (WHO, 2003, 2015b), conforme

Quadro 8.

A avaliacdo da adequacdo de ingestdo de micronutrientes foi estimada utilizando a
Necessidade Média Estimada (Estimated Average Requirement — EAR) como ponto de corte,
conforme recomendado pelo Institute of Medicine (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006). Para
potassio e calcio, a Ingestdo Adequada (Al) foi usada como ponto de corte. A ingestdo de sodio
foi comparada com o nivel de ingestdo maximo toleravel (UL), conforme Quadro 9. A
prevaléncia de inadequagdo no consumo de cada micronutriente foi determinada considerando a
proporcao de individuos com o consumo abaixo do valor da EAR, dada pela férmula Escore-Z =
(média ajustada - EAR)/desvio padrdo da distribuicdo ajustada (INSTITUTE OF MEDICINE,
2006).

Os alimentos foram considerados na sua versdo em que eram consumidos; cru ou cozidos.
Deve ser ressaltado que os alimentos incluidos na anélise foram selecionados de acordo com a
realidade brasileira, visto que o programa se baseia na tabela de composicdo de alimentos da
USDA, a qual possui muitos alimentos enriquecidos com vitaminas e minerais, entdo foram
selecionadas as versdes dos alimentos semelhantes aos consumidos no Brasil.

Para identificacdo dos alimentos e bebidas ultraprocessados, foi utilizado o sistema
NOVA de classificacdo de alimentos com base na natureza, extensdao e finalidade do
processamento de alimentos. Este sistema categoriza os alimentos em quatro grupos: nao
processados ou alimentos minimamente processados, ingredientes de alimentos processados,
alimentos processados e alimentos ultra processados. Os alimentos e bebidas ultraprocessados
sdo formulagbes industriais fabricados a partir de substancias derivadas de alimentos ou
sintetizados a partir de outras fontes orgénicas. Em geral sdo ricos em gorduras e/ou agucares e,
possuem alto teor de sodio (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; MONTEIRO et al., 2017).

Baseado no “Guia alimentar da populagéo brasileira” (MINISTERIO DA SAUDE, 2008)
foi calculado o nimero recomendado de porcGes diérias de consumo de cada grupo alimentar,
conforme Quadro 10. O valor de consumo energético dos grupos alimentares foi obtido pela

soma da ingestdo diaria do grupo alimentar separadamente, em seguida foi dividido pela
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kcal/porcédo de cada grupo e obtido a quantidade de porcGes ingeridas. Como nao foi possivel

quantificar a quantidade de dleo utilizada para cocc¢do dos alimentos, considerou-se a adi¢do de

6leo de soja (1 colher de sopa) em todas as formas de preparacdo de carnes, peixes e aves e as

preparacdes cozidas e refogadas de legumes e verduras.

Foi considerado como consumo adequado o consumo igual ou maior, em numero de

porcOes, dos grupos de cereais (pées, tubérculos e raizes), frutas, hortalicas, leguminosas, leite e

derivados e carnes e ovos. Ja em relacdo aos grupos de agucares e doces, e gorduras e 6leos, o

consumo adequado foi considerado quando o individuo consumiu um ndmero igual ou inferior as

porcdes recomendadas.

Quadro 8. Recomendacédo de macronutrientes

Nutriente Recomendacéo
Carboidratos 55 a 75% do VET
Proteinas 10 a 15% do VET
Gordura total 10 a 30% do VET
Gordura Saturada % VET <10% VET
Fibra alimentar (g) >25¢g/dia
Acucares % VET <10% VET
Fonte: Adaptado de (WHO, 2003)
Quadro 9. Recomendaces de micronutrientes
Magnésio (mg) Zinco | Vitamina C |Vitamina E| VitaminaD | Vitamina
(mg) mg) (mg) (H9) B12 (ug)
Faixa etaria H M H M H M H/M H/M H/M
19a30anos| 350 265 | 94 | 68 | 75 60 12 5 2
31a50anos| 350 265 | 94 | 68 | 75 60 12 5 2
51a70anos| 350 265 94 | 68 | 75 60 12 10 2
Vitamina A (ug) | Ferro (mg) | Sodio (mg) | Célcio (mg) | Potassio (mg) | Folato (ug)
Faixa etaria H M H M H/M H/M H/M H/M
19a30anos| 625 500 6 | 81 2,3 1000 4,7 320
3lab0anos| 625 500 6 | 81 2,3 1000 4,7 320
51a70anos| 625 500 6 5 2,3 1200 4,7 320
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Adequate Intake (Al)

Estimated Average Requirement (EAR)
Tolerable Upper Intake Level (UL)

H: Homem; M: Mulher

Fonte: Adaptado de (IOM, 2006)

Quadro 10. Numero de porc¢oes e valor calérico médio por por¢do baseado em uma dieta de 2000

kcal
Grupos alimentares NUmero de Valor energético médio por porcéao
porcoOes diérias (Kcal)
Cereais, tubérculos e raizes 6 150
Feijbes 1 55
Frutas e sucos de frutas naturais 3 70
Legumes e Verduras 3 15
Leite e Derivados 3 120
Carnes e ovos 1 190
Oleos, gorduras e sementes oleaginosas 1 73
Acucares e doces 1 110

Fonte: Adaptado de ((MINISTERIO DA SAUDE, 2008)

6.14 AVALIACAO DO GRAU DE ATIVIDADE FiSICA

O grau de atividade fisica foi avaliado por meio da aplicacdo do Questionario

Internacional de Atividade Fisica (IPAQ), em sua versdo curta. As perguntas do questionario sdo

relacionadas as atividades realizadas durante a Gltima semana e a classificagdo do nivel de

atividade dividida conforme as seguintes categorias (MATSUDO et al., 2001).

Irregularmente ativo A — Realiza 10 minutos continuos de atividade fisica, seguindo pelo menos

um dos critérios citados: frequéncia de 5 dias/semana ou duragdo de 150 minutos/semana;

insuficientemente ativos A;

Irregularmente ativo B — N&o atinge nenhum dos critérios da recomendacdo citada nos individuos
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v Ativo — Cumpre as seguintes recomendacdes: a) atividade fisica vigorosa > 3 dias/semana e > 20
minutos/sessdo; b) moderada ou caminhada > 5 dias/semana e > 30 minutos/sessdo; ¢) qualquer

atividade somada > 5 dias/semana e > 150 min/semana;

v" Muito ativo — Cumpre as seguintes recomendagdes: a) vigorosa > 5 dias/semana e > 30 min/
sessdo; b) vigorosa > 3 dias/ semana e > 20 min/sessdao + moderada e ou caminhada > 5 dias/

semana e > 30 min/sessdo.

v’ Sedentario - Aquele que nao realizou nenhuma atividade fisica por pelo menos 10 minutos

continuos durante a semana.

A fim de melhor apresentacdo dos resultados, optou-se pelo agrupamento dos individuos
em apenas duas categorias: Sedentéarios (incluindo os irregularmente ativos e sedentérios) e

Ativos (incluindo os ativos e muito ativos).
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6.15 ANALISE ESTATISTICA

O teste de normalidade empregado foi o Shapiro-Wilk. Os resultados foram expressos
como mediana e intervalo interquartil ou porcentagem. Para comparacao entre os grupos utilizou-
se 0 teste Kruskal-Wallis, com post hoc Bonferroni, ¢ o teste %2, de acordo com a escala de
medida das variaveis. As andlises foram conduzidas usando o pacote estatistico SPSS versao 25.0
(SPSS, Chicago, IL, USA). Foram considerados resultados estatisticamente significativos aqueles
com valores de p <0,05.

A diversidade de alfa foi analisada estimando-se os indices de diversidade (espécies
observadas, Shannon e Good’s coverage) e riqueza (Chaol), calculados com QIIME (versédo
1.7.0) e exibidos no software R (versdo 2.15.3), também utilizado para gerar curvas de rarefagéo.
Os testes de Wilcoxon foram aplicados para determinar diferengas significativas (p <0,05) nos
valores dos indices de diversidade alfa entre 0s grupos experimentais.

A analise da diversidade beta foi usada para avaliar diferencas de amostras na estrutura da
comunidade e foi calculada usando o software QIIME (Versdo 1.7.0). As abundancias relativas de
OTU nas amostras foram usadas para gerar um gréafico de ordenacdo por nMDS (escala
multidimensional ndo métrica) com base nos coeficientes de similaridade de Bray-Curtis. A
AMOVA foi executada para determinar se a diferenca na estrutura da comunidade microbiana
entre os grupos era significativa. O teste t foi utilizado para determinar diferencas significativas
(p <0,05) na abundancia relativa de grupos taxondmicos especificos (em diferentes niveis
taxonémicos) entre SobMS x SObMNS e ObMS x ObMNS.
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7 RESULTADOS

7.1 VOLUNTARIOS

Um total de 119 voluntarios foram recrutados, sendo que 109 foram selecionados e 10
foram excluidos por ndo atenderem aos critérios de inclusdo. Os selecionados foram inicialmente
estratificados de acordo com o IMC. Apos avaliacdo da resisténcia a insulina pelo método
HOMA-IR, os individuos foram classificados em metabolicamente saudéveis e ndo saudaveis,

dentro de cada categoria de IMC.

l

P
119 voluntarios }
Excluidos:
4 = Uso de hipoglicemiante
p 3 =glicemia de jejum > 126
109 individuos selecionados J 3 = Uso de hipolipemiante
18 individuos 32 individuos com 59 individuos
Eutroficos Sobrepeso Obesos

Classificagdo segundo HOMA

<2,78 ou>2,78
EutMS SobMS SobMNS ObMS ObMNS
18 17 15 29 30

Figura 3. Fluxograma de alocag&o dos voluntarios
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7.2 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DE ESTUDO

Dados de 109 individuos foram avaliados, sendo a maioria mulheres (85%), com mediana
de idade de 39 anos. A amostra foi constituida predominantemente por individuos com mais de
12 anos de escolaridade (83%), com residéncia prépria (73%), ndo brancos (64%), sem
companheiro (54%) e com nivel socioecondmico baixo (64%). Bebedores sociais e fumantes
corresponderam a 41% e 8%, respectivamente, enquanto o percentual de sedentarios
correspondeu a 62%. Dos participantes do estudo classificados como metabolicamente saudaveis,
18 eram eutroficos (100% dos individuos eutréficos), 17 tinham sobrepeso (53% dos individuos
com sobrepeso) e 29 eram obesos (49% dos individuos obesos).

A Tabela 1Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. apresenta as caracteristicas
sociodemogréaficas dos grupos estudados. Foi observado diferenca significativa no nivel
socioeconémico (p<0,05), com o grupo SobMS apresentando maior percentual de individuos
com renda menor ou igual a dois salarios minimos (76,5%), e o grupo SObMNS apresentando
menor percentual (20%). e na ingestdo de alcool, maior no grupo ObMS e menor no grupo
ObMNS. Na Tabela 2 podem ser verificados os dados antropométricos, clinicos e bioquimicos. O
grupo EutMS apresentou medidas antropométricas significativamente menores e menor
percentual de gordura e maior percentual de massa magra em comparacdo com 0s demais grupos.
ObMS apresentaram valores significativamente menores (p<0,05) nas medidas de perimetro da
cintura, perimetro do pescoco e RCE em comparagcdo com ObMNS. O grupo EutMS apresentou
concentragdes sericas significativamente menores de triglicerideos em comparagdo com 0 grupo
ObMS (p<0,05) e com o grupo ObMNS (p<0,001), e menor glicemia e concentracfes séricas de
insulina em comparacdo com o grupo ObMNS (p<0,001), assim como, menores concentracdes de
insulina em comparagdo com o grupo SobMNS. Foi observado diferenga significativa na PAS
entre o grupo EutMS x ObMS (p<0,05) e EutMS x ObMNS (p<0,001), sendo a PAS menor no
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grupo EutMS. Na comparacdo entre os grupos ObMS x ObMNS foi observado diferenca
significativa na glicemia (p<0,05) e niveis séricos de insulina (p<0,001), com o grupo ObMS
apresentando as menores concentrages. Entre os grupos SobMS x SobMNS, foi observado
diferenca significativa (p<0,05) apenas nos niveis de insulina, que foi menor no grupo SobMS. A
Tabela 3 descreve a dieta atual dos participantes. Foi observado diferenca significativa apenas na
ingestdo de gordura saturada, entre os grupos ObMS x ObMNS (p<0,05), SobMS x SobMNS
(p<0,05), EutMS x SobMNS (p<0,05) e EutMS x ObMNS (p<0,001).

Na Tabela 4Tabela 1Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. esta representada a
proporcdo de individuos em cada categoria de risco metabdlico do 1AV. Os grupos SobMNS e
ObMNS apresentaram maior percentual de individuos na categoria risco severo, em comparagao
com 0s outros grupos, porém sem significancia estatistica. A Figura 4 mostra o percentual de
individuos com ingestdo de micronutrientes dentro da recomendacéo ou abaixo da recomendacao.
N&o foi observado diferenca significativa entre os grupos (p>0,05). A Figura 5 mostra o
percentual de individuos com ingestdo adequada e inadequada dos grupos alimentares. Nao foi
observado diferenca significativa no consumo de porcdes entre os grupos de individuos (p>0,05).
O consumo da maioria dos grupos alimentares foi inadequado, com exce¢do do grupo de carnes e

ovos, cujo consumo foi adequado em todos 0s grupos.



Tabela 1. Caracteristicas sociodemogréaficas dos voluntarios, segundo fenétipo metabdlico.
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Variaveis Total (n=109) EutMS (n=18) SobMS (n=17) ObMS (n=29) SobMNS (n=15) ObMNS (n=30)
Idade (anos) 39 (32-50) 34 (27,75-38,5) 44 (38-51) 41 (32-49) 34 (27-47,5) 41 (31,75-51,25)
Homens 15 % (16) 11,1% (2) 11,8% (2) 10,3% (3) 13,3% (2) 23,3% (7)
Mulheres 85% (93) 88,9% (16) 88,2% (15) 89,7% (26) 86,7% (13) 76,7% (23)
Né&o brancos % (n) 64% (70) 66,6% (12) 64,7% (11) 58,6% (17) 60% (9) 70% (21)
Sem companheiro % (n) 54% (59) 55,5% (10) 64,7% (11) 41,4% (12) 66,6% (10) 53,3% (16)
Escolaridade > 12a %(n) 83% (90) 94,4% (17) 100% (17) 89,6% (26) 77,8% (7) 80% (23)
Bebedores sociais % (n) 41% (45) 44,4% (8) 41,2% (7) 62,1% (18) 33,3% (5) 23,3% (7) ®
Tabagistas % (n) 8% (9) 5,6% (1) 11,8% (2) 10,3% (3) 13,3% (2) 3,3% (1)
Sedentarios % (n) 62% (68) 38,9% (7) 47,1% (8) 69% (20) 66,7% (10) 76,7% (23)
Hipertensao % (n) 18% (20) 5,6% (1) 17,6% (3) 24,1% (7) 13,33% (2) 23,3% (7)
Dislipidemia % (n) 1,8% (2) 0 0 0 0 6,7% (2)
Residéncia propria % (n) 74% (80) 89% (16) 76,5% (13) 69% (20) 89% (13) 63,3% (19)
Renda per capita <2 SM % (n) 64% (70) 66,6% (12) 76,5% (13) 75,8% (22) 20% (3) @ 66,6 (20)

Valores expressos em mediana e intervalo interquartil ou frequéncia. *Teste de Kruskal wallis. **Teste y2 para varidveis categoricas. SM: Salario Minimo R$ 998

3p <0,05 em comparagdo com SobMS; ® p <0,05 em comparagdo com ObMS;



Tabela 2. Dados antropomeétricos, clinicos e bioquimicos, segundo fenétipo metabdlico
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Variaveis

EutMS (n=18)

SobMS (n=17)

ObMS (n=29)

SobMNS (n=15)

ObMNS (n=30)

Peso (Kg)
IMC (Kg/m?)

Perimetro da cintura (cm)

Perimetro do pescogo (cm)

Razdo cintura-estatura
Razéo cintura-quadril
Massa gorda (%)
Massa magra (%o)

PA sistélica (mmHg)

PA diastélica (mmHg)
1AV

Colesterol total (mg/dL)
LDL-c (mg/dL)

HDL-c (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)
Glicemia jejum (mg/dL)

Insulina de jejum (uUI/ml)

HOMA-IR

58,05 (52,25-66,27)
21,38 (20,57-23,40)
74 (66,75-79,25)
31,75 (31-32,73)
0,43 (0,41-0,47)
0,74 (0,71-0,79)
21,3 (17,47-24,25)
78,2 (74,9-82,35)
117,5 (100-120)
80 (70-80)
0,88 (0,59-1,18)
183,5 (156,75-215,25)
107,5 (85,5-135,75)
62 (53,75-70)
67 (50,75-97,5)
75 (67,5-80,5)
6,5 (2,5-12,5)
1,46 (0,5-2,23)

70,5 (69,6-82,45) ®
27,85 (26,47-28,98) *
85 (82-96) @

34 (32-38,25) *
0,53 (0,50-0,58)
0,82 (0,77-0,92)
31,2 (24,6-38,4) *
68,8 (61,6-75,4)
120 (110-120)
80 (72,5-80)
1,45 (0,77-1,72)
196 (159-239)
107 (83,5-164)
53 (47,5-67)
90 (70-122)

78 (73,5-86)

7 (4,5-9,5)
1,31 (0,89-1,93)

86,55 (80,27-97,65) °
32,97 (31,05-36,24) °
99 (90,5-102,5)
36 (34,5-37,75)
0,60 (0,57-0,64) °
0,82 (0,77-0,85) ®
38,6 (34,8-41,55)"
61,4 (58,45-65,2) b
120 (110-130) @
80 (70-80)

1,44 (0,98-2,11)
199 (171-215,5)
119 (90-131,5)

59 (50-64)

108 (69,5-135,5) 2
79 (75-87)

8,5 (5-11,25)
1,74 (1,03-2,35)

75,5 (70,35-80,1) @
28,37 (27,65-28,85)
85,5 (83,8-88,75)
35 (34,25-37,86) ¢
0,54 (0,51-0,59) @
0,78 (0,77-0,79)
30,9 (26,9-34,55)
69,1 (65,45-73,1)
120 (117,5-125)
80 (80-80)
1,42 (1,13-1,5)
215 (206,5-236)
144 (122,5-170,5)
50 (43-61)
106 (73,5-118,5)
84 (75,5-89)
16 (15-22) b4
3,40 (3,24-4,16) b¢

101,2 (90,85-122,97) P¢
36,55 (33,87-46,42) °
106 (97-121,75)be
38,2 (36,38-42,63) °°
0,65 (0,59 -0,74) b¢
0,88 (0,79-0,92)
41,35 (37,3-44,33) b
58,35 (54,83-62,48) °
120 (120-130) b
80 (80-80)

1,73 (1,24-2,24)
206 (187,25-237,5)
126 (105,5-149,5)
53 (48,75-62,25)
1185 (86,5-162) °
90 (81,25-96) be
19,5 (16,75-27,5) °f
4,16 (3,43-6,75)"f

Valores expressos em mediana e intervalo interquartil. Teste de Kruskal Wallis com post hoc foi feito para analisar o nivel de significancia. IMC: indice de massa
corporal. PA: pressdo arterial; 1AV: indice de adiposidade visceral; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; HOMA:

homeostasis model assessment

2 p <0,05 em comparacdo com EutMS

b p <0,001 em comparagio com EutMS
¢ p <0,05 em comparacdo com SobMS
4p <0,001 em comparagio com SobMS
¢ p <0,05 em comparagdo com ObMS
fp <0,001 em comparagio com ObMS



Tabela 3. Dieta atual dos voluntarios, segundo fenétipo metabélico
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Variaveis EutMS (18) SobMS (17) ObMS (29) SobMNS (15) ObMNS (30)
Calorias (Kcal) 1682 (1566-1847) 1795 (1585-1886) 1583 (1650-1794) 1821 (1629-1891) 1645 (1783-1891)
Ultraprocessados (%VET) 21 (11,4-22,7) 15 (11,7-27,6) 27 (13,6-29,6) 28 (23,4-38,8) 28 (20-33,8)
Proteinas (%VET) 17 (15-18) 17 (16-20) 17 (15-18) 16 (16-17) 17 (17-18)
Carboidratos (%6VET) 55 (55-58) 54 (53-55) 54 (53-56) 55 (53-56) 54 (53-56)
Gorduras (%VET) 27 (25-28) 28 (26-29) 28 (26-29) 28 (26-29) 28 (26-29)
G. Saturada (%VET) 9 (7-10) 9 (8-10) 9 (8-11) 10 (9-11) @¢ 10 (10-11) bd
Colesterol (mg) 249 (185-275) 194 (173-279) 196 (138-222) 216 (170-320) 218 (174-266)
Fibra alimentar (g) 19 (13-23) 16 (13-19) 16 (12-20) 14 (13-17) 15 (11-18)
Acucares (%VET) 9 (3-13) 9 (6-15) 8 (6-16) 14 (6-18) 9 (7-15)
Relagdo w6/w3 5 (3-9) 5 (3-8) 6 (5-12) 10 (3-11) 6 (5-7)
Ferro (mg) 12 (10-12) 13 (3-16) 8 (9-13) 11 (10-11) 12 (11-14)
Calcio (mg) 549 (281-654) 368 (260-479) 283 (259-529) 297 (253-317) 278 (256-355)
Zinco (mg) 9 (6-11) 6 (3-11) 7(3-8) 6 (3-11) 7 (6-9)

Potassio (mg)
Sodio (mg)
Magnésio (mg)
Acido félico (mpg)
Vitamina E (mg)
Vitamina C (mg)
Vitamina A (Ul)
Vitamina D (mpg)

Vitamina Bi2 (mpg)

1507 (1315-1688)
1577 (1394-2266)
188 (143-253)
254 (222-389)
1,43 (0,96-2,57)
23 (15-90)
6049 (2098-9042)
12 (7-18)
2,51 (1,74-3,14)

1427 (1285-1576)
1650 (1481-2055)
181 (137 -191)
255 (175-297)
1,20 (0,59-1,71)
28 (16-70)
3470 (1468-7395)
12 (5-21)
2,00 (1,62 -2,97)

1381 (1245-1563)
1590 (1120-1708)
136 (122-212)
258 (137-375)
1,48 (1,05-1,99)
21 (12-40)
2511 (1238-7139)
11 (8-16)
1,80 (1,56-2,76)

1368 (1246-1637)
1823 (1283-2082)
157 (135-200)
226 (191-314)
0,98 (0,73-2,13)
55 (17-97)
3762 (1834-6375)
8 (5-11)

1,92 (1,11-2,77)

1330 (1245-1439)
1982 (1548-2139)
166 (143-226)
305 (263-461)
1,05 (0,81-1,69)
20 (13-49)
1454 (996-5389)
12 (6-14)
1,81 (1,48-2,19)

Valores expressos em mediana e intervalo interquartil. Teste de Kuskal Wallis com post hoc foi feito para analisar o nivel de significancia. VET: valor energético
total. @ p <0,05 em comparagdo com EutMS;  p <0,001 em comparagdo com EutMS; ¢ p <0,05 em comparagdo com SobMS; ¢ p <0,05 em comparagdo com
ObMS



Tabela 4. Proporcao de individuos segundo categoria de risco cardiometabdlico do 1AV
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1AV EutMS (n=18) SobMS (n=17) ObMS (n=29) SobMNS (n=15) ObMNS (n=30) P valor
Ausente 94,4% 88,9% 79,3% 87,5% 70% 0,220
Leve 0 11,1% 0 0 10% 0,220
Moderado 5,6% 0 13,8% 0 6,7% 0,220
Severo 0 0 6,9% 12,5% 13,3% 0,220

Valores expressos em frequéncia. IAV: indice de adiposidade visceral. Teste y2. Em negrito valores significativos.
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Na analise da composi¢do da microbiota intestinal por metagenémica, o nimero de
sequéncias resultante foi suficiente para caracterizar as comunidades bacterianas, conforme
ilustrado pelas curvas de rarefacdo que se aproximavam da saturacdo e pelos valores de Good’s
coverage > 99% (Figura 6 e Tabela 5). Cada amostra continha em média 608 OTUs (Unidade

Taxondmica Operacional).
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Figura 6. Curvas de rarefacdo para as 24 amostras, mostrando o nimero de sequéncias e 0
namero de espécies observadas.
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Tabela 5. NUmero de espécies observadas, indices estimados de Chaol e Shannon e cobertura amostral estimada
para bibliotecas 16S rRNA das 24 amostras representando 5 grupos.

Grupo Nome da amostra Observed Species Shannon Chaol Goods Coverage
EutMS Al 658 6.81 714 0.996
A2 521 6.46 569 0.997
A3 804 6.96 929 0.994
A5 656 6.71 721 0.996
SobMS A6 743 7.07 788 0.997
A7 668 6.51 770 0.995
A8 574 6.19 782 0.995
A9 667 6.88 773 0.995
A10 694 6.65 799 0.995
SobMNS All 699 6.79 754 0.996
Al2 614 6.59 690 0.996
A13 603 6.32 659 0.997
Al4 603 6.35 665 0.996
Al5 623 6.76 694 0.996
ObMS Al6 766 7.09 850 0.995
Al7 599 5.86 657 0.996
Al18 594 6.01 682 0.996
A19 596 6.46 653 0.996
A20 608 6.44 740 0.995
ObMNS A21 566 6.21 729 0.995
A22 551 6.39 631 0.996
A23 594 6.53 648 0.997
A24 495 4.84 543 0.997
A25 499 4.45 548 0.997

Comparando os indices de diversidade alfa segundo todos os pardmetros avaliados, o
grupo ObMNS apresentou menor diversidade/riqueza que os grupos EutMS e SobMS. Além
disso, considerando espécies observadas, ObMNS teve valores menores que todos 0s grupos. A
riqueza foi significativamente menor para o grupo SobMNS (Chaol, p <0,05) que para o grupo
SobMS, e significativamente menor (Chaol, p <0,05) para o grupo ObMS que para 0 grupo
SobMS (Figura 7 e Tabela 6)
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Figura 7. Boxplots representando as diferencas na diversidade alfa entre os grupos baseado no Nimero de Espécies
Observadas, indices Shannon, Chaol e Diversidade Filogenética.

*p<0,05; **p <0,01; ***p<0,001
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Tabela 6. Comparacgdo da diversidade alfa entre os grupos com base no nimero de espécies observadas, indices de
Shannon e Chaol e diversidade filogenética. Resultados do teste de Wilcoxon para comparacdo dos indices de
diversidade alfa entre os grupos experimenta

Observed species

Grupos Diferenca p valor sig LCL UCL
EutMS - ObMNS 111 0,0098 ol 3,009340 19,1906598
EutMS - ObMS 2,5 0,5255 -5,590660 10,5906598
EutMS - SobMNS 04 0,9187 -7,690660 8,4906598
EutMS - SobMS -2,0 0,6109 -10,090660 6,0906598
ObMNS - ObMS -8,6 0,0291 * -16,227947 -0,9720528
ObMNS - SobMNS -10,7 0,0085 *x -18,327947 -3,0720528
ObMNS - SobMS -13,1 0,0019 ol -20,727947 -5,4720528
ObMS - SobMNS -2,1 0,5712 -9,727947 5,5279472
ObMS - SobMS -4.5 0,2320 -12,127947 3,1279472
SobMNS - SobMS -2,4 0,5181 -10,027947 5,2279472
Shannon
Grupos Diferenca p valor sig LCL UCL
EutMS - ObMNS 11,35 0,0161 * 2.356.564 203.434.363
EutMS - ObMS 7,35 0,1034 -1.643.436 163.434.363
EutMS - SobMNS 4,35 0,3241 -4.643.436 13,3434363
EutMS - SobMS 2,15 0,6226 -6.843.436 11,1434363
ObMNS - ObMS -4 0,3359 12.479.093 4,4790931
ObMNS - SobMNS -7 0,1002 15.479.093 1,4790931
ObMNS - SobMS -9,2 0,035 * -17.679.093 0,7209069
ObMS - SobMNS -3 0,468 -11.479.093 5,4790931
ObMS - SobMS -5,2 0,2147 -13.679.093 3,2790931
SobMNS - SobMS -2,2 0,5934 -10.679.093 6,2790931
Chaol
Grupos Diferenca p valor sig LCL UCL
EutMS - ObMNS 8,1 0,0458 * 0,1666817 16,0333183
EutMS - ObMS 11 0,7748 6,8333183 9,0333183
EutMS - SobMNS 2,1 0,586 -5,8333183 10,0333183
EutMS - SobMS -6,5 0,1026 -14,4333183 1,4333183
ObMNS - ObMS -7 0,065 -14,4796042 0,4796042
ObMNS - SobMNS -6 0,1095 -13,4796042 1,4796042
ObMNS - SobMS -14,6 0,0006 Frx -22,0796042 -7,1203958
ObMS - SobMNS 1 0,7826 -6,4796042 8,4796042
ObMS - SobMS -7,6 0,0468 * -15,0796042 -0,1203958
SobMNS - SobMS -8,6 0,0264 * -16,0796042 -1,1203958
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Diversidade filogenética

Grupos Diferenca p valor sig LCL UCL

EutMS - ObMNS 9,85 0,0320 * 0,9400151 18,7599849
EutMS - ObMS 2,85 0,5112 -6,0599849 11,7599849
EutMS - SobMNS 2,25 0,6032 -6,6599849 11,1599849
EutMS - SobMS -1,75 0,6856 -10,6599849 7,1599849
ObMNS - ObMS -7,00 0,0973 -15,4004143 1,4004143
ObMNS - SobMNS -7,60 0,0736 -16,0004143 0,8004143
ObMNS - SobMS -11,60 0,0094 el -20,0004143 -3,1995857
ObMS - SobMNS -0,60 0,8827 -9,0004143 7,8004143
ObMS - SobMS -4,60 0,2660 -13,0004143 3,8004143
SobMNS - SobMS -4,00 0,3315 -12,4004143 4,4004143

Sig: significancia; LCL: limite de controle inferior; UCL: limite de controle superior;

*p<0,05 **p<0,01

**% 1 <0,001

A similaridade das comunidades microbianas dos cinco grupos foi avaliada com uma

analise NMDS baseada na distribuicdo de OTUs bacterianas (dissimilaridade de 3%) (Figura 8).
A diferenca entre os grupos (EutMS-ObMNS-ObMS-SobMNS-SobMS) foi apoiada pela
AMOVA (F 2.19, p 0.03), bem como as diferencas entre os pares: EutMS-SobMS (F 2.04, p
0.046), ObMNS-SobMNS (F 3,54, p 0,048), EutMS-ObMNS (F 3,97, p 0,028) (Tabela 7).
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Figura 8. Gréficos de escala multidimensional ndo métrica (NMDS) em duas dimensdes, mostrando a distribuicao
de amostras replicadas dos cinco grupos de acordo com a composi¢do das comunidades bacterianas. As parcelas
foram baseadas na distancia da matriz de Bray-Curtis como similaridade métrica de 97%.

Tabela 7. Resultados da AMOVA para testar diferengas significativas na estrutura da comunidade microbiana entre

0S grupos.
Grupos SS df MS F p valor
EutMS-SobMNS 0.036 1 0.036 1.214 0.31
EutMS-ObMS 0.127 1 0.127 2.668 0.078
ObMNS-SobMS 0.157 1 0.157 2.390 0.103
EutMS-SobMS 0.636 1 0.064 0.204 0.046
SobMNS-SobMS 0.435 1 0.043 1.352 0.244
ObMNS-ObMS 0.790 1 0.079 0.988 0.318
EutMS-ObMNS-ObMS-SobMNS-SobMS 0.454 4 0.113 2.196 0.030
ObMNS-SobMNS 0.229 1 0.229 3.544 0.048
ObMS-SobMS 0.391 1 0.039 0.825 0.518
ObMS-SobMNS 0.922 1 0.092 1.993 0.093
EutMS-ObMNS 0.271 1 0.271 3.970 0.028
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A composigdo de todas as comunidades bacterianas foi dominada por Firmicutes e

Bacteroidetes, que juntos representaram 78-91% de toda a composicdo da comunidade. A

abundancia relativa de Actinobacteria correspondeu a 4-11% e a de Proteobacteria variou de 3-

8% (Figura 9A). Dentro de Firmicutes, a Ordem mais abundante foi Clostridiales, com uma

abundancia relativa de 43 a 58% de todas as sequéncias em todos os grupos, e dentro de

Bacteroidetes, a Ordem mais representada foi Bacteroidales, representando 14-43% de todas as

sequéncias em todos os grupos (Figura 9B). Os géneros mais representados foram Prevotella 9

(Prevotellaceae, Bacteroidales), Bacteroides (Bacteroidaceae, Bacteroidales), seguidos pelo

grupo Eubacterium retale e Blautia (Lachnospiraceae, Clostridiales). Dialister (Veillonellaceae,

Selenomonadales, Firmicutes) foi mais abundante no grupo SobMNS, enquanto a contribuicdo

relativa de Bifidobacterium (Bifidobacteriaceae, Bifidobacteriales, Actinobacetria) foi maior no

grupo EutMS, em comparacdo com 0s outros grupos (Figura 9C).
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Figura 9. Composicdo da OTU dos cinco grupos nos niveis (A) Filo, (B) Ordem e (C) Géneros. Para Filo e Ordem, apenas 0s
principais grupos taxonémicos que contribuiram com uma abundancia relativa superior a 1% estdo representados. Para o
género, apenas 0s 20 principais grupos taxonémicos que contribuiram com uma abundancia relativa superior a 1% estdo
representados, juntos esses géneros contribuiram com> 50% da abundancia relativa na comunidade bacteriana.
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Comparando os grupos com fenétipo saudavel (EutMS, SobMS e ObMS), ndo foi
observada diferenga na abundancia relativa do filo Firmicutes e nos niveis taxondémicos
correspondentes, Classe Clostridia, Ordem Clostridiales, Familias Lachnospiraceae e género
Ruminococcaceae (Figura 10). O filo Bacteroidetes e 0s niveis taxondmicos relacionados, classe
Bacteroidia, ordem Bacteroidales e familia Prevotellaceae, foram mais abundantes em ObMS e
SobMS do que em EutMS. Uma anélise mais detalhada revelou os principais contribuintes da
OTU para a distingdo entre EutMS x SobMS e EutMS x ObMS, estimada pela analise SIMPER
(Figura 11). Os géneros Prevotella 9, Prevotellaceae UCGO003, Succinivibrio e Eubacterium
retale foram mais abundantes em ObMS em comparacdo com EutMS. Os géneros Prevotellaceae
UCGO003, Faecalibacterium e Eubacterium retale foram mais abundantes em SobMS em
comparacdo com EutMS. Bifidobacterium, Klebsiella e Butyrivibrio foram géneros mais
abundantes em EutMS do que em SobMS e ObMS.

A proporcdo de OTUs compartilhadas e exclusivas atribuidas a cada grupo estd
representada na Figura 12, assim como as comparagdes entre SObMS x SObMNS e OBMS x
ObMNS. Considerando todos os grupos, 34% dos todos os OTUs designados foram
compartilhados entre eles e entre 5 e 9% eram exclusivos para cada grupo. Para SobMS x
SobMNS, das 1401 OTUs consideradas, 60% foram compartilhadas, enquanto 23% e 17% eram
exclusivas para SobMS e SobMNS, respectivamente. Comparando OBMS x ObMNS, 60% das
1313 OTUs foram compartilhadas e 16% e 24% eram exclusivas para ObMNS e ObMS,
respectivamente. As OTUs Unicas correspondiam a grupos taxondmicos com menor contribuicao

relativa a composi¢do da comunidade (<1%).
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Dissimilaridade média

: f__Enterobacteriaceae
: g__Ruminococcaceae_UCG-002
[/ 9_Butyrivibrio
[ — | g__Succinivibrio
| I—

g__Prevotella_9
: g__Bifidobacterium
C—1 g_ Kebsiella

: g__[Eubacterium]_rectale_group
[ ) g__Prevotella_9
B 3 2 1 0 1 2 3 4 5 5
ObMS EutMS

70

f__Enterobacteriaceae
g__Butyrivibrio
g__Ruminococcaceae_UCG-002
g__Bacteroides
g__Faecalibacterium

—
—
—
—
—
— g_Prevotellaceae_UCG-003

| I—
—

—/

g_ K
g__Bifidobacterium
g__[Eubacterium]_rectale_group
3 2 1 0 1 2 3 4 5

SobMS EutMS

Figura 11. Contribuicdo relativa média dos OTUs nas comparagdes entre grupos metabdlicos saudaveis, EutMS x
ObMS e EutMS x SobMS. As OTUs selecionadas contribuiram com pelo menos 1% para a diferenciagdo entre 0s

grupos (anélise SIMPER).

LS

A B

SobMNS

Sob VNS UbE OBRNE

B 124 B 208

Figura 12. Diagramas de Venn ilustrando o nimero de OTUs compartilhadas e exclusivas entre amostras. (A)
considerando todos os grupos, (B) SobMN x SobMNS e (C) ObMN x ObMNS.

Uma andlise do teste T revelou grupos taxondmicos que apresentaram diferengas
significativas na contribuicdo relativa (p <0,05) entre SobMS x SobMNS e entre ObMS x
ObMNS, em varias categorias taxondmicas (Figura 13 e Tabela 8). Os tdxons que apresentaram

maior abundancia no SobMNS quando comparado ao SobMS foram: a Classe Bacilli, a Ordem

Lactobacillales e os Géneros Paraprevotella (Familia Prevotellaceae, Ordem Bacteroidales) e
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Ruminococcaceae UCG-010 (Familia Ruminococcaceae, Ordem Clostridiales) e a Espécie
Bacteroides eggerthii (familia Bacteroidaceae). Os taxons com niveis mais altos no SobMS
incluiram a Ordem DB8A-2 (Classe Clostridia), a Familia Comamonadaceae (Ordem
Burkholderiales, Classe Proteobacteria) e os Géneros Coprococcus (Familia Lachnospiraceae,
Ordem Clostridiales) e Ruminococcus (Familia Ruminococcaceae, Ordem Clostridiales). Entre
0s obesos, 0s taxons que diferiram entre MS e MNS foram minoritarios e contribuiram com
menos de 1% na abundéancia relativa. Os taxons enriquecidos em ObMNS foram: a Familia
Vibrionaceae, a Ordem Vibrionales (Classe Gammaproteobacteria) e o0 Género néo
identificado_Erysipelotrichaceae (Familia Erysipelotrichaceae, Ordem Erysipelotrichales),
Ruminococcaceae_ UCG-007 (Familia Ruminococcaceae, Ordem Clostridiaes) e Serratia
(familia Enterobacteria, Ordem Enterobacteriales). No OBMS, maiores abundancias relativas
foram registradas para 0os Géneros Oribacterium (Familia Lachnospiraceae, Ordem Clostridiales)

e Candidatus_Arthromitus (Familia Clostridiaceae, Ordem Clostridiaes).
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Figura 13. Anélise estatistica (teste T) para determinar OTUs com variacéo significativa na abundancia relativa entre
SobMS x SobMNS (p <0,05) em varias categorias taxondmicas. As barras representam valores médios de
abundancia de OTU em cada grupo. A direita médios de abundancia de OTU em cada grupo. A direita, valores p
médios de significancia para a variacdo entre os grupos e intervalos de confianca de 95% com limites inferiores e
superiores.
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Tabela 8. Analise do teste T para determinacdo de OTUs com variacdo significativa na abundancia relativa entre
SobMN x SobMNS e ObMN x ObMNS grupos (p <0,05) em varias categorias taxondmicas.

Maior abundéancia

ObMS ObMNS p valor
Ordem D8A-2 (Clostridia) 0.037
Vibrionales 0.040
Familia
Género Oribacterium 0.038
unidentified_Erysipelotrichaceae 0.049
Ruminococcaceae UCG-007 0.024
Serratia 0.037
Candidatus_Arthromitus 0.039
SobMS SobMNS
Classe Bacilli 0.022
Ordem Lactobacillales 0.022
D8A-2 0.010
Familia Comamonadaceae 0.009
Género Ruminococcus_1 0.046
Paraprevotella 0.047
Ruminococcaceae_ UCG-010 0.008
Coprococcus_1 0.032
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8 DISCUSSAO

As prevaléncias do fendtipo metabolicamente saudavel neste estudo foram maiores que as
relatadas em outros estudos brasileiros (DINIZ et al., 2016; PIMENTEL et al., 2015;
ROBERSON et al., 2014). Essas diferencas de prevaléncia entre os estudos podem ser atribuidas
a idade, etnia, tamanho da amostra, fatores ambientais e genéticos e heterogeneidade de critério
diagnostico da salde metabdlica. Como era esperado, o grupo EutMS apresentou menores
medidas antropométricas em comparacdo com o0s demais grupos. Entre os grupos de sobrepeso e
obesidade (SobMS, SobMNS, ObMS, ObMNS), aqueles com fen6tipo metabolicamente saudavel,
apresentaram menores medidas antropométricas em comparagdo com seu par ndo saudavel,
embora apenas entre 0s grupos de obesos, houve significancia estatistica (p<0,05).

Uma analise post hoc revelou diferencas significativas na glicemia de jejum e insulina
sérica entre ObMS e ObMNS. No entanto, nenhuma diferenca na glicemia de jejum foi observada
entre SObMS e SobMNS. Estes resultados foram semelhantes aos observados por outros
pesquisadores (JAMKA et al., 2019; PIMENTEL et al., 2015; SILVA et al., 2017), mas diferiram
do resultado de Hwang et al. (2015b) que ndo observaram diferencas nos niveis de glicose em
jejum. A maioria dos participantes do estudo apresentaram risco cardiometaboélico leve, segundo
indice de adiposidade visceral. Dentre 0s que apresentaram risco severo, o percentual foi maior
no fendtipo ndo saudavel, consistente com a literatura existente (BLUHER; SCHWARZ, 2014).

De forma geral, observamos que todos 0s grupos apresentaram niveis séricos de lipidios e
glicemia adequados, de acordo com as diretrizes da SBC (2019) e SBD (2018). Embora néo
significativo, identificamos que os grupos ObMS e SobMS apresentaram maiores concentragdes
séricas de HDL-c e menores concentracdes de triglicerideos, em comparacdo com ObMNS e
SobMNS, respectivamente. Concentracdes séricas de HDL-c significativamente maiores e de
triglicerideos significativamente menores foram relatadas em ObMS em comparagdo com
ObMNS (JAMKA et al., 2019; EFTEKHARZADEH et al., 2017). Estudos revelaram que o
consumo moderado de alcool (TABARA et al.,, 2017) e atividade fisica podem influenciar
positivamente o perfil lipidico do sangue (NIEMELA et al., 2019). Observamos um maior
percentual de consumidores moderados de alcool e menor percentual de sedentarios no grupo
ObMS em comparacdo com ObMNS. Slagter et al. (2018) também constataram que ObMS eram

mais frequentemente consumidores moderados de alcool, discordando de estudos anteriores que
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mostraram que ObMS eram menos propensos a beber (GODAY et al., 2016; KANG et al., 2017,
WANG et al., 2015).

O percentual de fumantes foi maior no grupo SobMNS em compara¢do com 0 grupo
SobMS, enquanto entre obesos, foi maior no grupo ObMS, ambos sem diferenca significativa.
Outros pesquisadores relataram que individuos metabolicamente saudaveis eram menos
propensos a fumar (CUESTA-ZULUAGA et al., 2018; KANG et al., 2017; WANG et al., 2015;
WILDMAN, 2008). O tabagismo foi descrito com uma das principais causas da reducdo da
funcdo cardiorrespiratéria (FCR) em adultos (DE BORBA et al.,, 2014) e a maior funcéo
cardiorrespiratoria foi apontada como fator que contribui para ter um fendtipo obeso
metabolicamente saudavel (BLUHER; SCHWARZ, 2014).

Outros fatores como a prética de atividade fisica e habitos alimentares saudaveis, como
maior ingestdo de peixe, frutas e vegetais e menor ingestdo de gordura saturada e acucares, foram
associados com um fendtipo mais saudavel em estudos anteriores (CAMHI et al., 2015; GODAY
etal., 2016; MATTA et al., 2016; ORTEGA et al., 2018; PEREIRA et al., 2019; SLAGTER et al.,
2018) e a maior probabilidade de transicdo do fendtipo ndo saudavel para o saudavel em
individuos obesos (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2019).

Em nosso estudo, observamos uma proporcdo menor de sedentarios entre os individuos
com fendtipo saudavel, bem como, menor ingestdo de gordura saturada, embora apenas este
ultimo foi significativamente diferente. De forma semelhante, alguns estudos ndo revelaram
diferencas significativas no nivel de atividade fisica e na ingestdo dietética entre adultos com
sobrepeso/obesidade metabolicamente saudavel e ndo saudavel (DE WINTER et al., 2018;
FUNG et al., 2015; HANKINSON et al., 2013; HWANG et al., 2015b; JURADO-FASOLI et al.,
2019; KIMOKOTI et al., 2015)

Em geral, todos os grupos apresentaram ingestdo adequada de macronutrientes, segundo
recomendagdes da WHO (2003), com excecdo da ingestdo de proteina, que foi maior que a
recomendacéo. A ingestdo de fibras estava abaixo da recomendacdo (<25g/dia) para todos 0s
grupos, mas foi menor entre individuos com sobrepeso e obesos com fenotipo ndo saudavel,
enquanto a ingestdo de agucar foi maior que 10% da energia total apenas no grupo SObMNS.

Analisando a ingestdo de micronutrientes dos grupos, nenhuma diferencga significativa foi
observada, porém o grupo EutMS, apresentou maior ingestdo de calcio, magnesio, vitamina A e

vitamina B12, em comparagdo com 0s grupos de sobrepeso e obesos. O consumo inadequado de
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calcio e vitaminas A foi associado a valores de circunferéncia da cintura elevados em adultos
jovens (CEMBRANEL et al., 2017). De acordo com a literatura existente, o consumo insuficiente
de calcio pode levar a deposicdo de &cidos graxos nos adipdcitos, aumentando assim, a
probabilidade de problemas cardiovasculares (TORRES, 2011).

Para a maioria dos micronutrientes investigados, os niveis de consumo ficaram abaixo das
recomendacdes, repercutindo em prevaléncias elevadas de consumo abaixo da recomendacéo, na
amostra como um todo, com excecdo do ferro e do sddio, em que uma propor¢cdo maior de
individuos, consumiu quantidades adequadas, em todos 0s grupos.

Em particular, o consumo inadequado de vitamina C e vitamina By, foi maior entre os
grupos de obesos. Cembranel et al. (2017) ao analisarem o consumo alimentar de 1.222
participantes do estudo EpiFloripa Adultos de 2012, também observaram uma maior prevaléncia
de inadequacdo no consumo da vitamina C entre individuos com obesidade. Esta vitamina, atua
como um cofator na sintese de carnitina, envolvida na oxidagdo da gordura (LEAO; DOS
SANTOS, 2012).

Estes resultados concordam em parte, com os resultados apresentados por Louzada et al.
(2015a), que concluiram que a dieta da populacdo brasileira ultrapassa as recomendacfes de
consumo para densidade energética, proteina, aclUcar livre, gordura trans e soédio, além de
apresentar baixos teores de fibras e potassio (LOUZADA et al., 2015a).

O consumo de ultraprocessados representou 15 a 28% das calorias consumidas pelos
participantes do estudo, sendo maior nos grupos SobMNS e ObMNS, porém sem diferenca
significativa. Dados da Pesquisa de Orcamento Familiar do Brasil em 2008-2009, revelaram que
os alimentos ultraprocessados, representaram um total de 20,5% do total de calorias consumidas
pela populagéo brasileira (LOUZADA et al., 2015a). Fato preocupante, pois estudos anteriores
mostraram que um aumento na proporcao de alimentos ultraprocessados na dieta esta inversa e
significativamente associado ao consumo de vegetais (CANELLA et al., 2018) e niveis mais
baixos de vitaminas Bi2, D e E, niacina, piridoxina, cobre, ferro, fosforo, magnésio, selénio e
zinco (LOUZADA et al., 2015b).

Foi demonstrado que reducbes na ingestdo de 25 e 75% em ultraprocessados e
ingredientes culinarios processados, com um aumento proporcional na ingestdo de alimentos nao
processados ou minimamente processados, podem gerar uma reducdo de 5,5% e 29% na
mortalidade por DCV, respectivamente (MOREIRA et al., 2018).
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Ao avaliar o consumo dos grupos alimentares, néo foi observado diferenga significativa
no consumo de por¢des entre os grupos de individuos. O consumo da maioria dos grupos
alimentares foi inadequado, com excecdo do grupo de carnes e ovos, cujo consumo foi adequado
em toda amostra. O baixo consumo de lacteos entre os participantes do estudo, explica a ingestéo
inadequada de célcio observada.

O grupo EutMS apresentou maior percentual de consumo adequado de frutas, legumes e
verduras, enquanto o grupo ObMNS apresentou menor percentual. No Brasil, a Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF) do Brasil revelou que menos de 10% da populacdo atende as
recomendacdes de ingestdo de frutas, verduras e legumes, assim como o consumo de leite
também é muito aquém do recomendado (IBGE. INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA; COORDENACAO DE TRABALHO E RENDIMENTO, 2011).

O grupo EutMS também apresentou maior percentual de adequacdo no consumo de
acucares e doces, e 0leos e gorduras, seguido do grupo SobMS e ObMS. Os grupos SObMNS e
ObMNS apresentaram menor percentual de adequacdo no consumo destes grupos alimentares,
em comparagdo com seus pares saudaveis (SobMS e ObMS).

Cereais e leguminosas tiveram maior percentual de consumo adequado nos fendtipos
metabolicamente saudaveis, que somados, representaram 96% para o grupo EutMS, 85% para o
grupo SobMS e 90% para o grupo ObMS. Enquanto nos grupos SobMNS e ObMNS o percentual
de consumo adequado foi de 66% e 68%, respectivamente, o que pode ter refletido na menor
ingestdo de fibras por estes grupos.

Ao analisar a microbiota intestinal dos voluntérios, nossos resultados revelaram uma
reducdo na riqueza e diversidade bacteriana com o maior peso corporal, e menor diversidade nos
grupos com fendtipo ndo saudavel em relacdo aos saudaveis, consistente com estudos anteriores,
gue mostram que individuos com maior risco metabdlico tém microbiotas menos diversas
(CHEN et al., 2020; CUESTA-ZULUAGA et al., 2018; GAO et al., 2018; LE CHATELIER et al.,
2013; MENNI et al., 2017). Esta diminuic&o da diversidade pode modificar o perfil funcional da
microbiota. Além disso, foi sugerido que a restricdo alimentar em individuos com sobrepeso ou
obesidade € mais eficiente naqueles com maior riqueza bacteriana, em termos de melhoria dos
parametros metabdlicos (COTILLARD et al., 2013; LE CHATELIER et al., 2013).

Analisando os dois filos dominantes, nenhuma diferenca na abundancia relativa de

Firmicutes foi observada entre os grupos, enquanto, o filo Bacteroidetes foi mais abundante entre
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individuos com sobrepeso e obesos, em comparacdo com eutréficos. Alguns estudos relataram
uma proporcdo aumentada de F/B na microbiota de individuos obesos (CHEN et al., 2020;
KASAI et al., 2015; KOLIADA et al., 2017; MARVASTI et al., 2020; TURNBAUGH et al.,
2009) em comparacdo com individuos magros, enquanto outros estudos ndo observaram
diferenca (ARUMUGAM et al., 2011; FINUCANE et al., 2014; ORG et al., 2017; PETERS et
al., 2018) ou observaram uma associagdo oposta, com aumento de Bacteroidetes em individuos
com sobrepeso e obesos (SCHWIERTZ et al., 2010), e aumento de Firmicutes em individuos
magros (REYES et al., 2016). Dessa forma, a razdo F/B parece ndo funcionar como um recurso
para distinguir entre microbiota intestinal humana obesa e magra. Por outro lado, MORENO-
NAVARRETE et al. (2018), observaram menor relacdo F/B em individuos obesos resistentes a
insulina, em comparacdo com o0s individuos sensiveis a insulina. Em nosso estudo, nédo
encontramos diferencas significativas nos marcadores microbianos no nivel do filo entre os
fendtipos metabdlicos. Inconsisténcias entre os estudos podem ser resultado da heterogeneidade
de grupos, histdrico genético, localizagdo geogréfica, estilo de vida habitual, dieta e metodologia
utilizada (MAGNE et al., 2020; MORAN-RAMOS; LOPEZ-CONTRERAS; CANIZALES-
QUINTEROQS, 2017; THINGHOLM et al., 2019). Elevada abundancia relativa de bactérias gram-
negativas (Bacteroidetes), que expressam lipossacarideos (LPS), é coerente com a hipotese de
endotoxemia metabdlica, com inflamacdo de baixo grau, caracteristica da obesidade
(CHAKRABORTI, 2015).

Foi sugerido que Bacteroidetes sdo regulados principalmente por fatores ambientais,
enguanto Firmicutes dependem da composicdo genética do hospedeiro (GOODRICH et al., 2014).
Reyes et al. (2016) descobriram que a abundancia de Bacteroidetes estava correlacionada a
ingestdo de fibras. O consumo reduzido de fibras também foi apontado como um importante
contribuinte para perda da riqueza e diversidade microbiana (SONNENBURG et al., 2016), assim
como o consumo elevado de gordura saturada (MARTINEZ; LEONE; CHANG, 2017).

O género Bifidobacterium foi mais abundante no grupo EutMS em comparagdo com
SobMS e ObMS, consistente com a literatura existente (GAO et al., 2018; MARVASTI et al.,
2020; REYES et al., 2016; SCHWIERTZ et al., 2010) A abundéancia de Bifidobactérias tem sido
associada a redugdo de marcadores inflamatorios, a melhora na homeostase da glicose e
metabolismo lipidico (HIDALGO-CANTABRANA et al., 2017), e a maior ingestdo de fibras
(REYES et al., 2016).
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Outro achado interessante deste estudo foi o aumento observado nos géneros da familia
Prevotellaceae, e nos géneros Eubacterium rectale e Faecalibacterium prausnitzii nos grupos
SobMS e ObMS em comparacdo com EutMS. Apesar de maior abundancia de Prevotella ter sido
frequentemente associada a satde (KOVATCHEVA-DATCHARY et al., 2015) e a uma dieta rica
em fibras (PRECUP; VODNAR, 2019), uma associacdo com inflamagdo cronica (LARSEN,
2017), resisténcia a insulina (MORENO-INDIAS et al., 2016), hipertensdo arterial (LI et al.,
2017a), DCV (KELLY et al., 2017) e obesidade também foi relatada. Foi sugerido que este
género € mais eficiente na extracdo de energia de polissacarideos complexos (DE FILIPPO et al.,
2010), contribuindo para o desenvolvimento da obesidade na dieta ocidental bastante calorica
(DURBAN et al., 2013).

Eubacterium rectale e Faecalibacterium prausnitzii sdo importantes produtores de
butirato e embora um grande conjunto de evidéncias tenha sugerido potenciais beneficios a saude,
em individuos obesos os resultados sdo contraditérios e inconclusivos (KIM; YAO; JU, 2019;
LIU et al., 2018). Marvasti et al. (2020) encontraram maior abundéncia de Faecalibacterium
prausnitzii em individuos obesos comparados a individuos magros, enquanto Feng et al. (2014)
ndo observaram diferenca significativa entre os obesos e 0s magros.

Comparando os grupos SobMS x SobMNS, identificamos tédxons que mostraram
diferenca significativa na abundéancia relativa. Entre essas bactérias, algumas, sdo particularmente
interessantes porque estdo ligadas a salide humana, como por exemplo 0s géneros Coprococcus €
Ruminococcus, conhecidos produtores de butirato. O butirato possui propriedades anti-
inflamatdrias, melhorando sensibilidade a insulina (CANFORA; JOCKEN; BLAAK, 2015;
VITAL; KARCH; PIEPERA, 2017; VRIEZE et al., 2012), além de aumentar a producéo de muco
e contribuir para integridade da barreira intestinal (JUNG et al., 2015). Uma barreira de juncéo
intestinal disfuncional permite a entrada na corrente sanguinea, de componentes derivados da
microbiota intestinal, como o lipossacarideo (LPS), que podem exacerbar a inflamag&o do tecido
adiposo (CHASSAING; GEWIRTZ, 2016). Org et al. (2017) verificaram que o aumento na
abundancia do género Coprococcus estava associado a niveis menores de triglicerideos (ORG et
al., 2017). Coerente com este resultado, observamos que o grupo SobMS apresentou menores

niveis de triglicerideos em comparagdo com o grupo SObMNS (90 vs 106, respectivamente).
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Os grupos com fendtipo ndo saudavel (SobMNS e ObMNS) apresentaram maior
abundéancia relativa de bactérias patdgenas que podem prejudicar a funcdo da barreira intestinal,
semelhante ao observado por de La Cuesta-Zuluaga et al. (2018). No entanto, entre 0s obesos,
estes taxons contribuiram com menos de 1% na abundancia relativa em ambos 0s grupos,
provavelmente representando membros transitorios das comunidades. Em geral a ordem
Lactobacillales e a classe Bacili, bactérias produtoras de acido latico, sdo consideradas benéficas,
mas uma abundancia aumentada desses taxons também foi observada em individuos com doenca
arterial coronariana (YAMASHITA et al., 2016) e individuos diabéticos (LARSEN et al., 2010), e
obesos (GAO et al., 2018; PETERS et al., 2018).

Em estudos anteriores, a elevada abundancia de Akkermansia Muciniphila foi associada a
um estado metabdlico mais saudavel em individuos com excesso de peso (DAO et al., 2016),
enquanto os géneros Pseudomonas, Prevotella, \eillonella e Fusobacterium foram mais
abundantes em individuos obesos resistentes a insulina (MORENO-INDIAS et al., 2016), no
entanto, nenhuma diferenca nestes tdxons foi observada em nosso estudo.

Alguns taxons, que diferiram na abundéancia entre 0s grupos em nosso estudo, foram
pouco estudados em humanos, sendo seu papel funcional ainda néo esclarecido. Em comum com
outros estudos, identificamos uma reducdo nos microrganismos produtores de butirato e um

aumento de patégenos oportunistas.

9 LIMITACOES E PONTOS POSITIVOS

O presente estudo apresenta limitacbes que podem influenciar nos resultados, como o
pequeno tamanho da amostra, 0 reduzido nimero de homens, a auséncia de um grupo de
eutroficos ndo saudaveis e, a realizagdo do sequenciamento genético em forma de pool. Mais
estudos sdo necessarios com maior numero de individuos para confirmar nossos resultados.
Apesar das limitagOes, este estudo é um dos pioneiros no Brasil a comparar a microbiota
intestinal de individuos obesos e ndo obesos metabolicamente saudaveis e ndo saudaveis, e com
isso pode servir como base para a realizagdo de outros estudos. Além disso, diferente da maioria
dos estudos que se limitaram a analisar a microbiota intestinal humana de diferentes grupos, a
nivel de filo, neste estudo, buscamos diferencas em niveis taxondémicos mais especificos, como

género e espécie.
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10 CONCLUSAO

Individuos obesos e com sobrepeso metabolicamente saudaveis (ObMS e SobMS), em
geral, apresentaram menores medidas antropométricas, menores niveis glicémicos, menor
ingestdo de gordura saturada e menor propor¢do de sedentarios, em comparagdo com seus pares
ndo saudaveis (ObMNS e SobMNS), mas ndo em comparagdo com o grupo EutMS. No entanto, a
ingestdo dietética atual e a atividade fisica ndo foram capazes de explicar sozinhos o fenotipo
metabolico dos individuos do estudo e as diferencas na composi¢cdo da microbiota intestinal.
Observamos caracteristicas distintas na microbiota intestinal dos diferentes fendtipos metabdlicos.
Verificamos que o intestino de individuos com sobrepeso/obesos com resisténcia a insulina abriga
uma microbiota associada a inflamagcdo, com menor potencial de producdo de butirato e
diversidade bacteriana reduzida, juntamente com um aumento de patégenos oportunistas. Espera-
se que esses resultados contribuam para um maior conhecimento acerca do tema investigado e
que a microbiota intestinal possa ser uma alternativa, combinada a outras estratégias, para

melhorar o perfil metabdlico do individuo.
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ANEXO B - QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA - VERSAO
CURTA

Nome:
Data: / / Idade: Sexo: F( YM( )

NoOs estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas
fazem como parte do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo
que estd sendo feito em diferentes paises ao redor do mundo. Suas respostas nos ajudardo a
entender que tdo ativos nds somos em relacdo a pessoas de outros paises. 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. Suas respostas sdo
MUITO importantes. Por favor, responda cada questdo mesmo que considere que ndo seja ativo.
Obrigado pela sua participacao!

Para responder as questdes lembre-se que:

atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande esforco fisico e que
fazem respirar MUITO mais forte que o normal.

atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforco 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.

la. Em quantos dias da dltima 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 Gltima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo menos
10 minutos  continuos, como por exemplo, pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerdObica 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 respiracdo
ou batimentos do coragio (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, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?
horas: Minutos:



99

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
rapido 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
respiracdo 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:

Estas dltimas questbes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia,
no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui
0 tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licdo de casa
visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. N&o inclua o tempo
gasto sentado durante o transporte em énibus, trem, metrd ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas: Minutos:

4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana?
horas: Minutos:

CENTRO COORDENADOR DO IPAQ NO BRASIL- CELAFISCS - INFORMAGOES
ANALISE, CLASSIFICACAO E COMPARACAO DE RESULTADOS NO BRASIL
Tel-Fax: — 011-42298980 ou 42299643. E-mail: celafiscs@celafiscs.com.br
Home Page: www.celafiscs.com.br IPAQ Internacional: www.ipag.ki.se
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ANEXO C - REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS
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Nome: Cadigo:
Data: / / Dia da semana: Foi um dia: ( )tipico ( )atipico
Acorda: h Dorme: h
DESJEJUM COLACAO ALMOCO
LANCHE JANTAR CEIA

Observacdo: Devem ser anotados o0s tipos de preparacdes, ingredientes e as quantidades em

medidas caseiras.
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ANEXO D - PROTOCOLO DE BIOIMPENDANCIA

Protocolo para o uso do aparelho de bioimpedancia Biodynamics Modelo 310e e 450
Atencdo O aparelho ndo deve ser usado nas seguintes pessoas:. portadores de marcapasso e
gestantes.

Orientacdes que deverdo ser repassadas ao avaliado para a analise da composicao
corporal (Heyward & Stolarczyk, 2000)

e N&o comer ou beber a menos de 4 horas do teste;

Nao fazer exercicios a menos de 12 horas do teste;

Urinar a menos de 30 minutos do teste;

Nao consumir alcool a menos de 48 horas do teste;

N&o tomar medicamentos diuréticos a menos de 7 dias do teste;
e Mulheres, durante o estagio de seu ciclo menstrual, ndo devem realizar o teste.

Orientacfes que deverdo ser repassadas ao avaliado para a analise da composicéo
corporal (segundo instrucdes do equipamento)

e Nao consumir alcool e cafeina (cha preto, cha e chocolate) 24 horas antes do teste;
e Nao realizar atividade fisica intensa 4 horas antes do teste;
e Ndo comer ou beber 4 horas antes do teste.

e Suspender medicdo diurética 24 horas antes do teste, exceto no caso de individuos
hipertensos que devem estar sob rigoroso controle medico.
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ANEXO E - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO

05082020 Gmail - Track your recent Co-Authored submission to MUT

M Gm a|| Priscila Olivares <priscilalolivares@gmail.com=>

Track your recent Co-Authored submission to NUT

eesserver@eesmail elsevier.com <eesserver@eesmail elsevier.com=> 30 de julho de 2020 19:48
Responder a: nutrition@elsevier.com
Para: priscilalolivares@gmail com

*** Automated email sent by the system ***

Dear Dr. Priscila Gomes Olivares,

‘You have been listed as a Co-Author of the following submission:

Joumnal: Nutrition

Title: GUT MICROBIOTA OF ADULTS WITH DIFFERENT METABOLIC PHENOTYPES

Corresponding Author: glaucia oliveira

Co-Authors: Priscila § Gomes Qlivares, M=sC; Ana Beatriz F Pacheco, PhD; Luciana N Aranha; Bianca S Oliveira,
MsC; Allan A Santos, MsC; Paula Cristina M Santos, undergraduate; José F Mogueira Neto, PhD; Glorimar Rosa,
PhD;

To be kept informed of the status of your submission, register or log in (if you already have an Elsevier profile).

Register here: https:/fees.elsevier.com/nut/default.asp?acw=&pg=preRegistration.aspiuser=
coauthor&fname=Priscilalname=Gomes Olivares&email=priscilalolivares@gmail.com

Or log in: hitps:/fees.elsevier.com/nut/default asp?acw=8pg=login.asp&email=priscilalolivares@gmail.com

If you did not co-author this submission, please do not follow the above link but instead contact the Corresponding
Author of this submission at glauciamoraesoliveira@gmail.com;glauciam@cardiol.br.

Thank you,

Mutrition



103

ANEXO F - CARTAACEITE PARATEMA LIVRE NO 37° CONGRESSO DE
CARDIOLOGIA DA SOCERIJ

Carta aceite Temas Livres 37° Congresso de Cardiologia da Socerj

SOCERJ =congressocardlologla@socer].org br= 11 de julho de 2020 12:28
Para: priscilalolivaresigmall.com

37°
CONGRESSO

SOCERJ

Rio de Janeiro, 11 de julho de 2020
Prezadao(a)

A Sociedade de Cardiologia do Estado do Rio de Janeiro (SOCERJ) tem a honra de
informar que seu Tema Livre - ID 57145 - titulo Prevaléncia e caracteristicas clinicas de
fenotipos metabolicos em adultos, foi APROVADO na Jornada de Nutrigdo pela Comissdo

Julgadora de Temas Livres do 37° CONGRESSO0 DE CARDIOLOGIA DA SOCERJ.

Por conta do estado de Emergéncia de Sadde Publica de Importdncia Nacional e Internacional,
declarados pelo Ministério da Sadde e pela Organizagdo Mundial da Saude, fomos obrigados a adiar
nosso evento para 16 a 19 de setembro, conforme previamente comunicado. Face aos riscos reais e
potenciais da pandemia em curso, a Diretoria, apds ter ouvido a Comissao Executiva e o Conselho
Consultivo, deliberou em transformar nosso 372 Congresso de Cardiologia da SOCER] num evento
virtual. Estamos programando um evento excepcional, gue acontecerd nas noites de quarta (16 de
setembro), guinta (17), sexta (18) e na manhd de sabado (19). Faremos o possivel para transpor as
atividades tradicionais do congresso presencial para o virtual. Teremos atividades da grade, cursos,
simpdosios satélites, temas livres, stands e interatividade.

Informacdes importantes:
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Faculdade de Medicina
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina-Cardiologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Associacao do consumo habitual de adocantes artificiais e produtos dietéticos com
alteragdes na microbiota intestinal e fatores de risco cardiovasculares

Versdo 2017

O Sr. (a) esta convidado a participar de um estudo que tem por objetivo verificar se existe
alguma associacdo do consumo de adocantes artificiais com fatores de risco para doenca
cardiovascular, como por exemplo, a elevacdo dos niveis de aclcar e gordura no sangue. A
seguranca e real efeito dos adocantes artificiais no organismo hd muito tempo vem sendo
discutida. Acredita-se que os adocantes, apesar de ndo serem digeridos por completo, sejam
capazes de modificar o tipo de bactérias que residem no intestino, provocando alteracfes no
organismo, que poderiam influenciar no desenvolvimento de certas doengas.

Este estudo estd sendo realizado pela Professora Dr® Glorimar Rosa do Instituto de
Nutricdo da UFRJ, pela Professora Dr? Glaucia Maria Moraes de Oliveira da Faculdade de
Medicina e pela nutricionista Priscila dos Santos Gomes Olivares, candidata ao mestrado do
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina-Cardiologia da UFRJ. Os resultados desse estudo irdo
auxiliar no esclarecimento dos efeitos dos adogantes artificiais no nosso organismo e orientar no
tratamento nutricional da Obesidade e das doencas cardiovasculares;

Para realizar este estudo faremos uma analise das bactérias do seu intestino (microbiota
intestinal), através da coleta de uma amostra pequena de fezes. As fezes deverdo ser entregues
em saco plastico com fecho hemético, que sera previamente fornecido pela responsavel pela
pesquisa. Também pediremos para o Sr. (a) responder alguns questionarios contendo perguntas
para obtencdo de informacgfes gerais (nome, sexo, idade, escolaridade, endereco, telefone de
contato, histdria familiar de doencgas, uso de medicamentos etc.), perguntas sobre sua alimentacao
e seu estilo de vida. Além disso, avaliaremos sua pressao arterial, peso, estatura, circunferéncia da
cintura, circunferéncia do quadril, circunferéncia do pescogo. Coletaremos 5 tubos de sangue (4
mL ou 1 colher de sobremesa cada), apds jejum de 12 horas. As amostras de sangue serao
armazenadas temporariamente no Laboratério do Centro de Pesquisa e Extensdo em Nutri¢do
Clinica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/HUCFF/UFRJ para avaliar os exames
de sangue, como a glicose, colesterol, triglicerideos, LDL-colesterol, HDL-colesterol, insulina.

Todas as amostras de sangue e fezes coletadas durante esta pesquisa, conforme descrito
acima, serdo utilizadas apenas para os propositos descritos neste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Ao final da pesquisa ou depois que todos os resultados dos exames ficarem prontos,
se tiver sobrado alguma quantidade de sangue, estas amostras serdo destruidas. O laboratorio néo
ird guardar suas amostras bioldgicas.
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O sangue sera coletado na veia de seu antebraco, por profissional capacitado, seguindo
todas as normas de seguranca, utilizando material descartavel. O Sr. (a) ndo sofrera nenhum risco
ao participar do estudo. Os desconfortos sdo aqueles associados a coleta de sangue, dor e
hematomas no local da puncao.

A participacdo neste estudo ndo contempla recompensa de qualquer natureza. O Sr. (a)
ndo pagara pelo exame de sangue, analise das fezes e pelas outras avaliacdes. Apos a coleta de
sangue, o Sr. (a) recebera um lanche, garantindo suas despesas decorrentes com a alimentacéo

E garantida a liberdade de se recusar a participar ou retirar o seu consentimento, em
qualquer etapa da pesquisa, sem penalizacdo alguma. Garantimos sigilo absoluto quanto aos
dados pessoais coletados e resultados obtidos. Apds o término da pesquisa, as informacdes seréo
transcritas dos questionarios para arquivos no computador e mantidos em local reservado. Todos
os resultados de exames realizados serdo fornecidos ao participante da pesquisa no final do
estudo. Os resultados serdo divulgados no meio cientifico e na instituicdo onde os dados foram
obtidos e os participantes terdo acesso a estes, apds a conclusdo das analises.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso ao profissional responsavel que poderé ser
encontrado através do telefone: (21) 994681786 (Priscila dos Santos Gomes Olivares). Se vocé
tiver alguma duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/HUCFF/UFRJ — R. Prof.
Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 — Cidade Universitaria/llha do Funddo — sala 01D-46/1° andar —
pelo telefone 3938-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 as 16 horas, ou através do e-mail:
cep@hucff.ufri.or. O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é o 6rgdo que tem como objetivo
defender os interesses dos participantes da pesquisa no Brasil, aléem de contribuir no
desenvolvimento da pesquisa de padrdes éticos.

CONSENTIMENTO

“Acredito ter sido suficientemente informado (a) a respeito das informacdes sobre o
estudo acima citado que li ou que foram lidas para mim, ficando claros os objetivos da pesquisa,
0s procedimentos a serem realizados, assim como os riscos e sigilo dos dados fornecidos. Ficou
claro que ndo receberei recompensa de qualquer natureza e que nao terei de pagar pelo exame
realizado. Poderei retirar meu consentimento, antes ou durante o estudo, sem penalidades ou
prejuizo a mim. Estou ciente de que receberei os resultados somente no final dos estudo. Eu
receberei um via desse Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) e a outra ficard com a
pesquisadora responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu (ou meu
representante legal) e o pesquisador responsavel por essa pesquisa deveremos rubricar todas as
folhas desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE e assinar a Ultima”.

Data [

(Nome do (a) participante da pesquisa)

(Assinatura do (a) participante da pesquisa)

Data /[

(Nome do (a) Pesquisador Responsavel)

(Assinatura do (a) Pesquisador Responsavel)


mailto:cep@hucff.ufrj.br

APENDICE B - QUESTIONARIO PARA COLETA DE INFORMACOES GERAIS

Data da consulta: / / Entrevistador:

I. Dados Pessoais

Nome: Cadigo:
Endereco:

CEP: Telefone: celular: E-Mail:

Data de nascimento: / /

Idade: Cor da pele (auto-relatado):

Estado civil: () Solteiro(a) ( ) Casado(a) ( ) Divorciado(@) ( )Viuvo(a)
( )Tem companheiro(a)

Naturalidade: Nacionalidade:
Profissdo: Tem filhos? () Sim () Nao Quantos:
Renda familiar (salario-minimo): N° de residentes:

Renda per capita:
Moradia: () imével proprio () imovel alugado ( )imdvel cedido
() outros
Seu bairro (sua casa) recebe agua encanada? ( )Sim  ( )Nao

Sua casa esta ligada a rede publica de coletora de esgoto? ( )Sim  ()Ndo
Escolaridade:

() Analfabeto

() Ensino Fundamental ( )Completo (' )Incompleto
() Ensino Médio ( )Completo (" )Incompleto
() Ensino Superior ( )Completo (" )Incompleto Anos de estudo

I1. Histéria da Doenca Atual

(_ ) Doengas cardiovasculares Hé& guanto tempo?

() Diabetes H& quanto tempo?

( )YHAS Hé& quanto tempo?

() Dislipidemia H& quanto tempo?
Outros:

I11. Histéria Familiar (citar o grau de parentesco)

() Obesidade: () Hipertenséo:

() Dislipidemia: () Diabetes Mellitus 2:
() Doencas Cardiovasculares:

Outras:

IV. Historia Social
Tabagismo: ( )Fuma ( )N& fuma ( ) Ex-fumante
Por quanto tempo fuma ou fumou? . Quantos cigarros/dia?
Se parou, ha quanto tempo parou?
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Etilismo: ()Bebe () N&o bebe () Ex-etilista HA& quanto tempo?
Frequéncia de Consumo?( ) nunca ou menos de 1x/més ( )1 a 3x/més ( ) Ix/sem ( )2 a

4x/sem () Ix/dia( ) > 1x/dia. Quantidade de consumo por vez? Tipo de
bebida:

Qual tipo de parto vocé nasceu? ( ) cesaria ( ) normal

Foi amamentado ao seio? ( ) ndo ( )Sim ( ) exclusivo até os 6
meses?

V. Anamnese Alimentar
Orientacdo Prévia Nutricional? () Sim () Néo
Caso positivo, qual o profissional que orientou?
Qual objetivo da dieta?
Atualmente esta fazendo algum tipo de dieta? ( ) Sim  ( )Né&o
Apresenta alergia/intolerancia a algum alimento? ()Sim ()N&o
Qual?
Apresenta aversdo a algum alimento? () Sim ( )N&o
Qual?
Como considera seu apetite? () Normal ( )Reduzido ( )Aumentado
Alteracdo da funcao intestinal ( ) Sim () Néo
Frequéncia das evacuagoes:
AlteracOes gastrointestinais: () Diarréia ( )Constipacdo ( ) Flatuléncia () Nauseas( )
Vomitos ( )azia ( )refluxo () eructacdo
Quantidade de agua ingerida/dia :
Usa algum suplemento alimentar: () Sim ( )N&o Qual?
Por indicacdo de algum profissional
Qual o consumo mensal de agucar (tipo) na sua residéncia?
Qual o consumo familiar mensal de 6leo/azeite? Qual tipo?
Qual o consumo mensal de sal (tipo) na sua residéncia
Usa outros temperos industrializados/ervas? ()Sim () Nao
Quiais

V1. Medicagdes atuais e nos altimos 3 meses:

Medicacdes Dose/dia

Se mulher, utiliza contraceptivo: ( )Sim () Nao
Qual?
Faz reposi¢do hormonal? ( )Sim ( ) N&o Qual?
Alterou a medicagéo ao longo do estudo? ( )Sim () Néo
Qual?




VII. Pressao arterial

PA (mmHQ)

VIII. Avaliacdo Antropométrica

Menstruacéo

() Sim( )Nao

Estatura (m)

MC (Kg)

IMC (Kg/m?)

PC (cm)

PP (cm)

PQ (cm)

Razdo Cint/Quadril

Razdo Cint/Estatura

IX. Dados Laboratoriais

Glicose (mg/dL)

Insulina (umol/L)

Colesterol Total (mg/dL)

HDL- Colesterol (mg/dL)

LDL-Colesterol
(mg/dL)

VLDL- Colesterol(mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)
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