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RESUMO

Para o desenvolvimento da doenga inflamatdria intestinal (DII) é preciso que existam fatores
genéticos e desencadeantes ambientais ainda ndo totalmente conhecidos. Estudos demonstram
que o desequilibrio da microbiota intestinal e o padrdo de consumo alimentar tém papel
importante no curso da doenca. Pouco se sabe sobre as particularidades da microbiota de
criancas e adolescentes com DI, principalmente em paises mais pobres; assim como, sobre o
padréo alimentar de criancas com DII. Desta forma, o presente estudo foi realizado com o
objetivo de analisar a microbiota fecal através da quantificacdo de bactérias patobiontes ou
comensais e avaliar a frequéncia de consumo de grupos alimentares considerados de risco ou
de protecdo para saude intestinal de criancas com e sem DII. Foi realizado um estudo tipo
série de casos, com grupo controle, em criancas e adolescentes diagnosticados com DII
(casos) e dois grupos de controles saudaveis, divididos pela condicdo ambiental, em precarias
e adequadas condicGes ambientais. A pesquisa foi realizada no periodo de janeiro a julho de
2017, os casos foram recrutados em um hospital de referéncia para tratamento da DIl
pediatrica, o Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP). E para
analise da microbiota os controles foram divididos quanto a exposicdo ambiental em que
viviam, em adequadas condi¢des ambientais e precarias condices ambientais, que se
assemelhavam as condigcdes que 0s casos estavam expostos. Amostras fecais foram analisadas
atraves de reacbes de PCR em Tempo Real (RT-PCR) para quantificacdo das bacterias
patobiontes (Escherichia coli enteroinvasiva e aderente-invasiva) e das bactérias comensais
(Faecalibacterium prausnitizii e Bifidobacterium). Foi utilizada uma adaptacdo de dois
questionarios de frequéncia alimentar validados para criangas e adolescentes no estado de S&o
Paulo, os alimentos foram divididos em grupos, o grupo | foi formado por alimentos
considerados protetores da microbiota intestinal e o grupo Il, por alimentos de risco para a
microbiota. As analises estatisticas foram realizadas pelo software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) para Windows versdo 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA),
significancia de p<0,05. A microbiota fecal dos casos e dos controles ndo apresentou
diferenca estatistica na quantificacdo de E. coli enteroinvasiva, E. coli aderente-invasiva e
Bifidobacterium. Os casos e 0s controles de precaria condi¢cdo ambiental apresentaram maior
expressdo de Faecalibacterium prausnitzii do que os controles com adequada condicéo
ambiental, tendo sido esta diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Os dois grupos
controles apresentaram maior consumo de alimentos do grupo Il (p<0,05). Ao associar 0
consumo com a quantificacdo das bactérias, nos casos e controles que apresentaram consumo
elevado de alimentos do grupo Il houve menor expressdao de Bifidobacterium (p<0,05).
Conclui-se que ao analisar a microbiota fecal da populacdo do estudo ndo houve diferencas
significantes entre criancas e adolescentes com DIl e os controles em relacdo as bactérias
estudadas, exceto na quantificacdo de F. prausnitizii, sendo esta mais elevada entre 0s casos.
Além disso, constatou-se que 0s controles apresentaram maior consumo de alimentos
considerados de risco para a salde da microbiota.

Palavras-chave: Microbiota Gastrointestinal. Doencas Inflamatérias Intestinais. Crianca.
Adolescente. Consumo alimentar.



ABSTRACT

There must be genetic factors and environmental triggers not yet fully known for the
development of inflammatory bowel disease (IBD). Studies have shown that intestinal
microbiota imbalance and food consumption pattern play an important role in the course of
the disease. Little is known about the microbiota peculiarities in children and teenagers with
IBD, especially in poorer countries; as well as about food consumption pattern of children
with IBD. Thus, the present study was done with the objective of analyzing the fecal
microbiota by quantifying pathobiont or commensal bacteria and evaluating the frequency of
consumption of food groups considered as risky or protecting for intestinal health of children
with and without IBD. A case series study was performed on children and teenagers
diagnosed with IBD (cases) and two groups of healthy controls, divided by the environmental
condition, into precarious and adequate environmental conditions. The research was
conducted from January to July 2017, the cases were recruited at a referral hospital for
pediatric IBD treatment, Institute of Integrated Medicine Professor Fernando Figueira (IMIP).
And for the microbiota analysis the controls were divided as to the environmental exposure in
which they lived, into adequate environmental conditions and precarious environmental
conditions, which resembled the conditions to which the cases were exposed. Fecal samples
were analyzed by real-time PCR (RT-PCR) reactions for quantification of pathogenic bacteria
(enteroinvasive and adherent-invasive Escherichia coli) and commensal bacteria
(Faecalibacterium prausnitizii and Bifidobacterium). An adaptation of two validated food
frequency questionnaires was used for children and teenagers in the state of Sdo Paulo, the
foods were divided into groups, group | was formed by foods considered as intestinal
microbiota protectors and group 11, by risky foods for the microbiota. Statistical analyzes were
performed by the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) software for Windows
version 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), significance of p <0.05. The fecal microbiota of
the cases and controls did not present statistical difference in the quantification of
enteroinvasive E. coli, adherent-invasive E. coli and Bifidobacterium. Cases and controls of
precarious environmental conditions presented a higher Faecalibacterium prausnitzii
expression than controls with adequate environmental condition, and this difference was
statistically significant (p <0.05). The two control groups presented higher food consumption
from group Il (p <0.05). When the consumption was associated with the quantification of the
bacteria, in the cases and controls that presented high food consumption from group II, there
was a lower Bifidobacterium expression (p <0.05). It is concluded that when analyzing fecal
microbiota of the study population, there were no significant differences between children and
teenagers with IBD and the controls in relation to the studied bacteria, except for the F.
prausnitizii quantification, which is higher among the cases. Furthermore, it was verified that
the controls presented greater food consumption considered of risk to the health of the
microbiota.

Keywords: Gastrointestinal Microbiota. Inflammatory Bowel Diseases. Child. Teenager.
Food consumption.
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1 APRESENTACAO

A doenca inflamatoria intestinal (DII) é uma inflamagdo cronica do intestino, com
etiologia ndo totalmente esclarecida. Sabe-se que existe um componente genético e uma
resposta imune desregulada a antigenos presentes na luz intestinal, incluindo a microbiota
intestinal (FADERL et al., 2015).

A composi¢do da microbiota intestinal de cada individuo pode ser influenciada por
fatores genéticos (KAISTHA; LEVINE, 2014) e ambientais (GRZESKOWIAK et al., 2012;
BHUTE et al., 2016; YATSUNENKO et al., 2012;). Dentre os fatores ambientais, destaca-se
0os habitos alimentares, que vém sofrendo mudancas associadas a vida moderna,
caracterizando-se pelo maior consumo de alimentos gordurosos e menor ingestdo de fibra,
dieta dita do tipo “ocidental”. Estudos sugerem que tais mudangas sdo capazes de modificar a
composicdo da microbiota (DAVID et al., 2014; HOU; ABRAHAM; EL-SERAG, 2011)
favorecendo o crescimento de bactérias com possivel efeito patogénico (GRZESKOWIAK et
al., 2012; HOLMES et al., 2012) e levando a uma inflamag&o intestinal (SEPULVEDA et al.,
2015; URANGA et al., 2016).

Para que o individuo desenvolva a DIl é necessario o fator genético, mas estudos
indicam que portadores de DIl apresentam alteragbes na composicdo da microbiota,
caracterizado por um aumento de bactérias patobiontes, com atividades pro-inflamatorias
(GERSEMANN; WEHKAMP; STANGE, 2012; SHA et al., 2013; SWIDSINSKI et al.,
2008a), e reducdo de bactérias comensais, com efeitos reguladores da resposta imunologica
(MIQUEL et al., 2013; SHA et al., 2013). Em condi¢des saudaveis, a composi¢do harmdnica
da microbiota gera uma resposta imune equilibrada por parte do hospedeiro, neste caso pode-
se dizer que existe uma eubiose. Ja na dishiose ocorre um desequilibrio em sua composicéo,
capaz de quebrar a regulacdo do sistema imune intestinal, (MACPHERSON; HARRIS, 2004)
e favorecer doencas intestinais como DIl (KOVATCHEVA-DATCHARY et al.,, 2009;
THOMPSON-CHAGOYAN; MALDONADO; GIL, 2007). Embora a composicdo da
microbiota de individuos com DIl venha sendo estudada em paises desenvolvidos, pouco se
sabe sobre a mesma em paises em desenvolvimento.

Em vista da importancia dos aspectos destacados e das lacunas no conhecimento, o
presente estudo foi realizado objetivando avaliar a quantidade de bactérias patobiontes e
comensais, e a frequéncia de consumo de grupos alimentares considerados de protecdo e de

risco para a satde da microbiota intestinal em criangas e adolescentes com DI, residentes no
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nordeste do Brasil. Como objetivo secundério esta pesquisa pretendeu analisar o estado
nutricional das criangas e adolescentes com DI|I.
A seguir serdo apresentadas as sec¢Oes de revisdo da literatura, métodos, resultados,

discussdo, conclusdo e as considerages finais.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 INTRODUCAO

A DII é resultado de uma interacdo entre fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais,
que levam a uma inflamacdo cronica do intestino (SCHWIERTZ et al., 2010). No trato
gastrointestinal (TGI) ocorrem interacfes complexas entre as diferentes células da mucosa
intestinal, particulas alimentares e a microbiota comensal, que seriam as bactérias que vivem
no intestino humano (CLEMENTE et al., 2012; LOPETUSO et al., 2014; MANDAL; SAHA,
DAS, 2015). Em condig¢Ges normais, esta microbiota comensal exerce importantes fungdes,
estimula o sistema imune local e sistémico, atua como uma barreira de protecéo, impedindo a
colonizacdo de agentes com possivel acdo patogénica, além de desempenhar funcGes
metabdlicas importantes (LOPETUSO et al., 2014; LOZUPONE et al., 2012; PENDERS et
al., 2006). Entretanto, na DIl ha uma desregulacdo do sistema imune do intestino, havendo
uma hiperresponsividade as particulas luminais e bactérias comensais, 0 que pode levar a uma
alteracdo destas funges intestinais (KO; AUYEUNG, 2014).

Estudos destacam que a disbiose (desequilibrio na composicdo da microbiota) pode
ativar ou agravar o estado da doenca, demonstrando que pacientes com DIl possuem uma
microbiota intestinal com perfil mais pré-inflamatorio (bactérias que estimulam a atividade
inflamatdria do sistema imune intestinal), com maiores quantidades de bactérias do género
Enterobacteriaceae, principalmente de E. coli (SCHWIERTZ et al., 2010; PINHO, 2008). No
entanto, ainda ndo esta claro se essas mudancas sdo causadoras da doenca ou se Sao
consequéncias das respostas inflamatorias e da destruicdo do tecido, que acabam
transformando o ambiente intestinal (SCHWIERTZ et al., 2010).

Além da DII, outros fatores podem influenciar a microbiota intestinal, tais como:
caracteristicas genéticas dos individuos, idade, habitos alimentares, localizacdo geografica,
entre outros (BHUTE et al., 2016). Dentre estes, destaca-se o consumo alimentar, devido as
mudancas que vém ocorrendo no tipo de dieta consumida, como um maior consumo de
proteina e gordura animal e uma menor ingestdo de fibras.

Nesta revisdo serdo abordados aspectos da DIl na infancia e adolescéncia e sua relacéo
com a microbiota, fatores influenciadores da disbiose na DIl e a alimentacdo e sua possivel

relacdo com a disbiose.
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2.2 DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL NA INFANCIA E SUA RELACAO COM
A MICROBIOTA

Os principais fenotipos da DIl s&o a doenca de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa
(RCU). A DC caracteriza-se por ser uma inflamagéo transmural, granulomatosa e cicatrizante,
que pode afetar qualquer parte do TGI, desde a boca até o anus, podendo ocorrer de forma
descontinua (BRADLEY; HINOJOSA, 2012; COSKUN, 2014; KO; AUYEUNG, 2014). A
RCU se restringe as camadas da mucosa e submucosa do intestino grosso, iniciando no reto e
progredindo de forma proximal em um padrdo continuo, comprometendo parte ou todo o
cblon (COSKUN, 2014; KO; AUYEUNG, 2014).

A DIl alterna entre periodos de atividade clinica e remissdo. Durante os periodos de
atividade clinica sdo observados sintomas, sendo a diarreia e a dor abdominal os mais
frequentes (COSKUN, 2014; KO; AUYEUNG, 2014). Os pacientes com DC apresentam,
com maior frequéncia que os com RCU, comprometimento nutricional devido ao
acometimento do intestino delgado, 6rgéo responsavel pela absorcdo intestinal (MONSTAD
et al., 2014).

A maioria das criangas com DII é diagnosticada entre 11 e 16 anos de idade, mas 0s
relatos de criangas diagnosticadas com idade inferior a 10 anos parecem estar aumentando
(ADAMIAK et al., 2013 BENCHIMOL et al., 2014; FADDA et al., 2012; GOWER-
ROUSSEAU et al., 2013).

Na DIl ocorre uma resposta imune exacerbada a componentes antigénicos presentes na
luz intestinal, sendo eles a propria microbiota intestinal e particulas alimentares, em um
hospedeiro geneticamente suscetivel (AUYEUNG, 2014; COSKUN, 2014; FADERL et al.,
2015; KO et al. 2014).

O sistema imunitario constitui o principal mediador da patogénese da DIl e da sua
evolucdo clinica (KAISTHA; LEVINE, 2014). Nesta doenca had uma desregulacdo da
tolerancia a microbiota intestinal, existindo uma resposta exageradas das células T, que levam
a uma hiperresponsividade. A ativacdo de populacGes de células imunitarias locais €
acompanhada, entdo, pela producdo de uma grande variedade de mediadores inespecificos de
inflamacédo, havendo uma falha da regulacdo negativa da resposta imune (KO; AUYEUNG,
2014).

As bactérias desempenham um papel importante no surgimento e na atividade da DI
(PINHO, 2008). A microbiota intestinal em desenvolvimento, no inicio da vida, interage com

0 hospedeiro, resultando em um equilibrio entre microbiota e o sistema imune da mucosa. O
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sistema imune da mucosa intestinal tem o desafio de discriminar 0s microrganismos entre
patogénicos e comensais, e ser capaz de estimular a imunidade protetora sem gerar resposta
inflamatoria excessiva que possa danificar a integridade da mucosa gastrointestinal (GUPTA;
GARG, 2009).

Sugere-se que na DIl ocorre uma disbiose, caracterizada por uma diminui¢do de
espécies com potencial comensal, que teriam funcdes benéficas ao intestino, sendo capazes de
produzir metabdlitos, como &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) os quais sdo a principal
fonte de energia dos enterdcitos. Estes individuos podem ter ainda aumento de bactérias
patobiontes, que poderiam trazer maleficios a satde intestinal, devido a maior producdo de
substancias pré-inflamatdrias durante seu metabolismo (GERSEMANN; WEHKAMP;
STANGE, 2012).

Estudos em adultos demonstraram que a microbiota de individuos com DIl,
especialmente naqueles com a forma ativa da doenca, apresentava menores quantidades de
bactérias comensais, como Bifidobacterium (SHA et al., 2013; SWIDSINSKI et al, 2008a) e
Faecalibacterium prausnitizii (F. prausnitizii) (MIQUEL et al., 2013; SHA et al., 2013) e
quantidades elevadas de bactérias patobiontes, como a Escherichia coli (E. coli) (HOLD et
al., 2014).

Na populacdo pediatrica, os estudos ainda sdo escassos. Em estudo realizado na
Alemanha, com 69 criancas e adolescentes portadores de DIl com idade de 1 a 20 anos,
Schwiertz et al. (2010) demonstraram que pacientes com RCU em atividade e DC em fase de
atividade e remissdo apresentaram uma menor contagem de Bifidobacterium. Este estudo ndo
encontrou diferencas significativas em pacientes com RCU em remissdo. Mas nos portadores
de DC houve uma maior contagem de Bacteroides e reducdo do filo Firmicutes,
especificamente da classe Clostridium e da espécie F. prausnitizii (SCHWIERTZ et al.,
2010).

Outra pesquisa realizada na Australia com criangas com DC e média de idade de 11,6
anos (x 2,5) detectou que houve uma reducdo das espécies Roseburia faecis e Coprococcus
eutactus e um aumento das Fusobacterium equinum, Fusobacterium canifelinum,
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum e Escherichia coli, Escherichia
fergusonii, e Escherichia albertii. (KAAKOUSH et al., 2012)

Nos Estados Unidos da América, um estudo comparou bidpsias do ileo terminal e do
reto de 447 criancas e adolescentes (<17 anos) com DC recém-diagnosticados com a de 221
individuos sem condigdes inflamatorias do TGI, e demonstrou maior abundancia em bactérias

das familias Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Veillonellaceae e Fusobacteriaceae, e
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diminuicdo da quantidade de Erysipelotrichales, Bacteroidales e Clostridiales (GEVERS et
al., 2014).

Diversos estudos demonstram baixo nivel de F. prausnitzii na mucosa ileal de
pacientes com DC e RCU (MONDOT et al., 2011; QUEVRAIN et al., 2015; SCHWIERTZ et
al., 2010), (WATTERLOT et al., 2008). Autores detectaram que o baixo nivel desta espécie
nas fezes era preditivo de recidiva em pacientes com DC em remissdo (QUEVRAIN et al.,
2015). A espécie F. prausnitzii é capaz de produzir uma proteina Unica e original, chamada
molécula anti-inflamatéria microbiana (MAM), que esta envolvida no efeito anti-inflamatorio
(QUEVRAIN et al., 2015). Um estudo de metanalise encontrou que a contagem fecal de F.
prausnitzii em pacientes com DIl foi menor do que em controles saudaveis (QUEVRAIN et
al., 2015).

Foram propostas teorias para este possivel efeito protetor de F. prausnitzii contra a DIl
(CAO; SHEN; RAN, 2014). Além da producdo da MAM, a F. prausnitzii tem como produto
de sua fermentacao o butirato, que desempenha um papel importante na fisiologia intestinal:
protecdo contra invasdo de patdogenos e modulacdo do sistema imunoldgico
(MACFARLANE; MACFARLANE, 2011). Adicionalmente, o butirato pode inibir a resposta
inflamatdria através da inibicdo da atividade da histona desacetilase, resultando na supressédo
da actividade de NF-kB e hiperacetilagdo das histonas (BORRUEL et al., 2013). Além disso,
a F. prausnitzii pode induzir quantidades relativamente baixas de IL-12 e grandes quantidades
de IL-10 e celulas T regulatorias (Tregs), podendo minimizar a progressao da inflamacéo
(HIMMEL et al., 2012).

Outra caracteristica de dishiose que vem sendo amplamente discutida na literatura é o
aumento de patobiontes, especialmente a E. coli. Esta é uma espécie predominantemente
anaerébica gram-negativa da microbiota intestinal normal, na qual desempenha papel
importante na promocdo da estabilidade microbiana luminal e na manutencdo da homeostase
intestinal normal. As cepas de E. coli comensais raramente causam doenca, exceto em
hospedeiros imunocomprometidos ou quando as barreiras gastrointestinais normais sdo
violadas (DARFEUILLE-MICHAUD; COLOMBEL, 2008).

No entanto, algumas cepas de E. coli adquiriram fatores de viruléncia especificos, que
aumentam as habilidades das bactérias para se adaptarem a novos nichos e causar um amplo
espectro de doencas. Entre as cepas de E. coli causadoras de doenca intestinal em humanos,
existem pelo menos seis classes ou patétipos bem caracterizados: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxinogénica (ETEC), E. coli

enteroagrativa (EAEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli aderente-invasiva (AIEC)



19

(DARFEUILLE-MICHAUD; COLOMBEL, 2008). Sendo estas duas ultimas associadas a
DI, principalmente a DC (LOPEZ-SILES et al., 2014; REHMAN et al., 2010)

Estudos de base molecular e baseados em cultura apoiam a hip6tese de que E. coli é
um fator microbioldgico implicado na DC, mas existe alguma controvérsia em relacdo ao seu
papel na RCU (LOPEZ-SILES et al., 2014; REHMAN et al., 2010; WILLING et al., 2009).
Pesquisas baseadas na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) indicaram que a E. coli é
aumentada em pacientes com DC quando comparados a individuos saudaveis (LOPEZ-SILES
et al., 2014; MARTINEZ-MEDINA et al., 2009). Sendo este aumento de E. coli mais
observado em pacientes com a doenca ativa do que em remissao (LOPEZ-SILES et al., 2014;
SCHWIERTZ et al., 2010).

A AIEC e EIEC sdo consideradas patobiontes, pois apesar de serem mais encontradas
em pacientes com DC, individuos saudaveis também possuem estas cepas em sua mucosa
intestinal. Mas em individuos saudaveis estas cepas ndo tém capacidade de atravessar a
barreira de mucosa (DARFEUILLE-MICHAUD et al., 2004; DOGAN et al., 2013; HORNEF
et al., 2015; MARTINEZ-MEDINA et al., 2009).

Pacientes com DIl tém condicdes intestinais que facilitam o crescimento e a invasao
da AIEC, como imunidade da mucosa alterada e disfuncdo da barreira intestinal, causadas
pela inflamacdo (ELLINGHAUS et al., 2012; ELLIOTT et al., 2013; RASO et al., 2011). Esta
cepa possui a capacidade de aderir e invadir as células epiteliais intestinais, bem como de se
replicar dentro de macrofagos, apresentando alta variabilidade genética, sendo estes genomas
capazes de matar bactérias adjacentes ou agir sobre as células do hospedeiro, facilitando a sua
sobrevivéncia intracelular (NASH et al., 2010; MIGUEL et al., 2010; ZHANG; LI, 2014).

Na ultima década, estudos laboratoriais vém demonstrando uma maior abundancia de
AIEC em pacientes com DC em relacdo a individuos saudaveis (BAUMGART et al., 2007;
DOGAN et al., 2013; MARTINEZ-MEDINA et al., 2009; SASAKI et al., 2007). O primeiro
estudo foi conduzido por Darfeuille-Michaud et al. (2004) demonstrando que 22% dos
pacientes com DC ileal abrigavam cepas de AIEC em lesBes cronicas do ileo e com
frequéncia semelhante em mucosa saudavel. No entanto, as bactérias AIEC foram mais
provaveis de serem encontradas nas lesdes ileais em pacientes apds ileostomia (36,4%). Ja
Baumgart et al (2007) encontaram uma prevaléncia maior de cepas de AIEC na DC,
independente se era ileal ou ndo. Outros estudos que analisaram a mucosa ileal de pacientes
com DC também demonstraram maiores expressdes de AIEC em pacientes com DC do que
em controles saudaveis (KOTLOWSKI, R.; BERNSTEIN; SEPEHRI et al., 2011; PROROK-
HAMON et al., 2014). Em estudo com 616 criangas (2 a 16 anos) portadoras de DC ativa a
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partir de bidpsia intestinal demonstrou-se que o0s pacientes com DC possuiam maior
abundancia de AIEC do que controles saudaveis (CONTE et al., 2014).

Na RCU trabalhos sdo controversos, alguns relatam que ndo ha diferenca na
abundancia de AIEC (LOPEZ-SILES et al., 2014; MARTINEZ-MEDINA et al., 2009;
WILLING et al., 2009), mas outros demonstram que esta bactéria pode ter papel putativo na
RCU, estando aumentada em pacientes com RCU de maior gravidade e em atividade da
doenca (PILARCZYK-ZUREK et al., 2013; SHA et al., 2013).

Outro tipo de E. coli que vem sendo associado a DC é a E. coli enteroinvasiva (EIEC),
esta apresenta mecanismos semelhantes ao da AIEC para invadir as células intestinais, mas
possui genes de viruléncia diferentes da AIEC (SANTOS et al., 2015). Sendo esta encontrada
em maiores quantidades em pacientes com DC (LOPEZ-SILES et al., 2014; KOTLOWSKI,
R.; BERNSTEIN; SEPEHRI et al., 2011; MARTINEZ-MEDINA et al., 2009). A tabela 1
mostra os estudos sobre a microbiota realizados em pacientes com DI|I.

Devido a importancia da microbiota intestinal no estado de saude-doenga do
hospedeiro, varios estudos procuram estabelecer os fatores que influenciariam a composicédo

desta de forma benéfica ou maléfica.
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Tabela 1. Resumo de estudos sobre a microbiota intestinal em adultos e criangas com DII.
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2.3 FATORES QUE INFLUENCIAM NA COMPOSICAO DA MICROBIOTA

Existem fatores que interferem desde o inicio da vida na composi¢cdo da microbiota
intestinal. Mudancgas na populagdo bacteriana intestinal ocorrem ao longo do tempo, e
dependem de varios fatores, destacando-se a genética, a dieta consumida regularmente, uso de
antibidticos e a contaminacdo ambiental (KASHTANOVA et al., 2016; YATSUNENKO et
al., 2012). Estudos mostram que gémeos monozigéticos possuem semelhancas na composicdo
da microbiota (KAISTHA; LEVINE, 2014), assim como gémeos dizigdticos e mesmo maes e
filhos (YATSUNENKO et al., 2012).

Ao longo dos anos, a microbiota intestinal sofre alteracfes, as mudangas mais bruscas
da microbiota ocorrem no inicio da vida, atingindo uma estabilidade nos dois primeiros anos
de idade (KOENIG et al., 2010; PALMER et al., 2007; YATSUNENKO et al., 2012). A
microbiota nos dois primeiros anos de vida é relativamente instavel, ocorrendo uma maior
variacdo de comunidades microbianas (LOZUPONE et al., 2012). Estudo evidenciou uma
menor quantidade de Bifidobacterias e uma maior diversidade bacteriana com o aumento da
idade (YATSUNENKO et al., 2012). Estudos demonstram que crian¢as com DIl apresentam
alteracdes da composicdo da microbiota desde uma idade jovem, principalmente em pacientes
com DC (SCHWIERTZ et al., 2010).

Outro fator que pode influenciar a composicdo da microbiota intestinal € o uso de
antibioticos. Embora os antibioticos tenham o intuito de combater patdgenos bacterianos,
muitas vezes também atacam a microbiota humana comensal, permitindo a propagacao de
patdgenos e membros oportunistas da comunidade bacteriana (GORKIEWICZ, 2009). O
tratamento com antibioticos pode reduzir a diversidade e desregular o sistema imune do
hospedeiro, com uma diminuicdo da resisténcia a colonizacdo por patégenos (JERNBERG et
al., 2010; VOGT; PENA-DIAZ; FINLAY, 2015).

Pessoas tratadas com antibidticos tém mais chances de desenvolver infeccdo por
Clostridium dificille, e os pacientes com DIl apresentam risco ainda maior, devido a
inflamacdo que modifica a mucosa intestinal (HASHASH; BINION, 2014; NITZAN et al.,
2013). Os antibidticos podem, ainda, induzir a DI, alterando a microbiota intestinal, através
de um efeito de rebote nas bactérias intestinais ap0s cessacdo terapéutica (NITZAN et al.,
2016). Como demonstrado em um estudo com 20 individuos portadores de DII, que encontrou
um aumento nas concentracfes de bactérias patobiontes da mucosa uma semana apds a
cessacdo da terapia com antibioticos (SWIDSINSKI et al., 2008b).
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O saneamento, higiene e o clima também podem interferir na composicdo da
microbiota (GRZESKOWIAK et al., 2012). Em paises onde o saneamento é ineficaz e
escasso, as criancas de até dois anos de idade sdo colonizadas por potenciais agentes
patogénicos, o mais frequentemente identificado em todos os locais foi Escherichia coli
enteroagregativa, seguida de Campylobacter e E. coli enterotoxigénica (ADLERBERTH,
2009; LANG; MAL-ED, 2015).

Dentre os fatores ambientais que podem alterar a composicdo da microbiota, ha
também os habitos alimentares, que além de terem capacidade de modular a microbiota
intestinal podem ter papel na atividade da DIl (KAISTHA; LEVINE, 2014). Esse fator sera

discutido mais profundamente no préximo topico.

2.4 ALIMENTACAO E SUA RELACAO COM A DIl E COM MICROBIOTA

Evidéncias crescentes demonstram que os habitos alimentares a longo e a curto prazo
modificam significativamente a comunidade microbiana e as fungbes do hospedeiro,
influenciando assim o metabolismo do hospedeiro e o risco de desenvolvimento da doencas
(HOLMES et al.,, 2012). Dependendo do residuo que chega ao cdélon, serdo gerados
subprodutos que terdo diferentes acbGes sobre componentes da microbiota (HOOPER;
MACPHERSON, 2010).

Mudancas na dieta tém provavelmente contribuido para este aumento da prevaléncia
da DIl (KAISTHA; LEVINE, 2014). Acredita-se que este aumento vem ocorrendo devido a
propagacdo da dieta “ocidental”, caracterizada por um elevado consumo de acuUcar refinado,
carne e gordura animal e baixa ingestdo de fiora (ANANTHAKRISHNAN et al., 2014; HOU;
ABRAHAM; EL-SERAG, 2011). Supde-se que este novo padrdo alimentar seja capaz de
alterar a composicdo e atividade metabdlica da microbiota intestinal (DAVID et al., 2014;
HOU; ABRAHAM; EL-SERAG, 2011).

Né&o se sabe, ainda, como ocorre a relagdo do nutriente com a DI, se essa relacao seria
direta, com as células imunes, ou de forma indireta, através dos metabdlitos gerados pela
microbiota. Determinados componentes alimentares sdo destacados na literatura como
capazes de influenciar a formacdo da microbiota intestinal e sua relacdo com a DII, sendo
destacados os carboidratos, as proteinas, as gorduras e os aditivos alimentares.

Os carboidratos que chegam ao intestino grosso sdao o amido resistente (AR) e

polissacarideos ndo digeriveis. Estes apresentam-se amplamente distribuidos em varias
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espécies vegetais, sendo encontrados em grdos de cereais, raizes e tubérculos, arroz, trigo e
frutos (RAMSAY et al., 2006; ZE et al., 2012).

Estes tipos de carboidratos demonstram resisténcia a digestdo no intestino delgado
humano, passando de forma praticamente intacta para o cdlon, onde aumentam a viscosidade
e 0 volume da matéria fecal (LATTIMER; HAUB, 2010). A microbiota converte estes
componentes alimentares ndo digeriveis, em acidos graxos de cadeia curta (AGCC), que
favorecem o crescimento das células intestinais, geram energia e auxiliam no
desenvolvimento imunolégico saudavel (CHU; AAGAARD, 2016).

Os AGCC fornecem até 85% das necessidades energéticas das células epiteliais do
cblon (CULTRONE et al., 2015) e parecem estimular a criacdo de células Treg, que sdo
importantes no estabelecimento e manutencdo da tolerdncia imunolégica (CLEMENTS;
CARDING, 2016). Estes sdo capazes, ainda, de inibir o crescimento de bactérias Gram-
negativas, incluindo Enterobacteriaceae, como a E. coli (DUNCAN et al., 2009). Os AGCC
diminuem o pH do cdlon, aumentam a atividade motora e alteram a permeabilidade intestinal,
diminuindo a inflamacdo em pacientes com DIl (FUNG et al., 2012; KASHTANOVA et al.,
2016).

Estudo mostrou a associacdo negativa entre a ingestdo de fibra, frutas e vegetais e o
risco de desenvolver RCU e DC (JAKOBSEN et al., 2013). Isto pode ser explicado por esta
maior producdo de AGCC que estdo envolvidos na manutencdo da homeostase do colon. Por
conseguinte, uma dieta pobre em fibra e em AGCC pode causar uma ruptura da homeostase
entre bactérias e colondcitos, conduzindo a inflamacéo intestinal (GALVEZ et al., 2005).

Outro tipo de carboidrato que pode ter influéncia na inflamagdo seriam os refinados.
Estudos demonstraram que o maior consumo de carboidratos refinados, bebidas acucaradas,
refrigerantes, sobremesas comerciais, aclcares adicionados (refinados), chocolate e/ou doces
podem estar positivamente associados com o desenvolvimento de RCU e DC (JAKOBSEN et
al., 2013; OCTORATOU et al., 2012; SPEHLMANN et al., 2012). Jakobsen et al. (2013)
encontraram que o consumo de refrigerantes mais de quatro vezes por semana na infancia
aumentou o risco para inicio de RCU e DC.

No que concerne ao papel das proteinas na dieta, estas fazem parte de uma dieta
saudavel, uma vez que alguns aminoacidos ndo sdo produzidos no organismo humano, devem
ser obtidos a partir da alimentacdo. Porém, o consumo impréprio de proteina pode resultar em
diferentes perturbacdes (KASHTANOVA et al., 2016).

A digestdo da proteina ira produzir diferentes compostos, principalmente acidos

graxos de cadeia ramificada - AGCR (isobutirato, isovalerato e 2-metilbutirato), compostos de
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fenol, aminas, sulfetos e aménia (CLEMENTS; CARDING, 2016). Alguns destes metabolitos
podem ter efeitos prejudiciais sobre a salde, sendo capazes de promover a inflamacdo do
colon e a disbiose (CULTRONE et al., 2015). O estudo de Grzeskowiak et al (2012)
demonstrou que individuos com uma alimentacdo predominantemente formada por proteinas
e gordura animal apresentam uma menor representatividade de Bifidobacterias

Outros autores associaram, ainda, uma dieta rica em proteina total e uma dieta rica em
proteina animal ao maior risco de desenvolver RCU e DC (JANTCHOU et al., 2010). Ao
avaliar o consumo de carne bovina, estudos associaram a elevada ingestdo desta com maior
risco para desenvolver a DC pediatrica (D’SOUZA et al., 2008; JAKOBSEN et al., 2013). A
proteina bovina na dieta reduziu Bifidobacterium (MILLS et al., 2008). A proteina animal ao
chegar no intestino vai ser fermentada a produtos pro-inflamatorios, 0 que nos pacientes com
DIl pode precipitar atividade da doenca (JOWSET et al., 2004).

Por outro lado, sugere-se que proteinas vegetais, encontradas em algumas sementes
(como chia, quinoa, grdo de bico, entre outros) melhoram o equilibrio da microbiota
intestinal, aumentam o crescimento de Lactobacilos e Bifidobactérias e os niveis de AGCC
(DOMINIKA et al., 2011).

Outro macronutriente que vem sendo avaliado por causar modifica¢cdes na microbiota
intestinal sdo as gorduras. As gorduras alimentares sdo absorvidas, principalmente, no
intestino delgado, mas 7% é excretada juntamente com as fezes (GABERT et al., 2011). Os
acidos graxos que atingem o colon sdo, normalmente, originados de acidos graxos
poliinsaturados (AGPIs), que sdo metabolizados pela microbiota para produzir isdmeros de
acido linoleico conjugado (ALC).

As dietas ricas em gordura sdo associadas a altos niveis de Bacteroidetes e
Actinobacterias, a reducdo de AGCC e a concentracdes baixas de Bifidobacterium
(BRINKWORTH et al., 2009), Firmicutes e Proteobacterias (WU et al., 2011). Estas dietas
podem resultar, ainda, em elevados niveis de lipopolissacarideos, endotoxemia e inflamacéo
de baixo grau (CANI et al., 2007). As dietas ricas em gordura podem influenciar a microbiota
indiretamente pela estimulacdo da producdo de acidos biliares. Alguns acidos biliares ao
atingir o célon séo desidroxilados pela microbiota a &cidos biliares secundarios (OU et al.,
2012).

Dentre estes &cidos biliares secundarios, destaca-se o &cido desoxicélico (DCA).
Niveis elevados de DCA podem contribuir para os distlrbios microbianos, ja que este acido
biliar pode inibir o crescimento de membros dos filos Bacteroidetes e Firmicutes (SCHOCH
et al., 2012), conhecidas por gerar o butirato (SIMPSON; CAMPBELL, 2015).
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Outro tipo de gordura, que vem sendo cada vez mais consumida, sdo 0s &cidos graxos
trans (AGT). Estes sdo isbmeros estéaricos dos acidos graxos insaturados cis (OKADA et al.,
2013). Os AGT sao gerados durante o processo de 6leos vegetais hidrogenados, que tém sido
um dos principais contribuintes para a ingestdo de AGT produzidos industrialmente. A dieta
moderna consiste principalmente de produtos de padaria (por exemplo, bolos, biscoitos,
tortas), alimentos fritos e congelados (por exemplo, batatas fritas, frango a milanesa e peixes),
e snacks embalados (por exemplo, pipoca de micro-ondas), contendo uma quantidade elevada
de AGT (MOZAFFARIAN et al.,, 2006). Estes &cidos contribuem para a inflamacdo do
intestino, podendo alterar o curso da DIl (OKADA et al., 2013).

Além destes nutrientes, alguns compostos produzidos pelas industrias alimentares
também sdo capazes de alterar a microbiota intestinal. Estudos recentes indicam que Vvarios
aditivos alimentares, tais como maltodextrina (MDX), agentes emulsificantes ou agentes
espessantes, tais como carboximetil celulose (CMC), a carragenina e goma xantana, podem
ter efeitos prejudiciais sobre a homeostase intestinal (RUEMMELE, 2016).

A MDX é um polimero de glicose que contém entre 3-20 unidades de glicose. O
comprimento destes polimeros é definido por equivalente de dextrose, com cadeias mais
longas com mais baixos valores de dextrose. A MDX é reconhecida como seguro pela Food
and Drug Administration (FDA) e 0 seu consumo na auséncia de outros fatores de risco,
provavelmente, ndo € suficiente para causar doencas intestinais (NICKERSON;
MCDONALD, 2012). No entanto, relatos demonstram que o consumo de MDX ou outros
aditivos de polissacaridos em certas circunstancias podem resultar em doencas intestinais,
como a DC (BEAL et al., 2012; SWIDSINSKI et al., 2009; THYMANN et al., 2009).

Experiéncias in vitro com MDX revelaram que os macrofagos e as células epiteliais
apresentaram uma resposta antibacteriana deficiente quando o meio de cultura possui a MDX,
havendo um aumento da viabilidade de crescimento de bactérias patobiontes (NICKERSON
et al., 2014). Estudo detectou que a formacéo e a adesdo da estirpe E. coli foi notavelmente
aumentada em meio contendo MDX, indicando que a MDX pode levar a DC associada a
estirpe de E. coli. A MDX, independentemente do tamanho da sua cadeia, promove a
formacdo de biofilme de varias estirpes de E. coli, num processo de metabolismo dependente
MDX (NICKERSON; MCDONALD, 2012).

A MDX tem sido cada vez mais utilizada como espessante, texturizante ou agente de
revestimento, e atualmente mais de dois ter¢os dos produtos alimentares embalados contém
MDX ou "amido modificado” (RUEMMELE, 2016). Alguns produtos que contém MDX sédo

o0s adocantes ndo-caléricos (como Splenda® e Equal®), salgadinhos, cereais matinais, molhos
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para salada, suplementos de fibras, entre outros (NICKERSON; MCDONALD, 2012). Em
paralelo ao aumento da utilizacdo destes produtos, vem ocorrendo o aumento da incidéncia de
DIl (RUEMMELE, 2016).

Outros aditivos alimentares, tais como emulsificantes ou espessantes, que sdo usados
para estabilizar alimentos preparados ou para modificar/melhorar a textura e viscosidade do
produto, também foram mostrados para contribuir na disfuncdo da barreira intestinal
(RUEMMELE, 2016). O consumo destes foi associado a inflamacdo mais agressiva
(SWIDSINSKI et al., 2009). Estes emulsificantes atuam diretamente sobre a barreira mucosa,
diminuindo a viscosidade do muco, facilitando a translocacdo bacteriana e, potencialmente,
conduzindo a inflamagdo (SWIDSINSKI et al., 2007). Desta forma, estudos relatam que os
emulsificantes podem aumentar a translocacdo bacteriana através da barreira (KEITA et al.,
2010).

2.5 METODOS PARA O ESTUDO DA MICROBIOTA, DO CONSUMO ALIMENTAR E
DO ESTADO NUTRICIONAL

2.5.1 Andlise laboratorial da microbiota intestinal

Existem anélises que pesquisam as bactérias presentes no limen intestinal e outras que
analisam as bactérias aderidas a mucosa. Para estudo de bactérias aderidas & mucosa utiliza-se
a biopsia intestinal, que ¢ um procedimento invasivo que retira um pequeno pedaco do
intestino para andlise. Por ser uma técnica invasiva, prefere-se a utilizacdo de métodos que
estudem as bactérias do limen intestinal.

Para se analisar a microbiota fecal do lumen era utilizado usualmente métodos de
cultura (HAYASHI et al., 2003). No entanto, esta abordagem limita a deteccdo de organismos
aqueles que tém crescimento favorecido nas condi¢bes de cultivo de laboratério, que seriam
0S organismos aerobicos. Grande progresso ocorreu com 0 surgimento de técnicas
independentes de cultivo, baseadas em DNA na década de 80. Tendo como principio analisar
0 DNA extraido diretamente de uma amostra derivada do local de interesse (HIERGEIST et
al., 2015).

A andlise da microbiota independente de cultura tem se baseado na sequenciacdo do
gene RNA 16S ribossomal (rRNA). Tais métodos permitem a identificacdo de bactérias
presentes na amostra fecal a partir de seu material genético, independentemente de serem ou
ndo cultivaveis (TANNOCK, 2005). Em bactérias, as trés moléculas de rRNA sdo

geneticamente organizadas nos ribossomos como um dnico precursor de rRNA 30S, que é
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subsequentemente clivado pela RNAase Il em subunidades de rRNA 16S, 23S e 5S
(SCHLESSINGER et al., 1974).

A organizacdo alternada com sequéncias altamente conservadas e hipervaridveis do
gene 16S rRNA oferece a vantagem de empregar iniciadores universais de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), que correspondem a secdes constantes, a fim de produzir produtos de
amplificacdo que abrangem regides discriminativas. Estas regides revelam uma variabilidade
interespécies e podem ser alinhadas com as sequéncias conhecidas no banco de dados de
referéncia para controlar a ecologia e evolugdo microbiana (YARZA et al., 2014).

A amplificacdo do 16S rRNA tem algumas vantagens claras em compara¢do com 0s
métodos dependentes de cultura, em razdo de sua capacidade de fornecer informac6es diretas
e em profundidade na composicdo da microbiota em uma cultura de forma independente
(HIERGEIST et al., 2015).

A técnica de real time PCR tem sido utilizada para a quantificacdo de diferentes
grupos filogenéticos com a utilizagdo de iniciadores e sondas grupo-especificos. A
metodologia apresenta grande sensibilidade, pois pode identificar a presenca de
microrganismos pré-definidos em quantidades inferiores as necessarias nas outras
metodologias convencionais (ZOETENDAL; RAJILIC-STOJANOVIC; DE VOS, 2008).
Este método possui a vantagem de apresentar um baixo custo, quando comparado a outras
técnicas moleculares, permitindo identificar e quantificar grupos bacterianos presentes tanto
nas fezes como nos tecidos intestinais. No entanto, como sO consegue identificar sequéncias
especificas, requer um conhecimento prévio das sequéncias (TANNOCK, 2005;
ZOETENDAL et al., 2004). Para analise mais especifica, como a da AIEC, a sequéncia a ser
estudada é de genes de viruléncia. Estudos demonstram que estas cepas apresentam diferentes
genomas, gque seriam capazes de detectar a presenca e a capacidade de adesdo e invasividade,
alguns destes genes sdo o fliC e o fimH (DARFEUILLE-MICHAUD, 2002; PAMELA et al.,
2017).

2.5.2 Métodos para avaliacdo de consumo alimentar

Para a realizacdo de uma avaliacdo do consumo alimentar adequada, a escolha do
método de inquérito dietético deve estar em conformidade com o objetivo da investigacdo, se
este serd da dieta total, de alimentos ou grupos de alimentos, dos padrdes e propriedades da
dieta e do tipo de nutriente, e, ainda, com as caracteristicas da populacdo estudada.

Ressaltando que ndo existe um método de avaliagdo do consumo alimentar que seja
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considerado perfeito, uma vez que este depende da meméria do individuo investigado e da
veracidade de suas respostas (KANIMURA et al. in: CUPPARI, 2007).

Os métodos de investigacdo dietética podem ser classificados em retrospectivos e
prospectivos, sendo que a combinagdo de ambos também pode ser utilizada. O Recordat6rio
de 24 horas (R24h), o Questionario de Frequéncia Alimentar (QFA), que pode ser qualitativo,
semiquantitativo ou quantitativo, e a Histdria Dietética sdo métodos retrospectivos. J& para
avaliacdo prospectiva podem ser utilizados a Pesagem Direta, 0os Registros Alimentares
(estimado ou pesado), Telefnico, Fotografico ou em Videoteipe, os Registros Eletrénicos,
além da Analise de Duplicatas de Por¢des e da Observacdo direta por registro de video ou
Observacdo Direta por observadores treinados (KANIMURA et al. in: CUPPARI, 2007).

Para escolha do método é preciso critério, se faz necessario ter atencdo a populacao
que sera estudada, conhecer as vantagens e desvantagens de cada metodo e ser cauteloso no
momento da coleta das informacbes. Quando a populacdo-alvo do estudo sdo criancas é
preciso ter atencdo redobrada na escolha do metodo, uma vez que este grupo, normalmente,
necessita que outra pessoa responda por eles, principalmente na idade pré-escolar. Além
disso, as criancas ainda possuem o agravante de ter sua atencdo desviada com facilidade por
outros assuntos de interesse (FALCAO-GOMES; COELHO; SCHMITZ, 2006).

A selecdo do metodo adequado e utilizacdo de instrumentos desenhados para a
populacdo infantil sdo imprescindiveis para a obtencdo de dados confiaveis. E preciso
considerar a grande variacdo de consumo diario, que pode ocorrer em algumas faixas etarias,
a rapida mudanca de habitos alimentares e a incapacidade cognitiva da criangca em poder
relatar sua alimentacdo de forma fidedigna, sendo importante a participacdo dos pais,
responsaveis ou cuidadores. E a qualidade dos dados fornecidos por estes também pode sofrer
influéncia de outros fatores, como memoria e motivacio (FALCAO-GOMES; COELHO;
SCHMITZ, 2006).

Apesar de todas as limitacbes supracitadas, estudos sobre validacdo de métodos de
inquérito dietético demonstram que o QFA é considerado um dos melhores métodos de
investigacdo nutricional em estudos epidemioldgicos, pois suas vantagens tornam possivel sua
aplicabilidade em pesquisas de grande porte, além de possuir relativa confiabilidade (ECK;
KLESGES; KLESGES, 1996; SLATER et al., 2003).

Para realizar associacdo entre o consumo dietético com doengas cronicas, geralmente,
utilizam-se os QFA. Pois, estes permitem avaliar a ingestdo dietética sobre um extenso
periodo de tempo, tais como meses e anos, baseado em uma lista de alimentos e na frequéncia

de consumo destes (CRISPIM et al., 2009). Este é, ainda, um método considerado
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relativamente rapido e de baixo custo, possibilitando a classificagdo do consumo habitual em
niveis de ingestdo (RIBEIRO et al., 2006).

Como citado no topico anterior, diversos estudos vém ligando grupos alimentares a
modificagdes na microbiota, o que poderia modificar o curso da DI, justificando a crescente
preocupacgdo com o conhecimento do padréo de consumo alimentar de criangas e adolescentes

portadores de DII.
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3 METODOS

3.1 LOCAL E PERIODO

O estudo foi realizado no periodo de janeiro a julho de 2017, no Servico de
Gastroenterologia Pediatrica do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira —
IMIP, onde foram coletados os casos. O grupo controle foi composto por criangas e
adolescentes da populacdo geral, de bairros de classe média do Recife e em uma entidade
beneficente, Lar Fabiano de Cristo.

O IMIP ¢é um hospital filantropico de assisténcia e ensino, seu ambulatério de
Gastroenterologia Pediatrica assiste criancas e adolescentes portadoras de DIl, e é referéncia
no estado de Pernambuco para essa doenca. Os pacientes portadores de DIl tém consultas com
frequéncias mensais ou trimensais, para avaliacdo clinica e laboratorial, assim como para
atualizacdo de laudos e prescri¢fes para o recebimento de medicamentos, na sua maior parte
fornecidos pela Secretaria de Satde do Estado.

O Lar Fabiano de Cristo é uma instituicdo filantropica que recebe criangas e
adolescentes com vulnerabilidades de condicdes sociais e econdmicas, desenvolvendo
atividades socioassistenciais e socioeducativas com vista a promoc¢do integral de saude e
educacdo dos individuos assistidos. Prestando apoio ndo somente as criangas e adolescentes,
bem como a suas familias, na tentativa de minimizar conflitos familiares.

O material fecal foi analisado pelo Laboratério de Imunopatologia Keiso Asami
(LIKA) e pelo Laboratério de Pesquisas Translacionais do IMIP, localizados na cidade do

Recife.

3.2 DESENHO DO ESTUDO

Realizado estudo de casos com grupo controle, entre um grupo de casos portadores de
DIl e dois grupos de controles saudaveis. O grupo controle foi dividido de acordo com as
condicBes ambientais as quais estavam expostos. Os controles coletados em bairros de classe
média do Recife foram classificados em adequada condicdo ambiental e os coletados no Lar
Fabiano de Cristo, em precéria condicdo ambiental. Vale ressaltar que os controles do Lar
Fabiano de Cristo estavam expostos a condi¢cbes ambientais semelhantes as dos casos, pois
ambos residiam em bairros com condi¢6es precarias de acesso a agua tratada e saneamento

basico.
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3.3 SUJEITOS DO ESTUDO

3.3.1 Critérios de incluséo

Critério de inclusdo para os casos - criancas e adolescentes com diagndstico
confirmado de doenca inflamatdria intestinal realizado pelo Servigo de Gastropediatria
do IMIP. O diagndstico de DIl foi definido conforme os Critérios de Porto revisados e
a Classificagéo de Paris (LEVINE et al, 2011, 2014).

Critério de inclusdo para os controles expostos a adequadas e precarias condices
ambientais- criancas e adolescentes, com idades semelhantes aos casos, com relato do

responsavel de auséncia de doencas do trato gastrointestinal.

3.3.2 Critérios de exclusao

Critério de exclusédo para os controles — relato de outras doengas imunoldgicas (como

alergias ou outras doencas autoimunes) ou em uso de antibiotico.

3.4 VARIAVEIS DO ESTUDO

Comensais — presenca no material fecal de bactérias do género Bifidobacterium e/ou
espécie Faecalibacterium prausnitizii

Patobiontes — presenca no material fecal das espécies Escherichia coli aderente-
invasiva (AIEC) e/ou Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC).

Condicdo ambiental — os controles foram categorizados segundo a condi¢do ambiental
a qual eram expostos em:

o Precaria condicdo ambiental (PCA) — individuos acompanhados pelo lar
Fabiano de Cristo, que residiam em bairros do Recife com dificil acesso a agua
tratada e saneamento béasico

o Adequada condigdo ambiental (ACSE) — individuos pertencentes a familias
residentes em bairros de classe média do Recife, com acesso a dgua

o Frequéncia de consumo alimentar - os alimentos foram divididos em dois
grupos, um classificado como protetor o outro como de risco para a microbiota

intestinal. O consumo foi analisado em escores e dividido em tercis, sendo
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considerado baixo consumo 1° e 2° tercil e elevado consumo, aqueles que se
enquadravam no terceiro tercil.
e Avaliagdo antropométrica:
o Baixa estatura para idade - escore-z A/l < -2
o Magreza - escore-z z P/l e ZIMC/I < -2
o Eutrofia—escoreszz P/l e ZIMC/1 > -2 e <+1
o Excesso de peso escores-z P/l e ZIMC/1 > +1.
e Percentual de massa gorda:
o Em excesso: para meninos o valor > 18% foi considerado excesso de gordura
corporal e para meninas o valor foi de > 25%.
o Sem excesso: para meninos o valor <18% foi considerado excesso de gordura

corporal e para meninas o valor foi de < 25%.

3.5 OPERACIONALIZACAO

A equipe de pesquisa foi composta pela mestranda e por duas alunas da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Pernambuco, que foram treinadas para a aplicacdo do
questionario. A equipe frequentou semanalmente o ambulatorio de DIl do Servico de
Gastroenterologia Pediatrica do IMIP. Inicialmente foi realizada uma triagem entre 0s
prontuarios disponiveis para identificacdo das criancas que se enquadravam nos critérios de
inclusdo. Quanto ao grupo controle, nos individuos recrutados em bairros de classe média do
Recife, a abordagem foi realizada no domicilio do participante, agendando o dia da visita e da
coleta da amostra; e no Lar Fabiano de Cristo, as pesquisadoras iam semanalmente para
abordar individuos que se enquadrassem nos critérios de selecdo do estudo. Em seguida, o
responsavel foi abordado e explicou-se quanto ao propdsito da pesquisa, sendo entdo
convidado a participar do estudo. Todos 0s responsaveis aceitaram participar da pesquisa e
Ihes foi solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice A).

Apos a autorizacgdo, a coleta de dados foi realizada por um dos membros da equipe de
pesquisa, procedia-se 0 preenchimento do questiondrio de pesquisa (Apéndice B) e
posteriormente foi avaliado o estado nutricional através da antropometria e, nos casos,
também foi realizada a bioimpedancia elétrica. Em seguida, foi disponibilizado para o
responsavel um frasco para coleta da amostra de fezes, sendo solicitado que 0s casos

trouxessem a amostra na préxima consulta; para os controles foi solicitado que 0s mesmos
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retornassem com a amostra na semana seguinte. As pesquisadoras mantiveram contato
telefénico com os responsaveis, a fim de ocorrer menor perda de material.

Os responsaveis foram instruidos a realizarem a coleta do material fecal da crianga,
receberam papel com instrucdes para a coleta, o pote estéril de polipropileno com solugéo
estabilizante de RNA (RNAlater-Qiagen), com tampa de rosca, e pa acoplada ao pote. Foi dito
aos mesmos que apés a coleta a amostra deveria ficar refrigerada, podendo ficar entre 2 °C e 4
°C (geladeira) durante 24h, e que para transporte até o servico a amostra deveria vir
acondicionada em bolsa térmica com gelo. Aquelas que nio possuiam condicBes para
transporte foram fornecidos os materiais (isopor). No recebimento das amostras, as mesmas
foram identificadas com caneta marcadora e transportadas no mesmo dia para o LIKA, em
caixas térmicas, onde foram centrifugadas, separadas do RNA-later e congeladas a uma
temperatura média de -80°C até o momento da analise. O tempo entre a coleta, transporte e

armazenagem estava em consonancia com as recomendagdes do fabricante do teste.

3.5.1 Métodos laboratoriais
3.5.1.1 Extracéo do DNA

Para extracdo do DNA bacteriano foi utilizado o kit 0 QlAamp DNA Stool Mini Kit
(Qiagen) de acordo com as instrucGes do fabricante. O DNA obtido foi quantificado pelo
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

A expressdo relativa do DNA bacteriano foi analisada por meio de reaces de PCR em
Tempo Real (RT-PCR), utilizando-se o sistema SYBRGreen em aparelho ABI7500 (Applied
Biosystems, Warrington, Reino Unido). Para as reacdes de PCR em Tempo Real, foram
utilizados 5 ul do reagente SYBRGreen Master Mix (Applied Biosystems - que contém
fluor6foro SYBRGreen 1; enzima polimerase AmpliTaq Gold; DNTPs com dUTP; fluoréforo
ROX, utilizado como referéncia passiva para normalizacdo dos niveis de fluorescéncia; e 0s
demais componentes de tampao, ja devidamente otimizados); 1,5 ul da solu¢do de DNA (100
ng); 3,5 ul da solugdo contendo cada primer (0,1 ug/ul - a partir de uma solugéo stock, na qual
cada primer se encontra na concentracdo de 5 ug/uL). A reacdo de amplificacdo compreende
basicamente 2 minutos a 50°C, 15 minutos a 95°C, quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1
minuto a 60°C, além de um ciclo final de vinte minutos, com temperatura crescente de 60 a
95°C, empregada para a obtencdo de uma curva de dissociacdo dos produtos da reacao,

utilizada para a analise da especificidade de amplificacdo. Previamente, as reagdes de PCR em
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Tempo Real foram otimizadas com relagdo as concentragdes ideais de cada par de primers e
temperatura de anelamento, de modo a maximizar eficiéncia e a especificidade de
amplificacdo. O sistema utilizado realiza as reagdes de amplificagdo e deteccdo, e quantifica
as amostras por meio da analise do nivel de fluorescéncia gerado pela incorporagdo de
nucleases fluorogénicas (SYBRGreen) aos produtos de amplificagdo durante o curso da
reagdo. Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold — ou ciclo
limiar), sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos no qual a amplificacdo das
amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel de fluorescéncia dos controles negativos
e a fase de amplificacdo exponencial das amostras) que permite a analise quantitativa da
expressao do fator avaliado. A quantificacdo das bactérias analisadas foi feita por grama de
fezes total usando 2°CT/g de fezes. Uma amostra negativa (agua) foi submetida a reacdo com

cada par das sequéncias dos primers utilizados. As sondas utilizadas estdo dispostas no

quadro 1.
Quadro 1. Sondas utilizadas para analise do DNA bacteriano.
Bactéria Forward Reverse Reference
E. coli AAAGCCGAAGCTGTCAG | AGGAAGGGATAATCGGGA | Pubmed- Pick
enteroinvasiva 4 AAC AG Primers
E. coli aderente- | TGCAGAACGGATAAGCC | GCAGTCACCTGCCCTCCG | -Conte et al.
invasica (FimH GTGG GTA BMC Res.
gene) 2014, 7:748
Faecalibacterium | CAGCAGCCGCGGTAAA | CTACCTCTGCACTACTCAA | Galeka, et al.,
prausnitizii GAAA 2013. Polish
Journal of
Microbiology
Bifidobacterium | GCGTGCTTAACACATGCA | CACCCGTTTCCAGGAGCT | Pubmed- Pick
AGTC ATT Primers

3.5.2 Questionario de frequéncia alimentar

Para avaliar o padrdo de consumo alimentar dos participantes foi utilizada uma

adaptacdo dos QFA, o de Colucci et al. (2004) (Anexo 1), validado para criancas até 5 anos, e
0 de Slater et al. (2003) (Anexo 2) validado para adolescentes. O QFA de Colucci et al.
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(2004) inclui perguntas relativas a frequéncia usual de consumo de 57 itens alimentares e o de
Slater, de 94 itens; ambos apresentando sete opgdes de frequéncia a saber: nunca (FC1);
menos de uma vez por més (FC2); de 1 a 3 vezes por més (FC3); 1 vez por semana (FC4); de
2 a 4 vezes por semana (FC5); 1 vez ao dia (FC6); 2 ou mais vezes ao dia (FC7).

A avaliagdo do consumo alimentar foi realizada com base na metodologia de Fornés et
al (2002), podendo ser adotada como referéncia ao consumo diério equivalente a 360 dias do
ano (consumo anual). Desse modo, para que a FC de cada alimento possa ser tratada como FC
anual, foi atribuido um peso (S) a cada categoria de FC. Foi definido como peso (S) maximo
o valor igual a 1 para a frequéncia de 2 ou mais vezes ao dia (FC6). Os demais pesos foram
obtidos de acordo com a seguinte equacdo: Sn = (1/365) x [(a+b)/2] sendo que a e b
representam o numero de dias da frequéncia. Assim, para cada individuo, foi obtido o calculo
do escore de frequéncia de consumo de alimentos correspondente a dois grupos (Grupo | e
Grupo I1).

O Grupo | foi formado por alimentos considerados de protetores da eubiose, alimentos
ricos em carboidratos complexos e fibras: macaxeira cozida, feijao, inhame, abdbora, alface,
acelga, repolho, cenoura, chuchu, beterraba, macd, pera, laranja/mexerica, mamao, meldo,
melancia, manga, uva, goiaba e abacaxi. O Grupo Il foi formado por alimentos facilitadores
da disbiose, ricos em gordura e proteina animal, aclUcar e produtos industrializados: carne
bovina cozida ou frita, batata frita, coxinha, pizza, refrigerante, acucar, achocolatado, bolo,
sorvete, biscoitos com e sem recheio, maionese, margarina/manteiga, cereal matinal, macarrédo
instantaneo, espessante, salsicha, presunto, pipoca de micro-ondas, suco artificial e molho de
tomate.

Este questionario foi aplicado em forma de entrevista com o responsavel, pela
entrevistadora responsavel pela pesquisa, em local acolhedor e reservado na instituicdo, para

estimular a disponibilizacdo das informacGes.

3.5.3 Antropometria

A avaliacdo antropométrica foi realizada com a mensuracdo dos seguintes parametros:
estatura aferida e peso. Para mensuracdo da altura aferida foi utilizado um antropdmetro
vertical, com as criancas e adolescentes descalcos e com 0s pés juntos, em posicao ereta e
olhando a frente, com bracos ao longo do corpo, além disso, o dorso, as nadegas e a cabeca

encostados no plano vertical do antropdmetro.
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O peso foi mensurado através da utilizacdo de uma balanca digital da marca Filizola,
onde a crianga estava sem sapatos e com roupas leves, em pé com os bracos. Nos controles
coletados no Lar Fabiano de Cristo ndo foi possivel aferir peso e altura por ndo haver balanga
e estadidmetro, sendo coletado dados do cartdo da crianca quando a mde possuia o dado. Os
padrdes antropométricos utilizados para comparacdo das medidas de peso e estatura foram as
curvas para avaliacdo do crescimento da crianga de zero a cinco anos e maiores de 5 anos da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2006, 2007), empregando-se o programa WHO
AnthroPlus® versao 3.2.2.

3.5.4 Bioimpedancia elétrica

A determinagdo da bioimpedancia elétrica (BIA) so foi realizada no grupo de casos,
realizada através do aparelho Maltron BF-906 (Maltron, Reino Unido), com uma frequéncia
de 50Hz em corrente alternada de quatro eletrodos. A crianga ou adolescente foi posicionada
em decubito dorsal sobre uma superficie ndo condutora (em maca), com pernas e bracos
abduzidos a 45°. A pele dos participantes foi limpa com alcool nas areas de contato com o0s
eletrodos de superficie.

Os dados obtidos foram registrados no formulario estruturado (Apéndice B). A
aplicacdo deste instrumento foi realizada pela propria pesquisadora, que passou por
treinamento prévio com uma nutricionista experiente na sua execucao.

Nesse momento as criancas estavam sendo avaliadas sem cal¢ados e com o0 minimo de
roupas, além de retirar os acessorios metalicos (como reldgios, aneis, cintos, brincos)
(HEYWARD; STOLARCZYK, 2000). Para o diagnéstico do excesso de massa gorda foram
utilizados os critérios propostos por Lohman (1987), para 0s meninos o acima de 18 foi

considerado como excesso, para as meninas, o percentual acima de 25 como excesso.

3.6 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto faz parte de um estudo denominado “Doenca inflamatoria intestinal
em criangas e adolescentes: avaliacdo de polimorfismos genéticos e microbiota intestinal em
hospital de referéncia do nordeste do Brasil”, ja aprovado pelo Comité de Etica sob o nimero
4125 e financiado pelo Edital Universal CNPQ 2014, namero do Processo: 448000/2014-8.
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Os participantes foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo e tempo necessario
para aplicagdo do questionario e procedimentos realizados. Ndo foram feitos procedimentos
invasivos, ndo oferecendo riscos aos individuos participantes.

O presente projeto estd de acordo com a resolu¢do do Conselho Nacional de Saude
(resolucdo 466/12) que estabelece as diretrizes e normas regulamentadoras em pesquisas
envolvendo Seres Humanos e sera submetido & avaliagio do Comité de Etica do IMIP, sendo
a coleta de dados somente iniciada apds a aprovacao deste.

3.7 LIMITACOES METODOLOGICAS

Os problemas metodoldgicos podem acontecer devido as conclusdes serem baseadas
em poucos casos, ndo sendo uma amostra representativa da populacao de estudo. O pequeno
tamanho amostral foi por livre demanda do Servico de Gastroenterologia Pediatrica do IMIP.

Quanto ao método de analise da microbiota, apesar de permitir a identificacdo e
quantificacdo de grupos bacterianos presentes tanto nas fezes quanto nos tecidos intestinais,
necessita que haja um conhecimento prévio das bactérias que foram analisadas, restringindo

0S grupos bacterianos estudados.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas da microbiota das amostras fecais foram realizadas pelo
software Graphpad Prism. Para determinar se as variaveis quantitativas possuem distribuicéo
normal, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Como a distribui¢do da amostra ndo foi
normal, o teste t de Wilcoxon foi utilizado para comparar as variaveis. O nivel de
significancia foi de 5% (p < 0,05).

A construcdo do banco de dados sobre a frequéncia de consumo dos alimentos foi
realizada no programa Epi-info versdo 6.04 (CDC/WHO, Atlanta, GE, USA) com dupla
entrada de informacdes e verificadas com o médulo VALIDATE, para checar a consisténcia e
validacdo das mesmas. As analises estatisticas foram realizadas no SPSS 13.0 para Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Apos o calculo dos escores de frequéncia de consumo alimentar, a associacdo entre
consumo alimentar e as variaveis explicativas foram avaliadas pelos testes “U” de Mann

Whitney (duas medianas) e Kruskal Wallis (mais de duas medianas), empregando-se o teste
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“U” de Mann Whitney a posteriori. Para significAncia estatistica das associa¢@es investigadas

também foi adotado o valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

Participaram do estudo 42 criancas e adolescentes com doenga inflamatdria intestinal,
com idade entre dois e dezessete anos, e 64 criangas e adolescentes do grupo controle. A
mediana da idade dos participantes foi de 8,8 anos (¥4,5). Verifica-se diferenca
estatisticamente significante no que se refere a idade e a regido de moradia, 45% provenientes
do interior do estado entre os casos, 7% entre os controles (p<0,05). Dentre 0s casos, a
mediana foi de 10 anos, estando a maior parte destes (57,5%) na faixa etéaria acima de 10
anos. A mediana da idade no momento do diagnostico foi de 8 (+4,2). Para os pacientes com
DC a mediana foi de 3 anos. J& para os pacientes com RCU, a mediana da idade de
diagnostico foi de 8 (3,6).

Dos 42 casos, 24 eram do sexo masculino e 18 do sexo feminino, ndo havendo
diferenca estatistica. Nao houve diferenca estatistica entre os tipos de DIl. Mais pacientes com
DC estavam em atividade da doenca (47,82%) quando comparados aos pacientes com RCU
(31,58%) segundo os scores de atividade de doenga, sem diferenca estatistica. Dentre 0s
portadores de DII, 37,4% apresentava algum sinal ou sintoma clinico e todos estavam em uso
de algum dos medicamentos utilizados no tratamento da doenca, podendo utilizar mais de um
medicamento simultaneamente. Quanto aos sintomas, os mais frequentes foram: distensao
abdominal, diarreia e perda de sangue nas fezes, respectivamente. Os dados
sociodemograficos e clinicos da populacéo do estudo estdo apresentados na tabela 2.

Ao avaliar o estado nutricional (Tabela 3), foi evidenciada uma frequéncia
significativamente maior de baixa estatura entre os casos (23,1% vs 4,7%; p=0,034). Dentre
0s casos que apresentaram déficit de altura, oito eram portadores de DC e apenas 3 de RCU.
Apenas um individuo do grupo de casos foi classificado com baixo peso. Dos 64 controles,
ndo foi possivel realizar peso e altura de 21 individuos, devido as maes ndo estarem com o
cartdo da crianca no momento da coleta, e por ndo saberem informar tais medidas da crianca.

A avaliacdo da composicdo corporal foi feita no grupo de casos, ndo sendo possivel
realizar a bioimpedancia em trés dos casos, devido impossibilidade de colar o eletrodo na
pele. Foi averiguada uma maior frequéncia de excesso de massa gorda (61,5%), ndo havendo
diferenca entre 0s sexos. Dentre os pacientes com DC, 75% apresentou excesso de massa
gorda, sem diferenca estatistica quando comparados aos individuos com RCU, mas com p
limitrofe. A tabela 4 traz os dados de avaliacio do estado nutricional a partir da

bioimpedancia dos individuos do estudo.



Tabela 2. Caracterizacdo sociodemogréfica e clinica de criangas e adolescentes com e sem doenca inflamatéria intestinal.

Caracteristicas sociodemogréficas

Amostra (N = 106)

Caso (N=42)
Ad. Cond. Prec. Cond.
ambiental ambiental
(n=1) (n=41)

n % n %
Idade
0 a <6 anos 0 0 8 19,5
6 a <10 anos 0 0 11 26,8
10 a 17 anos 1 100 22 53,7
Sexo
Masculino 1 100 23 56,1
Feminino 0 0 18 43,9
Renda familiar mensal per capita®
1 a 3 salarios minimos 0 0 41 100
> 3 salarios minimos 1 100 0 0
Regido de moradia
Recife e RM* 0 0 23 56,1
Interior 1 100 18 43,9
Condigdes clinicas dos casos (n =42)
Tipo de DII**
DC* 1 100 22 53,7
RCU** 0 0 19 46,3
Sinais de atividade de DI
Sim 0 0 15 37,5
Nao 1 100 25 62,5

,65

1,0

,024

,452

1,0

1,0

Controle (N=64)

Ad. Cond.
Ambiental
(n=24)

n %
7 29,2
10 41,7
7 29,2
14 58,3
10 41,7
0 0
24 100
22 91,7
2 8,3

Prec. Cond.

Ambiental (n=40)

n

19
7
14

15
25

40
0

39
1

%
47,5
17,5

35

37,5
62,5

100

97,5
2,5

,096

,13

,00

,551

41

* Renda em salérios minimos, valor da época - R$937,00 *RM: Regido Metropolitana; *Teste do Qui-quadrado **DII: Doenca Inflamatdria Intestinal; *DC=Doenca de
Crohn; **RCU=Retocolite Ulcerativa
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Tabela 3. Classificagdo do estado nutricional de criangas e adolescentes com e sem doenca inflamatéria intestinal.

Classificagdo

Amostra (N = 99)*

Escore z Altura por
idade (ZA/I)”

Déficit de altura (< Escore-
z-2)

Altura adequada (>
Escore-z -2)

Escore z IMC por idade
(ZzImc/)?

Sem excesso de peso (<
Escore-z +1)

Com excesso de peso (>
Escore-z +1)

Caso (N=40) Controle (N=59)

Ad. Cond. Prec. Ad. Cond. Prec. Cond.

ambiental Cond. Ambiental  Ambiental

(n=1) ambiental (n=24) (n=35)

(n=39)

n % n % p n % n % p*
1,0 ,69

0 0 9 23,1 2 8,3 5 14,3

1 100 30 76,9 22 917 30 85,7
1,0 79

1 100 27 69,2 14 58,3 22 62,9

0 0 12 30,8 10 417 13 37,1

Caso

(n=40)

31

28

12

Total
(n=99)

%

22,5

71,5

70

30

Controle
(n=59)
n % p
17
7 11,9
52 88,1
40
36 69,8
23 30,2
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Tabela 4 - Classificacdo do resultado da bioimpedancia de criangas e adolescentes com doenca
inflamatdria intestinal.

Classificacdo Amostra (n=39)*
Massa Magra (MM) %" N %
MédiatDP 76,348,4
Massa Gorda (MG) (%)°""
Sem excesso 15 38,5
Em excesso 25 61,5
Média+DP

DC (n =20) RCU (n=19)
Massa Gorda (MG) (%) n % n %
Sem excesso 5 25 10 52,6 ,07
Em excesso 15 75 9 47,4

*Nao foi possivel realizar a bioimpedancia em 3 casos. **Nd&o foi evidenciado diferencial estatisticamente
significante na comparacdo entre 0s sexo0s.***Em excesso >18% nos meninos e >25% nas meninas.

O consumo alimentar foi avaliado em tercis (Tabela 5), verifica-se que o consumo,
acima do 3° tercil, de alimentos considerados de risco, foi significante menor entre os casos
do que entre os controles. Nao foi evidenciada diferenca estatisticamente significante entre o
consumo de alimentos de protecdo entre 0s grupos caso e controle, tendo sido o consumo
baixo em todos os grupos (todos apresentaram menos de 20% de individuos com consumo >
3° tercil).
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Tabela 5 — Classificacdo do consumo de alimentos considerados de risco e protetores por criangas e adolescentes com e sem doenga inflamatdria intestinal.

Classificagdo

Amostra (N = 106)

Consumo alimentar
(escore)

Grupo 1 - Protecéo
1°e 2° tercil (< 0,1921)
> 3 tercil (>0,1921)
Grupo 2 - Risco 7
1° e 2° tercil (< 0,1405)
> 3° tercil (>0,1405)

Caso (N=42)*

Ad. Cond. Prec. Ad. Cond.
ambiental Cond. Ambiental
(n=1) ambiental (n=24)

(n=41)
n % n % p n %

1 100 33 805 10 19 792
0 0 8 19,5 5 208

0 0 34 829 ,19 15 625
1 100 7 17,1 9 37,5

Controle (N=64)*

Prec. Cond.
Ambiental
(n=40)

n %
30 75
10 15
20 50
20 50

Total
(n=106)
Caso Controle
(n=42) (n=64)

p* n % n % p
77 34 81 49 76,6 ,638

8 19 15 23,4
438 34 81 35 54,7 ,007

8 19 29 45,3

*Alguns dos individuos do estudo ndo terminaram de responder ao questionario de frequéncia alimentar, ndo sendo possivel calcular seu score de alimentagéo
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Em seguida, foram analisadas as quantificacGes das bactérias E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli aderenre-invasiva (AIEC), Bifidobacterium e da F. prausnitzii nas amostras
fecais de criancas e adolescentes com e sem doenga inflamatoria intestinal. A quantificacdo
das bactérias elencadas nos grupos foi realizada por grama de fezes. As andlises foram feitas
separando os controles de acordo com a condi¢do ambiental.

Dentre os individuos recrutados, somente 27 casos e 44 controles entregaram a
amostra de fezes para andlise, destes, 29 viviam em precéria condicdo ambiental e 15 em
adequada condicdo ambiental. Como observado na figura 1, ndo houve diferenca estatistica na
quantificacdo das bactérias E. coli enteroinvasiva, E. coli aderente-invasiva € no género
Bifidobacterium, uma vez que o grupo de casos e controles tém quantidades semelhantes
destas bactérias. No entanto, a quantificacdo de F. prausnitzii foi menor nos controles do que
nos casos, e 0s controles que viviam em adequadas condigdes ambientais (ACA) foram os que
apresentaram menores contagens desta espécie quando comparados tanto aos casos como aos
controles de precaria condigdo ambiental (PCA).

Dos 27 casos que entregaram a amostra de fezes, 77,8% (n=21) apresentaram algum
tipo de disbiose. Destes 21 individuos com caracteristicas de disbiose intestinal, 18,5% (n=>5)
tiveram elevadas quantificacfes dos patobiontes e baixas dos comensais, 18,5% (n=5) tinham
reducdo somente de bactérias comensais e 52,4% (n=11) apresentaram somente quantidades
elevadas de patobiontes. Dos 44 controles que forneceram amostra de fezes, 65,9% (n=29)
apresentaram alguma caracteristica de disbiose. Destes 29 individuos, apenas 6,9% (n=2)
apresentaram quantidades elevadas de patobiontes e baixa de comensais simultaneamente,
44,8% (n=13) tinham elevadas quantificacdes somente de patobiontes e 48,3% (n=14) tiverem

reducdo somente na quantificacdo de bactérias comensais.
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Figura 1 - Avaliacio da quantificagdo de bactérias em amostras fecais de criangas e adolescentes.’
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' Foram avaliadas através de PCR em tempo real a quantificagdo das bactérias: E. coli enteroinvasiva, E. coli
aderente-invasiva, Bifidobacterium e F. prausnitizii em amostras de fezes de criancas e adolescentes com
doenca inflamatoria intestinal (casos) e controles saudaveis de baixa condicdo socioecondémica (BCSE) e de
adequada condigdo socioeconémica (ACSE). (A) E. coli enteroinvasiva, (B) E. coli aderente-invasiva, (C) F.
prausnitizii e (D) Bifidobacterium. A expressdo génica foi avaliada utilizando a grama de fezes como
referéncia. Foi utilizado o T test ndo paramétrico, Wilcoxon, sendo encontrada diferenga estatistica na

quantidade de F. prausnitizii (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo ndo foram encontradas diferencas estatisticas quando comparadas
a microbiota fecal de pacientes com DIl e controles expostos a ambas condi¢cdes ambientais
quanto a quantificacdo dos patobiontes pesquisados, nem do comensal Bifidobacterium. No
entanto, ao analisar a quantificacdo de F. prausnitizii, os controles que viviam em melhores
condi¢des ambientais apresentaram quantidades menores do que 0s casos e 0s controles que
viviam em precérias condi¢des ambientais.

Estes achados discordam da literatura, uma vez que dados demonstram que a
microbiota intestinal de criancas e adolescentes portadores de DIl apresenta maior abundancia
da espécie Escherichia coli, principalmente naqueles com DC, quando comparados a
controles saudaveis (SUSKIND et al., 2018; GEVERS et al., 2014; LEWIS; ABREU, 2017;
BAUMGART et al., 2007; KOTLOWSKI et al., 2007).

As cepas de AIEC e EIEC sdo consideradas patobiontes, sendo capazes de aderir e
invadir as células epiteliais intestinais, bem como replicar dentro de macréfagos
(DARFEUILLE-MICHAUD, 2002). Na presenca da DII, algumas particularidades podem
contribuir para a invasdo das células da mucosa por AIEC e EIEC, como imunidade da
mucosa alterada e disfuncdo da barreira intestinal (ELLIOTT et al., 2013; ELLINGHAUS et
al., 2012). Outro fator que facilitaria a invasdo e adesdo da AIEC é a inflamacdo intestinal
crénica decorrente da DII, pois estudos em modelos animais tém destacado a importancia da
presenca de disbiose precedente e/ou inflamacéo intestinal para o sucesso infeccdo com AIEC
(CARVALHO et al., 2008).

Analisando esta discrepancia frente aos dados da literatura, uma possivel explicacéo
seria 0 fato dos estudos que avaliaram a expressdo de AIEC em pacientes com DI,
especialmente na DC, o fizeram a partir de biopsia intestinal (BAUMGART et al., 2007;
DOGAN et al., 2013; MARTINEZ-MEDINA et al., 2009). Por esta estar aderida a mucosa,
pode ter sido subguantificada na amostra fecal. Estudos que analisam as contagens deste
patobionte a partir de bidpsia intestinal demonstraram que pacientes com DC apresentam
maior abundancia do que controles saudaveis, sustentando que para que a AIEC consiga
aderir a mucosa € preciso de condicGes favoraveis, ndo ocorrendo com facilidade no intestino
saudavel (DARFEUILLE-MICHAUD et al., 2004; DOGAN et al., 2013; HORNEF et al.,
2015). Autores corroboram esta hipotese, de forma que esta adesdo a mucosa em pacientes
com RCU ocorre em maior propor¢do em pacientes que estdo em atividade da doenca
(PILARCZYK-ZUREK et al., 2013; SHA et al., 2013).
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Outro fator que poderia justificar a elevada quantificacdo de cepas patogénica de E.
coli em ambos os grupos, principalmente de baixas condi¢cbes socioecondmicas, seria a
exposicdo destes a ambiente mais contaminado por enteropatdgenos, inerente ao nordeste do
Brasil Sabe-se que as baixas condic¢des socioecondémicas no Nordeste do Brasil podem té-los
expostos a maior contaminacdo ambiental através do consumo de &gua ndo adequadamente
tratada e da auséncia de saneamento basico. Analisando 0 acesso a dgua tratada e saneamento,
dados do Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento (2015), no estado de
Pernambuco, 34% da populagdo ndo tinha acesso a dgua tratada e cerca de 80% nao possuiam
saneamento basico (BRASIL, 2015), aumentando a chance de falta de acesso a estes pela
populacdo de estudo. A falta de instalagdes sanitarias resulta na eliminacdo descontrolada de
residuos domésticos e humanos em fontes de &gua circundantes a populacdo, poluindo esta
agua e favorecendo o crescimento de microrganismos, como a E. coli (PAULSE et al., 2012).
A Organizagdo Mundial de Saide (OMS) recomenda que qualquer &gua destinada ao
consumo humano seja isenta de E. coli (OMS, 2008).

Estudo realizado na Africa, outra regido com precarias condicdes de saneamento,
avaliou a qualidade da &gua de pocos e de fluviais que se encontravam proximos as
comunidades, dentre as 19 amostras de agua, somente 3 ndo continham EIEC (ABIA et al.,
2017). Neste estudo foram avaliadas outras espécies patobiontes de E. coli, e todas as espécies
foram encontradas nas aguas, mas ndo avaliaram AIEC. E provéavel que, em regides de maior
pobreza, com menos recurso para o adequado tratamento da &gua, exista maior chance de
consumo de agua contaminada por EIEC e AIEC patogénica. Outro fator que vem sendo
discutido que pode influenciar AIEC seria a alimentacéo, que sera discutido mais adiante.

No presente estudo, como dito anteriormente, ao contrario da maioria dos estudos
publicados, o grupo de pacientes com DIl apresentou quantidades significativamente maiores
do comensal F. prausnitizii do que os controles, principalmente aqueles que viviam em
adequada condicdo ambiental. A F. prausnitizii é considerada um comensal, pois apresentaria
efeito limitando a inflamacdo intestinal, ao fermentar glicose, produzindo butirato
(DUNCAN et al., 2007), que é a principal fonte de energia para as células intestinais,
auxiliando na integridade de barreira (SOKOL et al., 2008), desempenhando papel na
protecdo contra a invasdo de patdgenos, e ainda participando da modulacdo do sistema
imunolodgico, inibindo a resposta inflamatéria (MACFARLANE; MACFARLANE, 2011;
VARELA et al., 2013). Em meta-analise, Cao, Shen e Ran (2014) encontraram que em
pacientes adultos com DIl a contagem de F. parusnitizii foi significativamente menor do que

em controles saudaveis. Estudos de coorte realizados nos EUA e na Alemanha com criangas e



49

adolescentes com DIl demonstraram que nestes, a contagem de F. prausnitizii foi
significativamente menor do que em controles saudaveis (WANG et al., 2014; KOLHO et al.,
2015).

Existem poucos estudos sobre a composicdo da microbiota de criangcas em regides
pobres do mundo, poucos estudos no Brasil e nenhum no Nordeste, portanto, ndo se conhece
o perfil da colonizagdo das criangas brasileiras expostas a diferentes contextos ambientais.
Estudo transversal realizado em Osasco (S&o Paulo) comparou a microbiota fecal de criangas
de 5 a 11 anos de uma comunidade e de uma escola privada. Nele, os autores relataram que as
criancas da escola privada, que apresentavam melhores condi¢cdes ambientais e
socioecondmicas, apresentaram microbiota intestinal menos favoravel, tendo menor
quantidade do filo Firmicutes, ao qual a F. prausnitizii pertence (MELO et al., 2016). Desta
forma, os achados do presente estudo corroboram com o estudo de Melo et al. (2016), uma
vez que também foi evidenciado que a quantificagdo deste comensal foi menor entre 0s
controles que viviam em adequadas condi¢des ambientais.

No estudo de Melo et al. (2016), as criancas da comunidade, de precarias condi¢des
ambientais e menor classe socioecondmica, apresentaram maior contagem de E. coli, o que
confirma a tendéncia encontrada na presente série de casos.

Divergindo de dados da literatura, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre 0s casos e controles, quanto a expressao do género Bifidobacterium. A literatura
demonstra que pacientes pediatricos com DIl podem apresentar reducdo do género
Bifidobacterium, sendo esta uma bactéria atribuida a uma microbiota mais saudavel (WANG
et al., 2014). Tal fato foi observado em estudos realizados em paises da Europa e dos Estados
Unidos. Estudo. Um caso controle realizado na Alemanha com 69 pacientes portadores de DIl
com idade de 1 a 20 encontrou reducdo significativa na contagem de Bifidobacterium nos
casos quando comparados aos controles (SCHWIERTZ et al., 2010).

Os possiveis efeitos comensais das bifidobactérias seriam atribuiveis ao fato de serem
organismos fermentativos, produtores de acidos acético e lactico, que tendem a baixar o pH
do intestino e, dessa forma, inibir a proliferacdo de microrganismos patogénicos (ASAHARA
et al., 2004). A maioria dos estudos que analisaram o efeito das bifidobactérias no intestino, o
fizeram a partir do uso de probioticos, que sdo microrganismos vivos que trazem beneficios
para a salde do hospedeiro (ZAKOSTELSKA et al., 2011; PATEL et al., 2012).

As discrepancias no presente trabalho, com relacdo a literatura, podem ser devidas a
necessidade de pré-determinacdo das bactérias que foram analisadas com base na literatura,

sendo escolhidos os microrganismos que tenham sido destacados como relevantes na
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populacdo pediatrica com DII. Como ndo existem estudos regionais sobre a microbiota
intestinal, pode ser que estas bactérias ndo apresentem a mesma relevancia na populacéo de
estudo.

Outra possivel causa pode ser as diferentes exposiches ambientais sofridas pela
populacdo do estudo quando comparadas as populacbes europeias e americanas. Um dos
fatores ambientais que mais vem sendo associado a modificagdo da microbiota intestinal é a
questdo do consumo alimentar (KASHTANOVA et al., 2016; YATSUNEKO et al., 2012).

Estudos demonstram que o elevado ou baixo consumo de certos tipos de alimentos
pode favorecer o crescimento de bactérias com potencial efeito patogénico e reduzir a
expressao de bactérias comensais (BHUTE et al., 2016; DUNCAN et al, 2007,
GRZESKOWIAK et al., 2012).

Os controles (principalmente os de precarias condi¢cbes ambientais) apresentaram
maior consumo de alimentos do grupo de risco para a saude da microbiota intestinal do que os
casos, podendo essa “menor frequéncia de consumo alimentar” estar associada ao fato dos
casos terem recebido orientagdes nutricionais durante o tempo de acompanhamento no servigo
especializado. De outra forma, embora inferior aos controles, ¥ dos casos ainda apresentou
elevado consumo de alimentos de risco. Os alimentos pertencentes a este grupo sao alimentos
ricos em aglcares simples, proteina animal, gordura, principalmente gorduras saturadas e
trans, e em componentes ndo nutricionais utilizados pela industria alimenticia para melhorar a
textura, 0 sabor e para aumentar o tempo de conservacao, que sdo em geral a maltodextrina
(MDX), os emulsificantes e 0s conservantes.

Aditivos alimentares especificos, utilizados pela industria alimenticia, também séo
investigados quanto aos seus efeitos prejudiciais a homeostase intestinal (NICKERSON et al.,
2014; RUEMMELE, 2016). A MDX é amplamente utilizada para melhorar textura e sabor de
alimentos industrializados, e tem sido associada a expansdo da E. coli em estudos in vivo
realizados em leitdes (MCDONALD et al., 2001). Estudos experimentais revelaram que a
MDX favoreceu a formacdo de biofilme da AIEC e a adesdo em células epiteliais e
macrofagos intestinais (NICKERSON et al., 2012; DARFEUILLE-MICHAUD et al., 2004).
Emulsificantes, por sua vez, provocam supercrescimento bacteriano, diminuem a funcdo da
barreira de mucosa, diminuindo a viscosidade do muco, desta forma facilita a translocacéo
bacteriana para as células intestinais (ROBERTS et al., 2010; SWIDSINSKI et al., 2009;
SWIDSINSKI et al., 2007).

Tais conhecimentos poderiam justificar potenciais fatores responsaveis pela

quantificacdo semelhante de EIEC e AIEC em casos e controles, uma vez que 0 grupo
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controle apresentou consumo significativamente maior de alimentos considerados de risco
quando comparados aos casos; enquanto os pacientes com DII, apesar de possuirem maior
risco de serem colonizados por AIEC (VAZEILLE et al.,, 2015), apresentaram menor
consumo de alimentos deste grupo.

A possivel influéncia destes alimentos considerados de risco para a microbiota
intestinal saudavel sobre o curso da DIl vem sendo mais explorada nas Ultimas décadas,
principalmente em relagdo a DC. Estudos avaliam a influéncia de dietas com restricdo de
alimentos pertencentes a este grupo sobre a atividade inflamatéria. Alguns exemplos seriam a
dieta de carboidratos especificos (specific carbohydrate diet — SCD), dieta com baixo teor de
oligossacarideos, dissacarideos, monossacarideos e poliois fermentaveis (FODMAP) e a dieta
anti-inflamatoria. Na dieta SCD e na reducdo de FODMAPs sdo excluidos alimentos ricos em
carboidratos complexos e agucares simples, partindo do pressuposto que estes tipos de
carboidratos passam praticamente intactos para o célon, podendo levar a um supercrescimento
bacteriano e de leveduras, acarretando uma menor producdo de muco e lesdo intestinal
(KNIGHT-SEPULVEDA et al., 2015; SHEPHERD; GIBSON, 2006). Autores demonstraram
que pacientes com DIl que aderiam a estas dietas apresentaram melhora da resposta aos
farmacos, melhora dos sintomas e maior tempo de remissdo (GEARRY et al., 2009;
SUSKIND et al. 2014). Na dieta anti-inflamatoria indica-se a reducdo da ingestdo de gordura
total e saturada (KNIGHT-SEPULVEDA et al.,, 2015). Estudo realizado com criancas e
adolescentes com DIl demonstrou que aqueles que aderiram a dieta com estas restricGes
alimentares apresentaram aumento de 9,6% da F. prausnitizii apds duas semanas do inicio da
dieta (SUSKIND et al., 2018). A menor quantificacdo do comensal F. prausnitizii, nos
controles, entdo, também pode ter sido influenciada pelo estilo alimentar adotado, uma vez
gue 0s casos apresentaram menor consumo de alimentos considerados de risco para
manutencdo da microbiota saudavel.

O consumo de alimentos protetores da homeostase da microbiota intestinal, ou seja, 0s
alimentos ricos em fibras, foi baixo tanto nos casos como nos controles, evidenciando o0 mau
habito alimentar infantil na regido. Este grupo era formado por alimentos considerados
saudaveis, como frutas, verduras, legumes, raizes e tubérculos.

A literatura demonstra que o maior consumo de alimentos ricos em fibras aumenta o
crescimento de Bifidobacterium (LANE; ZISMAN; SUSKIND, 2017). Ensaios clinicos
randomizados demostraram que o0 consumo de fibras aumentou a contagem de
Bifidobacterium em populagdo saudavel (MEYER, 2015; TOJO et al., 2014). Grzeskowiak et

al. (2012) compararam a contagem de algumas bactérias, incluindo Bificobacterium, entre
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criancas da Africa, que apresentam alimentacdo rica em fibras, e do Norte europeu, que
apresentam alta ingestdo de gordura na dieta, principalmente saturada, demonstrando que as
criancas da Africa apresentaram maior quantidade deste género do que as criangas europeias.

Embora a literatura evidencie o papel benéfico das fibras, ndo h& proposta de
intervencdo dietética para controle da DIl atraveés do aumento do consumo de fibras; todas as
intervencgdes dietéticas propostas sugerem o beneficio da restricdo de alimentos que possam
promover disbiose. A Guidelines da European Society for Clinical Nutrition and Metabolism
- ESPEN (2017) traz que ainda ndo existe um consenso de qual a “dieta oral para DII” que
possa ser recomendada para promover remissdo em pacientes com doenca ativa. Para
pacientes pediatricos, estudos demonstram que o uso da nutricdo enteral exclusiva ou parcial
pode promover melhor cicatrizacdo da mucosa e favorecer a composicdo da microbiota
intestinal, reduzindo a permeabilidade intestinal, aumentando a barreira de defesa e reduzindo
a inflamacdo (FORBES et al., 2017; LEWIS; ABREU, 2017; GROVER; MUIR;
LEWINDON, 2014; ZACHOS et al., 2007; BORRELLI et al., 2006).

No entanto, as fibras poderiam apresentar efeito anti-inflamatério devido ao aumento
da producéo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) durante sua fermentacdo. (LEE et al.,
2015; MAZZON et al., 2005; YOUN et al., 2009). Entdo, a Academia de Nutricdo e Dietética
(2008), as Fundacdes de Crohn e Colite da América (2013) e a Organizacdo Mundial de
Gastroenterologia (2015) chegaram ao consenso de que a fibra dietética ndo deve ser restrita
em pacientes com DIIs em remissdo, a menos que haja a presenca de estenoses. Davis et al
(2015) demonstraram que o consumo da dieta mediterranea, que enfatiza o consumo de frutas,
vegetais, legumes, peixes e gorduras poli-insaturadas, teria associacdo negativa com o risco de
desenvolver a DII.

Ao avaliar o estado nutricional da populacéo de estudo, as criancas e adolescentes do
grupo de casos apresentaram maior frequéncia de baixa estatura quando comparados aos
controles, principalmente nos casos com DC. Uma das razfes para esta maior proporcdo de
déficit de estatura entre os pacientes com DC pode ter sido porque estes pacientes
apresentaram idade de diagnostico mais precoce do que os com RCU, podendo a doenca e o
tratamento ter interferido no crescimento destes. Este achado concorda com a literatura, uma
vez que estudos demonstram que pacientes com DC quando comparados ao grupo controle
saudavel, apresentam reducdo nos parametros de crescimento (KAMMERMEIER et al., 2016;
PAUL et al., 2006).

Quanto ao diagndstico com rela¢do ao IMC/I, ndo foram encontrados individuos com

desnutri¢cdo no grupo estudado e cerca de um terco dos casos apresentou excesso de peso. Em
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contraste com o encontrado em outros estudos, que identificaram diagnéstico de baixo peso
para idade em seus pacientes pediatricos com DIl (LIMA et al., 2013; AURANGZEB et al.,
2011; SYLVESTER et al., 2009). Estas diferencas podem ocorrer devido a estes estudos
terem avaliado o estado nutricional com os dados de peso e altura no momento do diagndstico
da doenca, enquanto no presente estudo os pacientes ja eram acompanhados ha mais tempo
pelo servico, podendo apresentar melhor controle da doenca e ja fazerem uso de
medicamentos como corticosteroides, que podem resultar em maior incremento de peso.

Dentre os casos, pode-se observar que mais da metade apresentou percentual de
gordura corporal elevado. Este excesso de gordura corporal foi mais evidente nos pacientes
com DC. Callias et al. (2016), ao avaliar a composic¢ao corporal de criangas e adolescentes de
10 a 18 anos com DII, encontraram que a média do percentual de gordura foi de 26,5%=7,4.
Esta presenca de excesso de gordura corporal pode ter ocorrido devido ao uso prolongado de
corticosteroides que pode modificar a composicdo corporal, elevando percentual de gordura e
reduzindo o de massa magra (OLIVEIRA; EMERICK; SOARES, 2010).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que a quantificacdo das bactérias estudadas na microbiota fecal de criancas
e adolescentes em tratamento para DIl em um hospital de referéncia no nordeste do Brasil néo
apresentou diferenca estatistica na quantificacdo de EIEC, AIEC e Bifidobacterium quando
comparado a controles saudaveis. Havendo uma tendéncia de maiores expressdes de EIEC e
de AIEC entre os controles expostos a precérias condicdes ambientais e 0s casos, 0 que pode
demonstrar que o fator ambiental pode estar influenciando, uma vez que estes grupos
apresentaram condi¢Ges ambientais similares. A quantificacdo de F. prausnitizii, no entanto,
foi maior entres os casos quando comparados a ambos 0s grupos controles, e 0s casos e 0S
controles de BCSE apresentaram quantidades maiores do que os controles com ACSE, com
significancia estatistica.

Ao analisar o padrdo de consumo alimentar, p6de-se observar que 0s controles de
ambas a condi¢bes ambientais apresentaram maior consumo de alimentos considerados
facilitadores de disbiose do que os casos. No que diz respeito ao consumo de alimentos
considerados protetores da eubiose, tanto os casos como 0s controles de baixa e adequada
condicao ambiental, tiverem consumo reduzido deste grupo alimentar. Demonstrando o baixo
consumo de alimentos saudaveis pela populacéo infantil no geral.

Comparando o estado nutricional das criancas e adolescentes com DIl do IMIP com os
grupos controles, os casos apresentaram menores indices de estatura/idade. Nao foi observada
maior frequéncia de baixo peso entre os casos, tendo aproximadamente um terco dos casos
apresentado excesso de peso, e mais da metade dos pacientes com DIl apresentaram elevagéo
do percentual de gordura corporal, mostrando que estes individuos possuem alteracGes da

composicao corporal.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os individuos da regido onde foi realizado o estudo podem apresentar perfil de
microbiota diferente do que relatado nos estudos internacionais. Podemos supor que estas
discrepancias na quantificacdo das bactérias em relacdo as pesquisas usualmente realizadas
em paises europeus ou nos Estados Unidos da América estejam relacionadas a diferente carga
bacteriana ambiental a qual ambos os grupos de criancas foram expostas no Nordeste do
Brasil.

Estudos nacionais séo escassos e ndo existem pesquisas no Nordeste que analisem a
microbiota intestinal, tanto em individuos saudaveis, como em portadores de DIIl. Uma vez
que a literatura demonstra que a microbiota se modifica de acordo com a regido, sdo
necessarios estudos em individuos brasileiros para se conhecer o perfil da microbiota desta
populacdo em situacdo de saude e de doenca.

A influéncia dos fatores ambientais, principalmente da alimentacdo, sobre a
microbiota intestinal, vem ganhando destaque por ser capaz de moldar a microbiota e
influenciar a inflamagc&o intestinal. E importante entender o papel do alimento na DII, para
que a alimentacdo possa ser utilizada como auxiliar no tratamento da doenga, reduzindo a
utilizacdo de medicamentos e aumentando os periodos de remissdo. Apesar de ndo existir um
consenso sobre qual o melhor perfil alimentar para auxiliar na modulacdo da microbiota e
controle da inflamacdo na DII, a exclusdo dos alimentos considerados de riscos parece ser
particularmente importante para a satde intestinal destes pacientes.

Destaca-se, entdo, que a relacdo microbiota, dieta, higiene e DIl é complexa e precisa

ser melhor estudada.
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APENDICES

APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

TITULO DA PESQUISA - MICROBIOTA FECAL E DIETA DE CRIANCAS E
ADOLESCENTES PORTADORES DE DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Introducéo. O Sr. (Sr.%) esta sendo convidada a participar dessa pesquisa, que tem
como pesquisadores a nutricionista Jullia Santos de Souza (CRN 10777) e as
gastroenterologistas pediatricas Prof.? Dr.* Katia Galedo Brandt (CRM 3640) Michela Cynthia
da Rocha Marmo (CRM 13691) pesquisa que tem como finalidade analisar a frequéncia de
determinados microrganismos na microbiota intestinal de criancas e adolescentes com
doencas inflamatdria intestinal e comparar estes achados com os achados em criangas sem
doencas intestinais. E ainda, ver a frequéncia de consumo alimentar dos Gltimos seis meses de
ambas as populaces.

A doenca inflamatoria intestinal € uma doenca que ocorre em adultos e criangas, tendo
dois tipos principais: a doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa. Quando ocorre em criangas
pode ter evolugcdo mais agressiva com complicacdes, como necessidades de cirurgias. Estas
caracteristicas da doenca inflamatdria intestinal em criancas estdo associadas com defeitos
genéticos que podem levar a inflamacdo do intestino tipica da doenca. Entender estas
alteracdes genéticas pode trazer informacGes relacionadas a evolucdo da doenca e resposta ao
tratamento. Em alguns paises ja existem estudos que descrevem as alteracdes genéticas da
populacdo de criancas e adultos com doenca inflamatéria intestinal, aqui no Brasil existem
poucos estudos sobre o assunto.

Se decidir participar desta pesquisa, € importante que vocé leia as informacdes a
seguir, ou poderemos ler juntos. Se houver alguma palavra ou trecho que ndo esteja claro,
estou a disposicao para responder e esclarecer qualquer duvida.

Procedimentos, riscos, desconfortos. Concordando em participar desse estudo,

primeiro o Sr. (Sr.%) respondera a um formulario, cujas perguntas seréo feitas por mim, sobre
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a historia da doenca do seu filho e sobre os hébitos alimentares dos ultimos 6 meses. O
prontudrio do seu filho também seré consultado. Mas, todas estas informacGes serdo mantidas
em sigilo absoluto, guardadas em um armario proprio, com chave, o qual s6 0s pesquisadores
principais terdo acesso.

Para a analise da microbiota, serd necessaria coleta de fezes, a qual serd entregue no
momento da entrevista um frasco para coleta da amostra com instrucdes de como proceder
com esta amostra até a entrega. Para analise dessas amostras, o material utilizado sera
armazenado no Laboratério de Imunopatologia Keiso Asami, até 0 momento da analise.

Beneficios da pesquisa. O Sr. ou a Sr.? estara contribuindo para sabermos se ha
alteracbes da microbiota associadas a doenca inflamatéria intestinal nos pacientes que
acompanhamos neste hospital. Caso estas alteracOes estejam presentes este conhecimento
podera nos esclarecer duvidas em relacdo ao curso da doenca destas criangas e podera,
também, colaborar para outros estudos futuros. Se houver alguma alteracdo da microbiota
com influéncia na doenca do seu filho, vocé serd comunicado durante as consultas médicas ou
por telefone pelo proprio pesquisador e as condutas possiveis e cabiveis relacionadas ao
tratamento serdo tomadas.

Decisdo de participar, ndo participar ou desistir. O Sr ou a Sr.* como convidados e
voluntarios desta pesquisa, possui total liberdade para aceitar ou recusar-se a participar, tendo
também o direito de desistir da participacdo da pesquisa em qualquer momento. A sua recusa
ou desisténcia ndo lhe trara nenhum prejuizo para o tratamento do seu filho, sendo-lhe
assegurada total assisténcia.

Né&o existira nenhuma cobranca de taxa ou recompensa financeira para os participantes
desta pesquisa.

Em aceitando, o Sr. ou a Sr.* recebera uma copia deste Termo de Consentimento, da
qual consta meu telefone (996321025) e 0 meu e-mail (jullia.souza@gmail.com.br) para que

possa esclarecer quaisquer duvidas que venham surgir posteriormente sobre a pesquisa.
Termo de consentimento livre e esclarecido

Pelo presente instrumento, declaro que li, ou 0 médico ( ) leu

por mim, as informacGes contidas neste documento antes de assind-lo. Afirmo que fui
suficientemente esclarecido sobre os procedimentos a que meu filho serd submetido na
pesquisa “Microbiota fecal e dieta de criancas e adolescentes portadores de doenca
inflamatoria intestinal” que faz parte do projeto “Doenga inflamatoria intestinal em criangas e

adolescentes: avaliagdo de polimorfismos genéticos” e nada além do que foi exposto neste
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termo com finalidade de avaliar as alteracfes genéticas associadas a doenca inflamatoria
intestinal. Afirmo que entendo que esta pesquisa € um estudo sério realizado no IMIP e na
Universidade Federal de Pernambuco, sem a necessidade de expor o nome do meu filho
publicamente. Autorizo a divulgacdo dos resultados em qualquer evento de caréater cientifico,
inclusive em revistas cientificas. Compreendo também que sou livre para desistir em qualquer
momento do estudo, sem sofrer nenhum prejuizo por conta disso. Confirmo também que
recebi uma copia deste Termo de Consentimento. Declaro que ndo tenho davida alguma, pois
todas foram devidamente esclarecidas.

Pelo presente, manifesto assim minha concordancia e meu livre consentimento para a

realizacdo dos procedimentos acima descritos.

Local e data:

Nome e assinatura do responsavel:

Documento de identidade:

Testemunha 1

Testemunha 2

Assinatura da pessoa que obteve o consentimento
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APENDICE B - FOMULARIO ESTRUTURADO

QUESTIONARIO

Nome:

Sexo: 1. Masculino () 2. Feminino () | Data: /| |/

Data nascimento: I Data diagnéstico: _/__/_

Idade em meses: Idade de diagnostico:

Cidade onde mora: Estado:
1. Capital ()
2. Regido metropolitana ( )
3. Interior ()

Renda familiar:

DC: 1. Ndo () 2.Sim ()

Atividade DC 1.Ndo () 2.Sim( ) 3. N&oseaplica()

RCU 1.Nao() 2.Sim()

Atividade RCU 1.N&o () 2.Sim( ) 3. Nédo seaplica ( )

Sinais e sintomas 1. Diarreia ( ) 2. Diarreia com sangue ( )

1. () Nao 3. Dor abdominal( ) 4. Distensdo abdominal ( )

2. () Sim 5. Febre () 6. Fissuras ()
7. Sangramento retal ( ) 8. Constipacdo ( )
9. Perda de apetite ( )10. Outros ( ), quais?
11. ( ) Nao se aplica

Utilizacgdo de  medicamento: 1. Ndo ( ) 2. Sim () Quais?

Tipo: 1. Anti-inflamatério ( ) 2. Imunossupressor ( ) 3. Corticoide ( )4. Antibiotico ( )

5. Imunobioldgico ( ) 6. Ndo se aplica ( )

Peso: Kg | Estatura: cm

Laudo da bioimpedancia:

Gordura (%) Massa magra (kg)
Gordura (Kg) Agua (L)
Resisténcia Agua (%)

TMR Hidratagdo (%)

Massa magra (%)

Ja teve alguma orientacdo nutricional? 1.( ) Nao 2. ( )Sim, Quem orientou?
1. ( ) nutricionista 2. () Médico gastro
3. () Outro professional 4. () ndo se aplica

Se sim, cumpre esta recomendacgdo? 1. ( )Nao 2. () Sim 3. ( ) N&o se aplica

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

Assinale com um X a freqiéncia de cada alimento que a crianga consumiu nos ultimos 6
meses

Cereais, pdes, tubérculos/ Arroz, Pdo, | N | <Im | 1la 1 2a4 | 1 20u

Massa, Batata 3xm | sem | sem | dia| +dia

Arroz cozido

Batata cozida/puré
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Batata frita

Biscoitos sem recheio -
Maizena®,Maria® leite,agua e sal, cream
cracker

Biscoitos com recheio

Cereal matinal tipo sucrilhos®

Macarrdo cozido ao sugo

Macarrao cozido sem molho

MacarrAo instantaneo tipo Miojo®

Massas (lasanha/raviole/capeleti)

Pao Frances/forma/integral/hot dog

Espessante (Maisena®, Farinha
Lactea®,Mucilon®, Cremogema®)

Cuscuz de milho cozido

Batatas fritas de palito

Macaxeira cozida

Inhame cozido

Farofa de farinha de mandioca

Feijéo

<Im

la
3Xm

SEmM

2a4
sem

dia

2 ou
+ dia

Feijdo verde/macassar

Feijdo mulatinho/preto

Verduras e Legumes

<Im

la
3Xm

SEmM

2a4
sem

dia

2 ou
+ dia

Abodbora

Alface

Acelga/repolho/couve

Tomate

Cenoura

Chuchu

Couve-flor

Beterraba

Espinafre/couve-folha

Ervilha

Milho verde

Pepino

Frutas

<Im

la
3Xm

SEm

2a4
sem

dia

2 ou
+ dia

Banana

Maca/Pera

Laranja/mexerica

Morango

Mamao

Goiaba

Abacate

Abacaxi

Meldo/Melancia

Manga

Uva

Suco de fruta sem agucar

Suco da fruta com agucar

Carnes e Ovos

<Im

la
3xm

Sem

2a4
sem

dia

20U
+ dia
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Bife frito/bife a milanesa

Carne cozida(bife/moida/de
panela/picadinho)

Salsicha/linguica

Presunto/peito de peru, mortadela, salame

Bife de figado de boi

Frango cozido/assado/grelhado/frito

Peixe (cozido, frito)

Ovo (frito, cozido), omelete com 1 ovo

Carne porco (bisteca/lombo)

Leite, Queijo, logurte

<lm

la
3Xm

Sem

2a4
sem

dia

20U
+ dia

Leite, Queijo, logurte

<lm

la
3Xm

Sem

2a4
sem

dia

20U
+ dia

Leite integral

Leite desnatado

logurte de natural/frutas

Danoninho®/Chambinho®

Leite fermentado tipo Yakult®, Chamyto®

Queijo prato/mussarela/coalho

Requeijéo

Acucar, Doces e Salgadinhos

<Im

la
3Xm

SEmM

2a4
sem

dia

2 ou
+ dia

Aclcar

Achocolatado em pd/liquido

Bolo comum/chocolate

Chocolate/bombom/Brigadeiro

Doces de frutas (goiabada)

Salgadinho (fandangos/pipo’s)/Batata
chips

Sorvete/picolé

Pipoca estourada (sem ser de microondas)

Pipoca de microondas ou industrializada
(Bockus)

Salgados e Preparacoes

<Im

la
3Xm

SEM

2a4
sem

dia

2 ou
+ dia

Sopa com carne (e legumes, feijdo,
macarrao)

Sopa sem carne (feijdo, legumes)

Coxinha,risolis,pastel,enroladinho
frito/queijo/Pao de queijo

Pizza

Sanduiche (misto, queijo/frios ou quentes)

Cheeseburguer de carne/frango

Sanduiche natural

Cachorro quente

Bebidas

<Im

la
3xm

Sem

2a4
sem

dia

20U
+ dia

Refrigerante

Suco artifical (tipo Tang® ou de caixa)

Vitaminas de frutas

Oleos e gorduras

<Im

1 a
3xm

Sem

2a4
sem

dia

2 ou
+ dia
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Maionese tradicional

Manteiga/margarina

Azeite de oliva

Outros

N | <Im

la
3Xm

Sem

2a4
sem

dia

20U
+ dia

Adocante gotas/p6

Molho de tomate

Fonte: Colucci, A.C.A, Slater, B; Philippi, S.T. 2004; Slater B, Philippi ST, Fisberg RM, Latorre MR., 2003

Adaptagéo.
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ANEXOS
ANEXO A — QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR DE CRIANCAS DE 2 A
5 ANOS

Assinale com um X a fregiiéncia de cada alimento que a crianga consumiu nos Gltimos 6 meses
Arroz, Pdo, Massa, Batata N | <Im | 1a3xm | 1sem | 2a4sem | ldia | 2ou+dia
Arroz cozido (3 colheres de sopa)
Batata cozida/puré (1 colher de servir)
Batata frita (1 escumadeira)
Biscoitos sem recheio - Maizena® Maria® leite,agua e sal (3 a 4 unids)
Biscoitos com recheio — chocolate, waffer (3 unids)
Cereal matinal tipo sucrilhos® (1 xicara)
Macarrédo cozido ao sugo (1 escumadeira)
Macarréo instantaneo tipo Miojo® (1/3 do pacote)
Péo francés/forma/bisnaguinha (1/2 unid/1 fatia/1 unid)

Espessante (Maisena®, Farinha Lactea® Mucilon®, Cremogema®)

Feijdo N <Im | 1a3xm | 1sem | 2a4sem | 1dia | 2ou+dia
Feijdo (1/2 concha)

Verduras e Legumes N <Ilm | 1a3xm 1sem 2a4sem ldia | 2o0u+dia

Abdbora (2 colheres de sopa)

Alface (2 folhas)

Acelga/repolho/couve (1 colher de sopa)
Tomate (3 fatias)

Molho de tomate (1 colher de sopa)
Cenoura (1/2 colher de servir)

Chuchu (1 colher de sopa)
Mandioguinha (1/2 colher de sopa)
Frutas N | <Im | 1a3xm | 1sem | 2ad4sem | 1dia | 2ou+dia
Banana (1 unid)

Maga/Pera (1 unid)

Laranja (1 unid)

Suco de laranja (1/2 copo)

Suco de outras frutas — maracuja, abacaxi (1/2 copo)
Mamdo (1 fatia)

Goiaba (1/2 unid)

Carnes e Ovos N | <Im | 1a3xm | 1sem | 2ad4sem | 1dia | 2ou+dia
Bife (1 unid)

Carne cozida (panela/moida) (1/2 fatia/ 3 colheres de sopa)
Linguica/Salsicha (1/2 gomo/ 1 unid)

Presunto/Mortadela (1 fatia)

Bife de figado de boi (1 unid)

Frango (cozido, frito, grelhado, assado) (1 pedago/ 1 unid)
Peixe (cozido, frito) (1/2 filé/ 1/2 pedago)

Ovo (frito, cozido), omelete com 1 ovo (1 unid/ 1 omelete)
Leite, Queijo, logurte N | <Im | 1a3xm | 1sem | 2a4sem | ldia | 2ou+dia
Leite fluido integral/Leite em pd integral diluido (1 xicara)
logurte de frutas (1 pote)

Danoninho®/Chambinho® (1 pote)

Leite fermentado tipo Yakult®, Chamyto® (1 frasco)
Margarina/Manteiga (1 colher de chd)

Queijo prato/mussarela (1 fatia)

Requeijdo (1 colher de sobremesa)

Aclcar, Doces e Salgadinhos N | <Im | 1a3xm | 1sem | 2a4sem | ldia | 2ou+dia
Acucar (1% colher de sobremesa)

Achocolatado em pé (Nescau®, Toddy®) (1 % colher de sobremesa)
Bolo comum/chocolate (1fatia)

Chocolate/bombom (1unid)

Salgadinho/Batata chips (1 pacote pequeno)

Salgados e Preparagdes N <Im | 1a3xm | 1sem | 2a4d4sem | 1dia | 2ou+dia
Risoto/Polenta (1 colher de servir/ 1 fatia)

Sopa com carne (e legumes, feijdo, macarrdo) 1/2 prato

Sopa sem carne (e legumes, feijdo, macarrdo) 1/2 prato

Salgados (p&o de queijo, pastel, coxinha, esfiha) (1 unid pequena)
Pizza (1/2 fatia)

Sanduiche (misto, hamburguer simples) (1/2 unid)

Bebidas N <lm | 1a3xm | 1sem | 2ad4sem | l1dia | 2ou+dia
Café com aclcar (1 xicara)
Refrigerante (1/2 copo)

Suco artifical (tipo Tang®) (1/2 copo)
Ché industrializado (1/2 copo)

Agua (1/2 copo)

Outros N <lm | 1a3xm | 1sem | 2ad4sem | 1dia | 2ou+dia

Fonte: Colucci, A.C.A; Slater, B; Philippi, S.T., 2004



Doces, salgadinhos e guloseimas

<im

la3xm

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou +dia

Batatinha tipo chips ou salgadinho (1/2 pacote grande)

Chocolate/Brigadeiro (1 tablete/1 barrinha peg/3 unids peq)

Bolo comum/Bolo Pullman (1 fatia média)

Sorvete massa/palito (2 bolas/1 unid)

Achocolatado em p6 (Nescau, etc) (2 c. de sopa rasa)

Pipoca estourada (doce ou salgada) (1 saco médio)

AcUcar adicionado em café, leite etc (2 c. de sobremesa)

Balas (2 unids)

Doces de frutas (goiabada) (1 fatia fina/1 ped pequeno)

Sobremesas tipo mousse (1 taga/ 1 pote)

Croissant de chocolate (1 unid média)

Salgados e preparagoes

<lm

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Cheseburguer de carne/frango (1 sanduiche)

Sanduiche (misto, queijo, frios ou quentes) (1 sanduiche)

Sanduiche natural (1 sanduiche)

Coxinha,risolis,pastel,enroladinho frito presunto/queijo (1 unid média)

Péo de queijo (1 unid média)

Esfiha/empada/ enroladinho assado de presunto/queijo (1 unid média)

Salada de batata com maionese (1 colher de servir)

Sopa (canja, feijdo, legumes) (1 prato fundo)

Farofa de farinha de mandioca (1 colher de servir)

Pizza (1 fatia média)

Cachorro quente (1 sanduiche)

Croissant presunto e queijo (1 unid média)

Leite e produtos lacteos

<lm

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Leite integral (1 copo cheio)

Leite desnatado (1 copo cheio)

Leite fermentado (1 garrafinha)

logurte natural/frutas (1 pote)

logurte diet (1 pote)

Queijo minas frescal/ricote/cottage (1 fatia média)

Requeijdo (1 colher de sopa)

Oleos e gorduras

<lm

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Maionese tradicional (1 colher de sopa)

Manteiga (1 ponta de faca)

Margarina ( ponta de faca)

Azeite de oliva (1 colher de café)

Cereais, paes e tubérculos

<lm

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Arroz cozido (4 c. sopa/1 ¥ c. de servir/1 escumad.grande)

Macarrdo/instantaneo/ao sugo/manteiga (3c.de servir/pegador)

Massas (lasanha/raviole/capeleti) (1 pedaco médio/1 prato raso)

Biscoitos sem recheio/cream craker (15 unids)

Biscoitos com recheio (7 unids)

P&o Frances/forma/integral/hot dog (1 %2 unid/3 fatias)

Cereal matinal tipo Sucrilhos/ Barra de cereal (1 xic ch&/1 unid)

Batatas fritas de palito (1 saco peq/ 1 c. de servir)

Batatas (puré/sautée) 1 colher de servir

Polenta (cozida ou frita) (5 c. sopa)

Mandioca cozida (2 pedagos médios)

Pamonha doce/salgada (1 unid média)

Verduras e Legumes

<lm

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Alface (6 folhas médias)

Acelga/repolho (2 colheres de servir)

Agrido/ricula (3 ramos/5 folhas médias)

Couve-flor (2 ramos médios)

Beterraba (1 colher de servir)

Cenoura (1 colher de servir)

Espinafre/couve (1 colher de servir)

Ervilha (2 colheres de sopa)

Milho verde (1 colher de sopa)

Pepino (6 fatias médias)

Tomate (3 fatias médias)

Frutas

<lm

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Abacate (1/2 unid)

Abacaxi (1 fatia média)

Banana (1 unid média)

Laranja/mexerica (1 unid média)

Magéa/Pera (1 unid média)

Mamdo (1 fatia média)

Meldo/Melancia (1 fatia média)

Manga (1/2 unid média)

Morangos (1/2 xicara de chd)

Uva (1 cacho médio)

Feijdo

<lm

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Feijdo (marrom ou preto) (1% concha média)

Carnes e Ovos

<im

1sem

2a4sem

1dia

2 ou + dia

Carne cozida(bife/moida/de panela/picadinho) 1 fatia média/lc. de
servir/lunid média
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Bife frito/bife a milanesa (1 unid média)

Frango cozido/assado/grelhado/frito (1 ped. médio/1 unid média)

Peixe frito (1 filé médio/posta)

Carne suina (bisteca/lombo) (1 unid média/1 fatia média)

Ovo frito/mexido/omelete (1 unid média)

Embutidos (presunto/peito de peru, mortadela, salame) (2 fatias médias)

Salsicha ( 1 % unidade)

Lingiica (1 gomo médio)

Bebidas

<im

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Refrigerante normal (1 lata)

Refrigerante diet (1 lata)

Ché mate com sabor (1 lata)

Suco de abacaxi com agUcar (1 copo de requeijdo)

Suco de laranja com agucar (1 copo de requeijao)

Suco de maméo com agUcar (1 copo de requeijdo)

Suco de meldo/melancia com agucar (1 copo de requeijao)

Limonada/Laranjada com agucar (1 copo de requeijao)

Sucos naturais com leite/Vitaminas de frutas (1 copo de requeijao)

Sucos artificiais (1 copo de requeijdo)

Café (1 xicara de café pequena)

Cerveja (1 copo médio)

Vinho (1 copo médio)

Batida (1 copo médio)

Agua (1 copo de requeijéo)

Chimarrédo (1 cuia)

Qutros

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Adogante gotas/p6

N&o mencionados

<lm

1sem

2a4sem

1 dia

2 ou + dia

Fonte: Slater B, Philippi ST, Fisberg RM, Latorre MR, 2003
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