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RESUMO

Alteracdes na diversidade e funcao da microbiota intestinal, a chamada disbiose, pode
causar ou contribuir para o desenvolvimento de doencgas autoimunes. O objetivo geral
deste trabalho foi caracterizar a microbiota intestinal de pacientes com IUpus
eritematoso sistémico (LES) e comparar com a microbiota intestinal de individuos
sadios. Amostras de fezes foram utilizadas para a caracterizagdo da microbiota
intestinal por sequenciamento das regides V3/V4 do 16S bacteriano e PCR em tempo
real. As comparagdes entre a composi¢ao da microbiota intestinal entre pacientes com
LES e controles foram realizadas utilizando o teste de Mann-Whitney. As correlacdes
dos dados da microbiota com os dados demograficos, clinicos e habitos alimentares
foram realizadas pelo teste de Spearman. Valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. O grupo de pacientes com LES foi constituido por 14
pacientes do sexo feminino, com idades entre 26 e 55 anos (média e desvio padréo =
45 £ 9,84). Em relacdo ao SLEDAI, 7,14% dos pacientes apresentam inatividade da
doenca; 7,14% atividade leve; 7,14% atividade moderada; 35,71% atividade alta; e
42,85% atividade muito alta. O grupo controle compreendeu vinte e oito pacientes do
sexo feminino (93,33%) e dois pacientes do sexo masculino (6,67%), com idades entre
25 e 70 anos (51,8 = 12,93). Nos resultados de sequenciamento gendmico,
observamos que os pacientes com LES apresentaram disbiose intestinal, visto pelas
diferencas significativas nas andlises de beta diversidade. Os géneros Sphingomonas,
Acidaminococcus, Enteobacter, Pelomonas, Veillonella, Parasutterella, Bilophila,
Lachnospira e Odoribacter apresentaram abundancia relativa significativamente
aumentadas no LES. Os géneros Blautia, Hespellia, Eubacterium e Butyvibrio
encontram-se reduzidos no grupo LES. Por PCR em tempo real observamos que as
unidades relativas de expressdo dos géneros Prevotella e Bacteroides estavam
significativamente maiores no LES em relagdo aos controles. Ao contrario a
abundancia relativa de Bifidobacterium estava significativamente menor em pacientes
com LES. Encontramos correlacdo inversa entre a abundéancia relativa de espécies do
género Prevotella nas fezes dos pacientes com o SLEDAI e o SLEDAI-2K. A
modulacdo da microbiota pode ser uma estratégia potencial para enfrentar as
consequéncias sistémicas da disbiose e controle do LES.

Palavras—chave: Autoimunidade. Lapus eritematoso sistémico. Microbiota. Dieta.



ABSTRACT

Changes in the diversity and function of the gut microbiota, dysbiosis, can cause or
contribute to the development of autoimmune diseases. The aim of this work was to
characterize the intestinal microbiota of patients with systemic lupus erythematosus
(SLE) and compare it with the intestinal microbiota of healthy individuals. Stool samples
were used for the characterization of the intestinal microbiota by sequencing the V3/V4
regions of bacterial 16S and real-time PCR. Comparisons between the composition of
the intestinal microbiota between SLE patients and controls were performed using the
Mann-Whitney test. Correlations of microbiota data with demographic, clinical and
dietary habits data were performed using the Spearman test. P values <0.05 were
considered statistically significant. Patients with SLE consisted of 14 female patients,
aged between 26 and 55 years (mean and SD = 45 * 9.84). Clinical score SLEDAI,
7.14% of the subjects present inactivity of the disease; 7.14% light activity; 7.14%
moderate activity; 35.71% high activity; and 42.85% very high activity. The control
group comprised twenty-eight female patients (93.33%) and two male patients (6.67%),
aged between 25 and 70 years (51.8 + 12.93). In the genomic sequencing results, we
observed that patients with SLE had intestinal dysbiosis, showed by beta diversity
analyses. The genera Sphingomonas, Acidaminococcus, Enteobacter, Pelomonas,
Veillonella, Parasutterella, Bilophila, Lachnospira and Odoribacter was significantly
increased relative abundance in SLE. The genera Blautia, Hespellia, Eubacterium and
Butyvibrio are reduced in the SLE group. By real-time PCR we observed that the
relative expression units of Prevotella and Bacteroides were significantly higher in SLE
compared to controls. In contrast, the relative abundance of Bifidobacterium was
significantly lower in patients with SLE. We found an inverse correlation between the
relative abundance of species of the genus Prevotella in the feces of patients with
SLEDAI and SLEDAI-2K. Microbiota modulation may be a potential strategy to address

the systemic consequences of dyshiosis and SLE control.

Keywords: Autoimmunity. Systemic lupus erythematosus. Microbiota. Diet.
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I. INTRODUCAO

[.1. Lapus eritematoso sistémico

O lapus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune caracterizada pela
presenca de autoanticorpos que podem formar imunocomplexos e gerar inflamacao e
danos teciduais em multiplos 6rgdos (DURCAN; O'DWYER; PETRI, 2019; ZHAO et
al., 2021). A incidéncia e prevaléncia € maior entre negros, asiaticos e hispanicos, com
inicio precoce e sintomas mais graves. Cerca de 90% dos pacientes sdo do sexo
feminino, em idade reprodutiva (DORNER; FURIE, 2019). O inicio dos sintomas ocorre
comumente entre a terceira e quarta décadas de vida (TANAKA, 2020).

A prevaléncia global do LES é estimada entre 20-150 casos por 100.000
habitantes, e parece estar aumentando com a possibilidade de melhores diagnésticos
e aumento da sobrevida dos pacientes (TSOKQOS, 2020). No Brasil, ndo dispomos de
nameros exatos, mas as estimativas indicam que ha cerca de 65.000 pessoas com
LES, sendo a maioria mulheres. Acredita-se assim, que uma a cada 1.700 mulheres
no Brasil tenha a doenca (Sociedade Brasileira de Reumatologia, 2017).

A etiologia ndo esta totalmente elucidada, mas ha evidéncias sugerindo que a
doenca é influenciada por fatores genéticos, epigenéticos, hormonais e ambientais
(LUO et al., 2018; PEENE; ELEWAUT, 2019). Os processos de imunopatogénese do
LES estéo intimamente relacionados com mutacdes e expressao anémala de genes
como TNFSFS4, NCF1, CXorf21 (ZHAO et al., 2021). Dentre os fatores genéticos,
diversos alelos HLA, além de 26 regides ndao-HLA (ZHERNAKOVA; WITHOFF;
WIIMENGA, 2013). Atualmente, novos genes candidatos a biomarcadores
diagnésticos estdo sendo estudados (ZHAO et al., 2021).

A epigenética parece estar envolvida no desenvolvimento de LES. Alguns achados
indicam que tanto a hipometilacdo quanto a hipermetilagdo de genes especificos
podem estar associadas com falhas da expressao génica. Por exemplo, a
hipometilacdo de TNFSF5, localizado no cromossomo X, aumenta a producao de
CD40L em linfocitos T de mulheres. No entanto, a hipometilacdo de IL10 aumenta a
producéo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria (TSOKOS, 2020).

Evidéncias cientificas apontam para o papel de hormdnios femininos na
patogénese do LES. O estrogénio pode influenciar diretamente a sobrevivéncia,
desenvolvimento e a funcdo de linfocitos B autorreativos e células dendriticas
plasmoscitoide, ambas produtoras de IFN-I. Mulheres em tratamento com estrogénio
tem aumento de crises de LES, sendo contraindicado o seu uso. Homens com
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sindrome de Klinefelter (47, XXY) tem susceptibilidade ao LES semelhante a
encontrada em mulheres. Por isso, foi proposto que, no LES, o gene TLR7 encontrado
no cromossomo X pode estar super expresso. Além disso, a testosterona parece ter
uma acao protetora em doencas autoimunes (KAUL et al., 2016; KIM et al., 2019).

Estudos epidemiolégicos entre americanos descendentes de africanos e africanos
da costa oeste mostram que a incidéncia de LES é maior entre americanos
afrodescendentes, apesar de ambas as populacdes serem geneticamente similares
(SYMMONS, 1995). A taxa de concordancia entre gémeos monozigoticos para o LES
€ de 25%, e apenas 2% entre gémeos dizig6ticos, apontando que os fatores
ambientais séo decisivos para o desencadeamento da doenca (KAUL et al., 2016).
Dentre os fatores ambientais, podemos destacar a exposi¢éo a radiagéo ultravioleta,
infeccdes virais e bacterianas, toxinas, medicamentos e a disbiose intestinal (LUO et
al., 2018, KIM et al., 2019).

A capacidade do sistema imune em diferenciar entre antigenos préprios e néao
proprios esta prejudicada nas doencas autoimunes (ILLESCAS-MONTES et al., 2019).
A patogénese do LES se da pela quebra da autotolerdncia, com producdo de
autoanticorpos (TSOKOS et al., 2016). A perda da autotolerancia pode ocorrer se 0s
linfécitos autorreativos nao forem deletados durante ou apés se tornarem maduros ou
até mesmo pela alta afinidade de células apresentadoras de antigenos (APC) por
epitopos proprios (ILLESCAS-MONTES et al., 2019).

A chamada tolerancia central ocorre durante ou apés a maturacao dos linfocitos
nos érgaos linfoides primérios. Os linfécitos T, no timo, sofrem selecao negativa a fim
de promover seu estado de autotolerancia, ou seja, de tolerancia a autoantigenos.
Antigenos proprios ou internos presentes no timo sédo apresentados para os linfécitos
T e, caso ocorra um reconhecimento avido, os timacitos sofrerdo morte celular ou se
tornardo células T reguladoras (Tregs) (WANG; WANG; GERSHWIN, 2015). Apesar
de estarem em quantidades normais, as Treg de pacientes LES encontram-se
funcionalmente inativas. As células Tregs direcionadas aos principais autoantigenos
do lUpus nédo sao detectaveis em pacientes com doenca ativa (DATTA et al., 2022)

A resisténcia ao processo de apoptose dos linfocitos T assim como a exaustao
pode permitir que essas células persistam em maior quantidade e de forma mais longa
nos orgdos alvo. Exaustdo € um processo gradual, induzido por antigenos que sao
cronicamente expressos, como € 0 caso dos autoantigenos. A IL-2 esta presente no

inicio da resposta imunolégica e quando seus niveis diminuem ocorre reacdo em
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cascata sinalizando para apoptose de linfécitos T. Entretanto, na autoimunidade é
proposto que citocinas inflamatérias como TNF promovam inibicdo da metilacdo de
PPP2R2B (regido responsavel pela inibicdo de IL-2, IL-7 e IL-15), evitando a
expressao de B55B diminuindo a sinalizacdo para apoptose. Os linfécitos Treg
consomem IL-2, dentre outras citocinas que podem exercer a mesma funcéo como IL-
7 e IL-15, além de terem atividades citotoxicas contra linfocitos T ativados via FASL
(GONZALEZ et al., 2021; ROSETTI et al., 2022). Desta forma, a inflamagé&o crbnica é
perpetuada com grande numero de linfocitos T efetores e de memodria, e juntamente
com anormalidades na eferocitose, evidenciam o papel fundamental dos linfocitos T
no LES.

Os linfocitos B medeiam fungdes deletérias como a apresentacdo de antigenos
préprios para linfocitos T, expressdo de moléculas coestimuladoras e producéo de
citocinas, além de produzirem autoanticorpos apos a diferenciagcdo em plasmacitos. O
LES representa o protétipo de uma doenca autoimune sistémica (GERGES et al.,
2021) num contexto de hiperatividade de células B. Diante disso, tratamentos com alvo
em deplecdo de linfécitos B (FILLATREAU; MANFROI; DORNER, 2021) ou visando
diminuir sua atividade através da atenuacdo de moléculas secretadas por células
dendriticas e macréfagos como inibidores de fator de crescimento de células B (BAFF)
vem sendo empregadas (TANAKA, 2020). Sendo assim, a ativagédo do sistema imune
leva a geracdo de células T efetoras e autoanticorpos que podem lesar Orgaos
(SHARABI; TSOKOS, 2020).

Pode haver presenca de diferentes autoanticorpos como: anticorpo antinuclear
(FAN), anticorpo anti Ro/SSa (proteina associada a RNA de funcdo desconhecida,
relacionado ao LES cutaneo e neonatal), anticorpo anti La/SSb (proteina associada a
RNA polimerase), anticorpo anti fosfolipideo, anticorpo anti dupla fita DNA, anticorpo
anti Smith (associados a complicacdes diversas do LES), anticorpo antinuclear
ribonucleoproteina. Ainda relacionados, porém menos comuns, anticorpo
anticardiolipina, anticorpo anidrase carbonica Il, colageno, fibronectina, histona H2A-
H2B-DNA, Ku-DNA quinase, RNA polimerase I-1ll (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2017;
VON MUHLEN; TAN, 1995; ZHERNAKOVA; WITHOFF; WIJMENGA, 2013).

A expressdo aumentada de genes relacionados a producédo de interferon é via
chave para o principio e desdobramento do LES (ZHAO et al., 2021). As células
dendriticas sdo as principais produtoras de IFN-I, mas outras células também podem

amplificar a producdo e manter altos niveis desta citocina. As células dendriticas



17

podem expressar genes que normalmente sao expressos em neutrofilos e
granulécitos, aumentando ainda mais a fonte de antigenos préprios para apresentacao
aos linfécitos T CD4+ (KAUL et al., 2016).

A expressao de receptores do tipo Toll-like (TLR) esta aumentada em células
dendriticas e linfocitos B, ambas consideradas células apresentadoras de antigenos.
Dessa forma, os padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPSs) e padrées
moleculares associados a danos (DAMPSs), associados a infec¢fes, juntamente com
a remocao ineficiente das células em apoptose (eferocitose anomal) interagem de
forma exagerada com o sistema imunol6gico, aumentando a ativacao de linfocitos,
com subsequente producao de autoanticorpos. Citocinas envolvidas na comunicagéao
entre o sistema imune inato e adaptativo, como os IFN-I, BAFF, IL-12 e IL-23 sao
criticas na producéo de autoanticorpos e séo investigadas como alvos de tratamento
farmacologico (TANAKA, 2020).

Os numerosos e heterogéneos sintomas clinicos séo resultado de diferentes
patogéneses, com bases celulares e moleculares especificas (ZHAO et al., 2021). A
frequéncia média das complicacbes mais comuns sao: artrite e complicacdes
neuroesqueléticas (85%); sintomas sistémicos e febre (70%); complicacdes cutaneas
e de mucosas (70%); complicacbes neurolégicas (50%); complicacdes
gastrointestinais  (50%); complicacbes hematoldgicas (50%); complicagcbes
pulmonares (40%); complicacBes renais (30%); pericardite (20%), fenbmeno de
Raynaud (20%) (KAUL et al., 2016). O curso da doenca é imprevisivel, com periodos
de surtos e remisséo (TSOKOS, 2011).

A exposicdo a radiacdo ultravioleta, infeccbes e toxinas podem gerar um
desequilibrio entre células apoptéticas e a remocao ineficiente do material gerado por
estas células, ou seja, efeferocitose anormal (KAUL et al., 2016; PEENE; ELEWAUT,
2019). Como consequéncia, ha exposicdo de autoantigenos nucleares que, em
condicdes fisiolégicas ndo estariam disponiveis para o sistema imune (KIM et al.,
2019). A deficiéncia do sistema complemento relacionada aos pacientes com LES,
pode estar relacionada com a diminuicdo do processo de opsonizacdo de células
sofrendo apoptose e, por consequéncia, falha na sinalizacdo para a fagocitose
(TSOKOS et al., 2016).

Como fatores ambientais, infecgdes bacterianas e virais podem fazer parte da

imunopatogénese do LES de quatro formas: liberacdo de epitopos cripticos, inducéo
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de piroptose, armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETosis) e interagdes com
constituintes de biofilmes de bactérias gram-negativas.

O mimetismo molecular € complexo no LES, mas o papel das células T auxiliar
esta bem estabelecido, a expansao de células B autorreativas requer células T helper
patogénicas. E interessante notar que, o receptor de células T reconhece peptideos
no dependente do MHC, o mimetismo de peptideos s6 poderia ocorrer se 0s conjuntos
de peptideos pudessem ser apresentados as células Th. Além desse mimetismo no
nivel de apresentacdo de peptideos, as respostas imunes das células B contra
patégenos podem iniciar respostas antiDNA, como demonstrado para vacinas contra
pneumonia e anticorpos de ligacao a polissacarideos (AAS-HANSSEN et al., 2015).
Patogenos podem ativar linfécitos T e B autorreativos de forma independente de
antigeno durante uma infec¢éo, criandomeio inflamatdério, mecanismo conhecido como
ativacao espectadora (SANDERSON et al., 2017). Similarmente, 0 mesmo € provavel
para patobiontes presentes na MI, em outras palavras, tanto microrganismos
patogénicos quanto oportunistas podem promover processos pro-inflamatorios, de
forma a iniciar ou propagar a formacdo de autoantigenos (RUFF; GREILING;
KRIEGEL, 2020)

A liberacdo de epitopos expde autoantigenos nucleares quando o patégeno
direciona a célula do hospedeiro diretamente a morte celular ou em consequéncia da
acdo do sistema imune. Cromatina e DNA mitocondrial humanos, os quais antes
ficavam compartimentalizados, sédo liberados no meio extracelular. A eferocitose pode
nao ser totalmente efetiva nos casos de infec¢cdo aguda, levando a maior tempo de
exposicdo de material nuclear e subsequente ativacdo da imunidade inata. Os
materiais nucleares e DNA mitocondrial sdo considerados DAMPs. Piroptose, uma
forma inflamatéria de apoptose, leva a ativacdo da Caspase-1 que estimula a formacéao
de poros na membrana, resultando em lise osmadtica e liberagdo do contetdo
citoplasmatico. O lipopolissacarideo (LPS), principal componente da membrana de
bactérias gram-negativas, pode levar a piroptose independente da caspase-1, quando
se encontra no citoplasma e ativa as caspases 4 e 5. Ambos 0os mecanismos sao
importantes para a exposicdo de DAMPs e PAMPs, principalmente na presenca de
patdégenos intracelulares como virus e algumas bactérias. NETosis é um tipo de morte
celular induzida pela presenca de infecgbes bacterianas clinicas ou subclinicas. Os
neutrofilos sdo as primeiras células a chegarem ao local da infec¢édo e a extrusédo de

redes extracelulares compostas de DNA mitocondrial oxidado, cromatina e fibras
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servem de armadilhas para o aprisionamento de células bacterianas, impedindo a
disseminacgdo dos patdgenos e facilitando a acédo dos fagocitos e secrecdo de IFN-I
(QIU; CARICCHIO; GALLUCCI, 2019; RUFF; GREILING; KRIEGEL, 2020).

Glicocorticoides e imunossupressores sao medicamentos frequentemente
utilizados para o tratamento do LES. No entanto, essa abordagem terapéutica é nao-
especifica, além de causar efeitos adversos importantes como aumento do risco de
infecgBes (oportunistas ou ndo) e alteragdes metabdlicas que podem piorar a saude
O0ssea e desequilibrar os processos enddécrinos, levando a hipertensdo arterial e
diabetes. Em 2014, A European League Against Rheumatism (EULAR) definiu
objetivos no tratamento do LES: o principal deles € a remissdo sem sintomas
sistémicos e desordens relacionadas a 6rgédos. As doses de glicocorticoides devem
ser diminuidas progressivamente a medida que o0s sintomas diminuem e o0s
marcadores imunoldgicos estejam dentro dos limites esperados (TANAKA, 2020).

No ano de 2019, a European League Against Rheumatism/American College of
Rheumatology (EULAR/ACR) publicou uma atualizagdo quanto aos critérios
diagnésticos para LES. Em resumo, ha uma tabela com pesos diferentes para cada
tipo de alteracao clinica: sistémica, hematologica, neuropsiquiatrica, cutaneomucosa,
cardiaca ou pulmonar, musculoesquelética, renal. Seguida, também, de pesos
especificos para alteracdes imunoldgicas: anticorpos antifosfolipides, alteracdo nas
proteinas do complemento e anticorpos especificos para LES (anti dsDNA e Anti sm).
Apesar de haver a possibilidade de pacientes com LES e FAN negativo, entre 96% a
99% dos pacientes com LES apresentam esse marcador positivo (ARINGER;
JOHNSON, 2020).

Apos a introducao dos glicocorticoides na década de 1950 no tratamento do LES,
a sobrevida dos pacientes aumentou (DORNER; FURIE, 2019). Mas desde a década
de 1980, a taxa de mortalidade atingiu um platd, apesar das melhorias no diagnéstico
e tratamento (KAUL et al., 2016). LES é uma das doencas autoimunes mais
prevalentes em todo o mundo. Por isso, € urgente elucidar ndo sé os detalhes dos
mecanismos de desenvolvimento, assim como desenvolver novas estratégias para o
diagnéstico e tratamento desta doenca e trazer luz para o entendimento de outras
doencas autoimunes (ZHAO et al., 2021).

A microbiota atualmente é reconhecida por seu papel no metabolismo, imunidade
e desenvolvimento neurologico, manutencdo da barreira intestinal. Dessa forma,

estudos que relacionem a microbiota intestinal com o LES sdo necessarios para
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esclarecer o papel da microbiota no desenvolvimento e exacerbacgdo dos LES (MA et
al., 2019; ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019).

l.2. Microbiota intestinal

A microbiota intestinal (MI) é um ecossistema dindmico complexo caracterizado
por trilhnBes de microrganismos que habitam e mantém a homeostase do trato
gastrointestinal (TGI) (OLIPHANT; ALLEN-VERCOE, 2019). Estudos da ultima década
indicam que o numero de células bacterianas é da mesma ordem de grandeza que
células humanas (SENDER; FUCHS; MILO, 2016). Em todo corpo, ha cerca de 38
trilnGes de bactérias em comunidades diversas (SENDER; FUCHS; MILO, 2016;
SILVERMAN; AZzZOUZ; ALEKSEYENKO, 2019). Ha cerca de 1.000 espécies
(ZHANG; FRENETTE, 2019), classificadas nos filos: Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia, com abundancia
relativa de 98% de Firmicutes e Bacteroidetes (RINNINELLA et al., 2019).

A MI tem distribuicdo heterogénea ao longo do TGl, sendo o c6lon o local de maior
densidade bacteriana devido as condi¢cbes favoraveis para a proliferacdo dos
microrganismos, caracterizadas por alta disponibilidade de nutrientes, menor
concentracdo de enzimas digestivas e peristalse mais lenta (DA SILVA; DOS
SANTOS; BRESSAN, 2013).

Ha diversos fatores que podem influenciar a composicao e funcéo da microbiota
intestinal:
habitos alimentares, estilo de vida (alcoolismo/tabagismo/atividade fisica), regido
geografica, género, idade, uso de medicamentos (principalmente uso de antibidticos).

O papel da Ml é vasto e tem sido abordado recentemente por varios pesquisadores.
No intestino delgado, a microbiota regula a absorcdo e metabolismo de nutrientes,
impede a infec¢do por patégenos através da competicdo e modificagdo do pH local
(OLIPHANT; ALLEN-VERCOE, 2019). No colén, bactérias podem sintetizar cofatores
gue influenciam o metabolismo energético do hospedeiro e regulam a expressao
génica, e a sintese de vitaminas dos complexos B e K (OLIPHANT; ALLEN-VERCOE,
2019; WU et al., 2019).

Embora a microbiota esteja constantemente exposta a perturbacées ambientais,
sua composicdo e funcdo em um individuo saudavel sdo estaveis, visto que as

comunidades microbianas sao resilientes e, consideravelmente, resistentes a
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mudanca (SOMMER et al., 2017). Apesar de se adequar as mudancas, a microbiota
pode se desequilibrar e perder sua resiliéncia, ou seja, a sua capacidade de retornar
ao seu estado de eubiose (homeostase), desenvolvendo um estado de desequilibrio
denominado disbiose (SILVERMAN; AZZOUZ; ALEKSEYENKO, 2019).

O desenvolvimento da microbiota até 2,5 anos € critico, e processos disruptivos
podem ser decisivos para o0 desenvolvimentos de doengas como obesidade,
autoimunes e cancer (WU et al., 2019). Logo ap0s 0 nascimento comega um processo
de colonizacao dos microrganismos devido ao contato com a vagina, fezes, pele, seios
e a pele da mae com o recém-nascido. Os microrganismos continuam aumentando
em populacdo a medida que o bebé entra em contato com o ambiente e através da
alimentacgé&o. Fatores que influenciam na colonizagao inicial da microbiota sdo: idade
gestacional, via de parto (vaginal ou cesarea), dieta (aleitamento materno ou férmula
infantil), higiene, uso de antibiéticos. A microbiota do recém-nascido € menos diversa
e com dominancia dos filos Proteobacteria e Actinobacteria. Aos 2,5 anos de idade,
em média, a microbiota intestinal fica estavel e se assemelha a de um adulto, e essa
caracteristica mais estavel da microbiota € denominada resiliéncia (SOMMER et al.,
2017; WU et al., 2019; ZMORA; SUEZ; ELINAYV, 2019).

O papel fundamental da microbiota intestinal e o sistema imunolégico ja foi descrito
pela literatura cientifica. Até dois tercos das células imunoldgicas residem na lamina
prépria, tecido conjuntivo das membranas mucosas. Animais livres de microbiota ou
germ-free tem o sistema imunoldgico disfuncional ja que apresentam deficiéncias na
maturacdo de células imunes, diminuicdo nas placas de Payer, linfonodos
mesentéricos menos desenvolvidos e, por consequéncia, diminuicdo de secre¢do de
IgA, muco e peptideos antimicrobianos (AMP). Os animais germ-free apresentam
alteracbes na morfologia e motilidade intestinal, com mudanca na absorcdo de
nutrientes, aumento do tempo de turnover do epitélio intestinal e microvilosidades
irregulares (MANCA et al., 2020). Além do mais, as bactérias que compdem a
microbiota intestinal sdo capazes de interagir com as células imunoldgicas através de
mecanismos diretos e indiretos. Inclusive, a producdo de metabdlitos proveniente da
microbiota como os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) tem caracteristicas
imunomoduladoras (ABDOLLAHI-ROODSAZ; ABRAMSON; SCHER, 2016), o
tratamento com butirato, um tipo de AGCC, melhorou a disbiose associada ao LES e

atenuou a leséao renal lipica em camundongos (HE et al., 2020).
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Os AGCC fornecem energia adicional para os colonécitos e mantém o pH ideal.
Interessantemente, o butirato ativa os proliferadores de peroxissoma tipo gama
(PPARY) e aumentam a 3 oxidacdo e consumo de oxigénio no intestino, gerando um
ambiente anaerébico (RUFF; GREILING; KRIEGEL, 2020). A disbiose esta associada
a uma diminuicao relativa da biodiversidade microbiana relacionada com um ambiente
com maior concentracdo de oxigénio e menos acido que, por consequéncia, propicia
a expansao de patobiontes (BROWN; KENNY; XAVIER, 2019; FAN; PEDERSEN,
2020).

Ao defender seu nicho ecolégico, a microbiota favorece a imunidade de barreira e,
portanto, sua propria contengdo, minimizando o contato entre 0os microrganismos e a
lamina propria. Essa separacgdo fisica € realizada por agdo conjunta de enterdécitos e
outras células epiteliais, muco, IgA, AMP, a-defensinas, lectina, lisossomos e células
do sistema imune. No intestino delgado, a camada de muco produzida pelas células
de Goblet ou caliciformes faz com que a maioria das células bacterianas estejam
afastadas da camada epitelial. J& no célon, ha uma dupla camada de muco na qual a
microbiota interage com a mais superficial, deixando a camada inferior praticamente
livre de microrganismos. Ademais, 0 muco serve como fonte de energia e carbono
para algumas bactérias. A proposito, essa interacdo € bidirecional, alteragcdes no muco
podem levar a desequilibrios na microbiota e moléculas sinalizadoras advindas do
metabolismo microbiano sdo necesséarias para uma adequada producdo de muco
(BROWN; KENNY; XAVIER, 2019; RUFF; GREILING; KRIEGEL, 2020; ZHANG;
FRENETTE, 2019).

E importante ressaltar que estudos que tem como objetivo entender a relacéo entre
a microbiota intestinal, a disbiose e doencas autoimunes vem ganhando forca na
comunidade cientifica (KONIG, 2020), entretanto, no Brasil, ainda ndo ha dados sobre

pacientes com LES e o seu perfil de microbiota intestinal.

I.3. Microbiota intestinal e lGpus eritematoso sistémico

A partir dos resultados recentes de estudos epidemioldgicos, fisiologicos,
complementados por estudos celulares e experimentos em animais, parece que uma
parte consideravel da influéncia ambiental sobre a satde humana e o risco de doengas
podem ser mediados ou modificados por interacBes entre microrganismos e o seu

hospedeiro humano. Analises integradas dos microbiomas e metabolémica indicam
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gue metabdlitos bioativos podem ser absorvidos pelos enterdécitos e cair na circulacao
sanguinea, contribuindo com a imunopatogénese de doencas (FAN; PEDERSEN,
2020).

A disbiose esta associada com a perda da integridade da barreira intestinal e a
liberagdo de componentes bacterianos ou até mesmo a translocacdo bacteriana
(SILVERMAN; AZZOUZ; ALEKSEYENKO, 2019). Os gatilhos relacionados a
microbiota podem ter um papel importante no desenvolvimento e progresséo do LES.
A resposta imune inata a acidos nucleicos e nucleoproteinas foi associada a algumas
infecgbes bacterianas (ILLESCAS-MONTES et al., 2019; PEENE; ELEWAUT, 2019).
Em individuos geneticamente predispostos, epitopos bacterianos similares a proteina
ligante de RNA (Ro) expressos por bactérias da microbiota foram associados ao
priming e selecdo de clones de células B autorreativas, além da ativacéo de linfocitos
de memoria (GREILING et al., 2018).

Ha, atualmente, alguns modelos animais que permitem andlises de microbiota
intestinal e LES. Em camundongos MRL/Ipr foram encontrados aumento relativo de
membros da familia Lachnospiraceae e diminuicdo do género Lactobacillus, com
associacdo de sintomas precoces e mais graves (ZHANG et al., 2014). Tanto em
camundongos MRL/Ipr quanto em NZB/W F1, que também desenvolvem doenca
correspondente ao LES, porém de forma mais lenta, houve alteracéo da diversidade
da microbiota intestinal a medida em que a doenca progredia (LUO et al., 2018;
ZHANG et al., 2014).

Em estudos de coorte de LES, houve forte evidéncia de disbiose intestinal
demonstrada pelo aumento relativo significativo de Ruminococcus gnavus em relagéao
ao grupo controle. O crescimento excessivo de Ruminococcus gnavus foi
acompanhado pela diminuicdo da espécie Bacteroides uniformis. O mesmo estudo
relatou dano a barreira intestinal nesses pacientes e relacionou essas altera¢cées com
a perda de tolerancia (PEENE; ELEWAUT, 2019).

Os dois filos predominantes na microbiota intestinal de adultos s&o: Firmicutes e
Bacteroidetes, com predominancia do primeiro (WU et al., 2019). Em diversos estudos,
foi reportado diminuicdo na razdo dos filos Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) em
pacientes com LES comparado aos controles saudaveis (CS) (GERGES et al., 2021;
GREILING et al., 2018; HE et al., 2016; HEVIA et al., 2014). Essa alteracao é relatada
em estudos em diferentes paises. No Egito, um trabalho com pacientes recentemente

diagnosticados com LES nédo so6 reafirmou essa alteracdo, como também encontrou
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uma correlacao inversa entre 0 SLEDAI 2K (escore clinico para atividade da doenca)
e a razao F/B. Outro resultado relevante encontrado foi uma diminuic&o significativa
no género Lactobacillus (GERGES et al., 2021).

Consoante, outro trabalho multicéntrico encontrou diminuigéo da razdo F/B tanto
em pacientes chineses e quanto espanhdis, sugerindo que mesmo em etnias
diferentes, pacientes com LES tem alteracées similares no perfil da microbiota
intestinal. Os géneros Rhodococcus, Eggerthella, Klebsiella, Prevotella, Eubacterium,
Flavonifractor e Incertae sedis estavam significativamente aumentados, enquanto
Dialister e Pseudobutyrivibrio estavam reduzidos nos pacientes chineses comparados
aos controles (HE et al., 2016).

Dentre os diversos fatores que contribuem para o estabelecimento de uma
comunidade microbiana intestinal, a dieta € considerada o principal e o mais facil de
ser modificado (MAFRA et al., 2019; ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019).

l.4. Microbiota intestinal e componentes alimentares

Os carboidratos séo a principal fonte de energia da dieta (KRAUSS et al., 2000).
No entanto, nem todos os carboidratos consumidos através da dieta podem ser
acessiveis ao metabolismo humano ja que a capacidade enzimatica dos seres
humanos é limitada. Nesse contexto, o arsenal enzimatico das bactérias presentes na
microbiota intestinal € vasto e excede a capacidade humana de hidrolisar diversos
carboidratos presentes na alimentacdo (KOLODZIEJCZYK; ZHENG; ELINAV, 2019).
O termo mais genérico para aqueles carboidratos cujo corpo humano néo é capaz de
digerir e absorver através das suas préprias enzimas é fibra alimentar. A fermentacéo
sacarolitica acontece principalmente no célon proximal, onde a concentracéo de fibras
alimentares é maior. Bactérias gram-positivas como espécies de Bifidobacterium,
Ruminococcaceae e Lachnospiraceae sdo 0s principais grupos responsaveis pela
fermentacédo das fibras (KORPELA, 2018). O tratamento com amido resistente, um
tipo de carboidrato rico em fibras, foi capaz de diminuir a sinalizacdo de IFN-I,
reduzindo ativacao de células dendriticas plasmocitdides e aliviar os sintomas de LES
em camundongos com disfung&o no TRL-7 Visto esse contexto, S0 necessarios mais
estudos que relacionem a dieta, a microbiota intestinal e LES (CHIARO; ROUND,
2019).
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Apesar de todo o conhecimento cientifico gerado nos ultimos anos e de estudos
publicados que apoiam a teoria da disbiose intestinal como uma chave para o
desenvolvimento de doencas autoimunes e especificamente o LES (BROWN; KENNY;
XAVIER, 2019; KONIG, 2020; VAN DE WIELE et al., 2016; XIANG et al., 2022), ainda
ndo ha estudos no Brasil associando a microbiota intestinal e habitos alimentares em
pacientes com LES, sendo o trabalho atual inédito no Brasil e América do Sul (XIANG
et al., 2022).
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lI. JUSTIFICATIVA
Os medicamentos utilizados para o tratamento do LES podem causar efeitos

adversos como aumento da chance de infeccdo e disfuncbes metabdlicas, seja
comprometendo a saude 0ssea ou favorecendo hipertensdo. Novas terapias como o
tratamento com imunobioldgicos, apesar de promissoras, SA0 onerosas para o sistema
Unico de saude (SUS), além de aumentarem as chances de infe¢cBes oportunistas. As
infeccbes e complicacdes cardiovasculares sdo as principais causas de morte em
pacientes com LES, segundo dados nacionais e internacionais (COSTI et al., 2017;
REPPE MOE et al., 2021). Apesar das melhorias no diagnéstico e tratamento, desde
a década de 1980, a taxa de mortalidade de pacientes com LES atingiu um platd
(KAUL et al., 2016). O LES progrediu para doenca renal crénica em 5-11% de todos
os pacientes com LES, segundo um estudo de acompanhamento de pacientes por 15
anos na europa (REPPE MOE et al., 2021). Desta forma, podemos classificar o LES
como uma doenca crénica de grande sobrecarga funcional (GERGIANAKI et al., 2017;
REPPE MOE et al., 2021; YEH et al., 2013)

Mesmo em um sistema de salde que ofereca acesso aos cuidados médicos, a
baixa situacdo socioecondmica esta associado a piores desfechos do LES (SAGY et
al., 2022). No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro De Geografia e Estatistica (IBGE),
h&a uma correlacdo entre raca e situacdo socioeconémica. Dados de 2018 apontam
gue ha 15,4% de pessoas brancas vivendo abaixo da linha da pobreza (menos de 5,50
dolares americanos por dia per capita), contra 32,9% de pessoas negras e pardas.
Sendo o LES mais frequente em pessoas negras e pardas, ha indicios que essa
doenca tenha um impacto ainda maior do que o relatado até agora no nosso pais em
relacdo a qualidade de vida das pessoas.

Portanto, trabalhos cientificos como o presente estudo sédo importantes tentar
enteder o papel da microbiota na fisiopatologia do LES, a influéncia da dieta na
modulacdo da MI e saude geral, bem como tentar identificar possiveis assinaturas da
microbiota e propor tratamentos adjuvantes com moduladores da MI, visando reduzir

custos relacionados a saude publica e melhor qualidade de vida para os pacientes.
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lll. Objetivos

l1l.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a microbiota intestinal de

pacientes com ldpus eritematoso sistémico, comparar com a microbiota de

individuos sadios e correlacionar com a dieta.

lll. 2. Objetivos especificos

1.
2.
3.

Descrever os dados demograficos e clinicos dos pacientes com LES;
Caracterizar a microbiota intestinal de pacientes com LES;
Comparar a composi¢do da microbiota intestinal de pacientes com LES a dos

individuos controles;

4. Descrever o0s habitos alimentares de pacientes com LES;

5. Comparar os habitos alimentares de pacientes com LES a dos individuos

controles;
Correlacionar os resultados da composicdo da microbiota intestinal de
pacientes com LES aos dados demograficos, clinicos e aos habitos

alimentares.
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V. Materiais e Métodos

IV. 1. Casuistica e coleta das amostras

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital de Cancer de Barretos (Processo: 1.268/2016) (Anexo 1). Pacientes com LES
e individuos sadios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Anexo 2), e responderam ao questionario sobre estilo de vida e habitos alimentares
(Anexo 3).

Pacientes maiores de 18 anos, diagnosticados com LES, segundo os critérios
revisados no American College of Rheumatology (1982, revisados em 1997), foram
recrutados para avaliacdo da microbiota intestinal e habitos alimentares. Individuos
sadios, sem histérico familiar de LES e outras doencas autoimunes, foram incluidos
no estudo como grupo controle.

Critérios de exclusdo como cirurgia bariatrica, doencas inflamatorias intestinais,
presenca de diarreias cronicas infecciosas ou ndo e uso de medicamentos como
antibidticos e laxantes nos ultimos 30 dias foram considerados para ambos 0s grupos.

Os dados clinicos dos pacientes, tais como lesdes cutaneas ativas, avaliacaoo de
autoanticorpos (FAN, anti-DNA nativo, anti-Sm, anticardiolipina 1gG e IgM,
anticoagulante lUpico, anti-La/SSB, anti-Ro/SSA e anti-RNP), escore clinico SLEDAI
(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) (ANEXOW) e tratamento
medicamentoso foram registrados.

O SLEDAI avalia os sintomas clinicos e resultados laboratoriais dos pacientes com
LES, cada critério possui uma pontuacdo. Ao final, os pontos sdo somados para
determinar o grau de atividade da doenca. SLEDAI 0 é considerado como LES inativo;
de 1 a 5 pontos, atividade leve; de 6 a 10 pontos, atividade moderada; de 11 a 19
pontos, atividade alta; e 20 pontos ou mais, atividade muito alta.

O SLEDAI-2K surgiu como atualizagdo do SLEDAI, no ano 2000. A modificagcédo
proposta incluia a atividade persistente de alguns parametros, e ndo a pontuacao
desses parametros apenas nos casos de inicio ou recorréncia. Portanto, para o
SLEDAI-2K, os critérios sdo os mesmos, porém a pontuacgdo de alguns itens difere do
SLEDAI.

As amostras de fezes foram coletadas pelos préprios individuos ou familiares em
frasco coletor universal para posterior extracdo de DNA. O DNA foi extraido utilizando
kit comercial e a caracterizagcdo da microbiota intestinal de pacientes e controles foi
realizada por PCR em tempo real e sequenciamento de nova geracgao.
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IV.2. Questionarios social, epidemiologico e de frequéncia alimentar

O questionério foi desenvolvido com propésito de agrupar dados sociais,
epidemiolégicos e de frequéncia alimentar dos pacientes com LES e individuos
controles. O questionario envolveu somente perguntas fechadas de modo a coletar
dados de estilo de vida como pratica de exercicios fisicos, tabagismo, uso de
medicamento, consumo de bebidas alcodlicas, doencas pregressas.

Utilizamos o inquérito alimentar do tipo questionério de frequéncia alimentar (QFA)
do tipo entrevista realizada por nutricionista treinada. O QFA € muito utilizado para
estudos que tem como objetivo caracterizar os habitos alimentares de uma maneira
eficiente. Para tanto, um questionario com aproximadamente 20-25 minutos de
duracdo, j4 que o tempo necessario para aplicacdo de um QFA é um dos principais
fatores limitantes para a adesdo dos sujeitos da pesquisa (SAM et al., 2020). O
guestionario avaliou a frequéncia de consumo de grupos alimentares com efeitos na
MI j& descritos na literatura (ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019).

IV.3. Extracdo de DNA e PCR em tempo real

O DNA bacteriano foi extraido a partir de 200 mg de fezes das amostras de
pacientes e controles utilizando o kit QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN), de acordo
com o protocolo do fabricante. Alguns grupos bacterianos presentes nas amostras
fecais foram caracterizados por PCR em tempo real utilizando primers descritos em
literatura prévia (LARSEN et al., 2010) (Tabela 1). Os primers sdo especificos para
bactérias Roseburia faecis, Roseburia hominis, Roseburia intestinalis e Roseburia
cecicola, grupo Bacteroides-Prevotella, subgrupos Prevotella falsenii, Prevotella copri,
Prevotella nigrescens, Prevotella intermedia, Prevotella pallens, Prevotella maculosa
e Prevotella oris, Bifidobacterium e Lactobacillus. As reacdes foram realizadas
utilizando 7,5 uL de Power SYBR Green PCR Master Mix (APPLIED BIOSYSTEMS),
4,0 pL de agua ultrapura, 1,0 uL dos primers forward e reverse a 2 uM, e 1,5 uL de
DNA, diluido para 5 ng, totalizando 15 uL de volume final. Para a quantificacdo
relativa, o numero de cépias de DNA bacteriano amplificados para Prev, Bif, Bac, Lac

e Ros foram normalizados pelo numero de copias do primer universal Univ. A
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abundancia relativa foi calculada a partir dos valores de Ct e expressos em unidades
relativas de expresséao (URE) (ALBESIANO et al., 2003) por 200 mg de fezes.

Tabela 1. Sequéncia de primers para o0 16S bacteriano e tamanho dos produtos.

Grupo/subgrupo Sequéncia dos primers (5’- 3’) PFr)oduto e
CR fEbZ
Prevotella F: CACCAAGGCGACGATCA 283
(Prev) R: GGATAACGCCYGGACCT
Bifidobacterium F: GCGTGCTTAACACATGCAAGTC 126
(Bif) R: CACCCGTTTCCAGGAGCTATT
Bacteroides F: GAAGGTCCCCCACATTG 410
(Bac) R: CAATCGGAGTTCTTCGTG
Roseburia F: TACTGCATTGGAAACTGTCG 230
(Ros) R: CGGCACCGAAGAGCAAT
Lactobacillus F: AGCAGTAGGGAATCTTCCA 341
(Lac) R: CACCGCTACACATGGAG
Universal F: TCCTACGGGAGGCAGCAGT 466
(Univ) R: GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

PCR: Reacdo em cadeia da polimerase; F: primer forward; R: primer reverse; C: Citosina; A:

Adenina; G: Guanina; T: Timina; pb: pares de bases.

IV.4. Sequenciamento das regides V3/V4 do 16S bacteriano e analises

A quantidade de DNA foi determinada em Nanodrop e no Quantus e ajustada para
5 ng/mL com tampéao Tris (10mM, pH=8,5).As regides V3 e V4 do 16S bacteriano
foram amplificadas por PCR utilizando 2,5 mL do DNA bacteriano, 5 mL de cada um
dos primers e 12,5 mL de mix contendo a enzima 2x KAPA HiFi Hot Start Ready Mix.
O produto da PCR (2 uL) foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2% em
solugéo tampé&o contendo 40 mM de Tris-acetato (pH=8,0; 1mM de EDTA - solugao
tampé&o TAE), por 30 minutos, a 100 volts constantes. Para a visualizacdo das bandas
foi utilizado o intercalante de DNA GelRed. O produto da PCR foi purificado utilizando
o kit AMPure XP beads (BD Biosciences, CA, EUA). As bibliotecas de DNA foram
construidas conforme os protocolos da lllumina, incluindo etapas de ligacao dos
adaptadores (Nextera XT Index Kit), varias etapas de purificagdo (AMPure XP beads),
guantificacdo e desnaturacdo pré-sequenciamento (MiSeq v3 reagent kits). O

sequenciamento das amostras foi realizado utilizando a plataforma lllumina MiSeq
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System, através da colaboracdo com pesquisador da DNAconsult (Sdo Carlos) e
bioinformatas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP Jaboticabal).
As andlises foram realizadas utilizando o MiSegReporter Software. As reads geradas

pelo sequenciamento foram classificadas utilizando a base de dados RDP.

IV.5. Andlise Estatistica

As comparagfes entre as variaveis de estilo de vida e habitos alimentares foram
realizadas pelo teste Qui-quadrado de Pearson. Para a comparacdo das unidades
relativas de expressao dos grupos bacterianos entre pacientes e controles foi utilizado
o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (One-tailed). As correlacdes das unidades
relativas de expressao com as variaveis de estilo de vida e habitos alimentares foram
realizadas pelo teste de Pearson ou Spearman. Valores de P<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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V. RESULTADOS

V.1. Descricdo do grupo de pacientes com LES

O grupo de pacientes com LES esta constituido por 14 pacientes do sexo feminino,
diagnosticados através de manifestacdes clinicas e exames laboratoriais, com idades
entre 26 e 55 anos (média e desvio padrao = 45 + 9,84 anos).

A massa corporal dos pacientes variou entre 55 Kg e 95 Kg (média e desvio padréo
=69,85 Kg + 11,83 Kg). A estatura das pacientes variou entre 151 cm e 164 cm (média
e desvio padrdo = 159,2 cm * 4,22 cm). Ja o indice de massa corporal (IMC) variou
entre 21,5 Kg/m2 e 35,8 Kg/m2 (média e desvio padrdao= 27,48 + 3,91). Sendo que
35,71% apresentaram peso adequado para altura, 42,85% sé&o classificados com
sobrepesos e 21,42% sdo classificados como obesos. Os dados demogréficos e
clinicos estao representados na Tabela 2.

Os dados clinicos, tais como tempo de doenca, escore clinico SLEDAI e SLEDAI-
2K estdo presentes na Tabela 3. SLEDAI-2K é a versdo atualizada em 2000 do
SLEDAI, que nédo inclui resultados de exames laboratoriais, porém o SLEDAI
convencional ainda é o mais utilizado para classificar a atividade do LES. Em relacdo
ao SLEDAI, 7,14% dos pacientes apresentam inatividade da doencga; 7,14% atividade
leve; 7,14% atividade moderada; 35,71% atividade alta; e 42,85% atividade muito alta.

Na Tabela 4 estdo afixados resultados dos exames laboratoriais de pesquisa de
autoanticorpos, obtidos através dos prontuarios do AME das pacientes e o tratamento
atual utilizado para a doencga. Outros anticorpos, como anti-Sm e anticardiolipina foram
solicitados para algumas pacientes. LESO01, 09, 10, 11 e 14 realizaram a pesquisa de
anti-Sm, sendo que o Unico resultado reagente foi para LES11. LES09, 10 e 11

realizaram pesquisa para anticardiolipina, sendo todos néo reagentes.



Tabela 2: Descricdo dos dados demograficos dos pacientes com LES.

Pacientes Sexo/idade Etnia Peso(kg) Altura(cm) IMC
LESO1 F/ 52 Branca 63 155 26,2
LES02 F/46 Parda 72 160 28,1
LESO03 F/ 48 Branca 63 160 24,6
LES04 F/54 Negra 60 155 25
LESO05 F/26 Negra 56 151 24,6
LES06 F/55 Branca 67 160 26,2
LESO7 F/51 Parda 95 163 35,8
LESO08 F/39 Branca 69 163 26
LES09 FI37 Parda 73 159 28,9
LES10 Fla7 Branca 74 153 31,6
LES11 F/26 Parda 55 160 21,5
LES12 F/54 Negra 91 165 33,4
LES13 Fl42 Negra 77 164 28,6
LES14 F/54 Parda 63 161 24,3

Tabela 3: Dados clinicos dos pacientes com LES.

Pacientes Tempo de doenca  SLEDAI SLEDAI-2K

LESO1 20 anos 26 19
LESO2 2 anos 14 14
LESO3 2 anos 22 23
LES04 13 anos 12 14
LESO05 11 anos 22 19
LESO06 17 anos 4 4
LESO7 6 anos 16 9
LESO8 8 anos 24 24
LESO09 6 anos 35 35
LES10 12 anos 8 8
LES11 1,8 anos 16 16
LES12 15 anos 24 24
LES13 2 anos 12 12

LES14 4 anos 0 0
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Tabela 4: Descricédo dos dados clinicos dos pacientes diagnosticados com LES.

Pacientes FAN Anti-DNA (Rg;]/tSI-SSBS'(AI\_a) Tratamento atual
LESO1 Negativo Negativo Negativos Meloxicam
LES02 F'”f/gjgso ND ND Azatioprina

Nuclear
LESO3 homogéneo Negativo Negativos Hidroxicloroquina
1/320
LES04 Negativo ND ND ND
Nuclear Hidroxicloroquina,
LESO05 homogéneo 1/1280 ND micofenolato e
1/320 prednisona
LESO06 Negativo ND ND ND
LESO7 Negativo Azatioprina e prednisona
LESO08 Pontir/]gzdé) L ND ND Azatioprina
. . : Hidroxicloroquina e
LESO09 Negativo Negativo Negativos metotrexato
LES10 h NucIeAar N . Ro positivo Azatioprina e
omogeneo egativo La negativo hidroxicloroquina
periférico 1/80
Nuclear Ro positivo Hidroxicloroquina e
LES11 pontilhado fino Negativo positi ; q
La negativo micofenolato
1/160
Centrométrico,
nacleo
LES12 reagente, placa ND ND Hidroxicloroquina
metafasica
presente 1/320
Nuclear Metotrexato, prednisona
LES13 pontilhado ND ND hidroxicl’oroquina '
1/640
Nuclear .
LES14 homogéneo Negativo XE posm_vo Nimesulida
1/8160 La negativo

ND: Nao determinado

V.2. Descrigdo do grupo de individuos controles

O grupo controle contém vinte e oito pacientes do sexo feminino (93,33%) e dois

pacientes do sexo masculino (6,67%), com idades entre 25 e 70 anos (51,8 £ 12,93),
massa corporal entre 41 e 95 Kg (69,73 + 12,09 Kg), altura entre 149 e 179 cm (162,06
+ 7,57 cm) e IMC entre 16,4 e 33,8 Kg/m? (26,59 * 4,38), dessa forma 3,34% dos

controles apresenta baixo peso, 36,67% sé&o classificados com peso adequado para

altura, 23,32% apresentam obesidade e 36,67% sobrepeso. Os dados demogréficos

foram registrados e estdo representados na Tabela 5. Do total, 80% consideram-se
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branco, 3,3% negro, 13,3% consideram-se pardos e 3,3% asiatico. Os entrevistados

referem que j& moraram tanto em zona rural quanto em zona urbana, 63,3% apenas

em zona urbana. Nenhum controle fez uso de anti-inflamatérios, antibiéticos,

corticoides ou imunossupressores e vacina nos intervalos de 07-30 dias prévios ao

guestionario e coleta de material biol6gico. 16 controles (53,3%) relataram cirurgias

prévias: colecistectomia, histerectomia, cesérea e laqueadura.

Tabela 5: Descricdo dos dados demograficos e clinicos do grupo controle.

Controles
CTL60
CTL61
CTL62
CTL63
CTL64
CTL65
CTL66
CTL67
CTL68
CTL69
CTL70
CTL71
CTL72
CTL73
CTL75
CTL76
CTL77
CTL78
CTL79
CTL80
CTL81
CTL46
CTL16
CTL22
CTL82
CTL84
CTL86
CTL85
CTL83
CTL87

Sexo
F

T T T T TMTTTMTTMZETNMZETNMTTMTTMTTTTTMTTTT T T TN

Idade

36
61
46
55
49
59
31
28
25
41
43
58
49
55
51
68
70
68
66
55
29
55
39
50
67
66
64
61
55
54

Peso (kg)

70
65
69
72
58
80
83
59
73
83
48
60
53
88
68
60
69
78
74
73
70
95
64
65
65
78
92
72
41
67

Altura (cm)

150
149
175
156
168
170
167
151
153
163
159
170
157
164
155
158
160
152
165
168
170
179
165
160
165
158
167
170
158
160

IMC
31,1
29,3
22,5
29,6
20,5
27,7
29,8
25,9
31,2
31,2
19,4
20,8
21,5
32,7
28,3
24,0
27,0
33,8
27,2
25,9
24,2
29,6
23,5
254
23,9
31,2
33,0
24,9
16,4
26,2

Etnia
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco

Amarelo/Asiatico
Pardo/Mulato
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Pardo/Mulato
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Pardo/Mulato
Branco
Branco
Branco
Negro
Pardo/Mulato
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V.3. Descri¢do do estilo de vida e habitos alimentares dos pacientes com LES

Em relacdo as variaveis relacionadas ao estilo de vida, observou-se que 28,6% dos
pacientes com LES faz uso de &lcool e 21,4% é tabagista. No que diz respeito a pratica
de atividade fisica, apenas uma paciente relatou realizar alguma atividade. Em relacao
aos habitos alimentares, 71,4% dos pacientes mencionaram fazer ingestdo de
legumes, verduras e vegetais todos os dias. As frutas frescas sdo consumidas por
50% das pacientes entrevistadas todos os dias. A carne vermelha é consumida todos
os dias por 50% das pacientes. O leite e derivados sdo consumidos por 35,7% das
pacientes todos os dias. A gordura trans € consumida na maioria dos dias, mas nao
em todos, por 21,4% dos pacientes, mesma porcentagem das que consomem todos
os dias. Massas e comidas enlatadas sdo consumidas por 50% das entrevistadas 1-2
vezes por semana. Cerca de 42,8% das pacientes relataram consumir comida
condimentada 1-2 vezes por semana. Os dados relacionados ao estilo e vida e habitos
alimentares das pacientes com LES encontram-se expressos na Tabela 6.

Na Tabela 7, estdo descritos os dados sobre funcionamento intestinal e historico
familiar e pessoal sobre comorbidades dos pacientes com LES. 50% dos pacientes
apresentam artrite reumatoide. LESO5 apresenta além de LES, artrite reumatoide,
hipertensédo arterial sistémica, esclerodermia e espondilite anquilosante. LES06
apresenta também AR e dermatomiosite.

Tabela 6: Descricdo das variaveis de estilo de vida e habitos alimentares dos
pacientes diagnosticados com LES

Variaveis do questionério sécio-epidemioldgico N (%)
Ingestéo de alcool

Sim 4 (28,6%)
N&o 10 (71,4%)
Uso de tabaco

Sim 3 (21,4%)
Nao 11 (78,6%)
Pratica de atividade fisica

Sim 1 (7,1%)
N&o 13 (92,9%)
Consumo de legumes, verduras e vegetais

Nunca -

Menos que uma vez por més -

1-3 vezes por més -

1-2 vezes por semana 1(7,1%)
Na maioria dos dias, mas nao todos os dias 3 (21,4%)
Todos os dias 10 (71,4%)



Consumo de frutas frescas

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas néo todos os dias
Todos os dias

Consumo de carne vermelha

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de leite e laticinios

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de gordura e gordura trans
Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de massas

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de comida enlatada

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de comida condimentada

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més
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5 (35,7%)
2 (14,3%)
7 (50%)

2 (14,3%)
5 (35,7%)
7 (50%)

1(7,1%)
1 (7,1%)
1 (7,1%)
2 (14,3%)
4 (28,6%)
5 (35,7%)

1(7,1%)
3 (21,4%)
4 (28,6%)
3 (21,4%)
3 (21,4%)

7 (50%)
3 (21,4%)
4 (28,6%)

3 (21,4%)
3 (21,4%)
7 (50%)
1 (7,1%)

1 (7,1%)
2 (14,3%)
5 (35,7%)



1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de pimenta ou comida apimentada
Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de bebidas quentes

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias
Todos os dias

Consumo de probidticos

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias
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6 (42,8%)

6 (42,8%)
1(7,1%)
1(7,1%)
4 (28,6%)
2 (14,3%)

1 (7,1%)

13 (92,9%)

7 (50%)
2 (14,3%)
1(7,1%)
2 (14,3%)

2 (14,3%)

Tabela 7: Descricdo dos dados sobre funcionamento intestinal e histérico familiar e

pessoal sobre comorbidades dos pacientes com LES.

Variaveis do questionario

Funcionamento intestinal

Todos os dias

Trés vezes na semana

Duas vezes na semana

Uma vez na semana

Uso de laxantes nos 7 dias anteriores a coleta de fezes

Sim

Nao

Presenca de diarreia crénica 15 dias antes

Sim

Nao

Historico familiar de LES

Sim

Nao

Nao Sabe

Histérico familiar de outras doencas autoimunes
Sim

Nao

Histérico familiar de doenca inflamatéria intestinal

N (%)

11 (90,1%)
1 (3,3%)
1 (3,3%)
1 (3,3%)

0
14 (100%)

0
14 (100%)

5 (35,7%)
8 (57,1%)
1 (3,3%)

10 (71,4%)
4 (28,6%)



Nao
Historia de infeccoes virais na infancia
Sim

0 (100%)

10 (71,4%)
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N&o 3 (21,4%)
N&o soube informar 1 (3,3%)

Comorbidades

Hipertensao Arterial Sistémica 4 (28,6%)
Diabetes Mellitus tipo 2 1 (3,3%)

Artrite Reumatoide 7 (50%)

Hipotireoidismo 1 (3,3%)

IVAS nas Ultimas 2 semanas 5 (35,7%)
Alergia 3 (21,4%)
Asma 0 (100%)

V.4. Descricao do estilo de vida e habitos alimentares do grupo controle

Em relacdo as variaveis relacionadas ao estilo de vida, observou-se que 46,7%
fizeram uso ou ainda faz de alcool, 20% séo tabagistas (fumando cerca de 1-2 macos
de cigarro por dia). Com relacdo as praticas de atividade fisica, 26,7% dos controles
realizam exercicios, sendo a maioria de 3-5 dias por semana por pelo menos 60
minutos.

Considerando os héabitos alimentares, 53,3% dos controles mencionaram fazer
ingestdo de legumes, verduras e vegetais todos os dias. As frutas frescas séo
consumidas por 43,3% dos entrevistados todos os dias. A carne vermelha é
consumida uma ou duas vezes por semana por 36,7%. O leite e derivados sdo
consumidos por 60% todos os dias. A gordura trans é consumida uma ou duas vezes
na semana por 23,3% dos controles. Alimentos fonte de carboidrato sdo consumidos
por 43,3% dos entrevistados todos os dias. 16,7% dos controles relataram consumir
comida enlatada uma ou duas vezes por semana. Quanto a comida condimentada,
46,7% referem fazer uso de 1-3 vezes por més. Alimentos apimentados ou pimenta
sdo consumidos por 3,3% dos controles todos os dias e café ou bebidas quentes
como cha apresentam frequéncia de 73,3%, sendo consumidos todos os dias. Em
relagdo aos probidticos, 30% relataram que usam 1-3 vezes por més. Os dados
relacionados ao estilo e vida e habitos alimentares dos controles encontram-se
expressos na Tabela 8.

Parametros também avaliados foram o funcionamento intestinal, em que 70%

controles relataram evacuar todos os dias, o uso de laxantes, sendo utilizado por
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3,3% dos controles, e presenca de diarreia crénica nos ultimos 15 dias, sendo que
96,7% negaram.

O dultimo ponto questionado foi histérico familiar de doencas inflamatorias
cronicas. 96,7% do total nega outros familiares com LES, 26,6% referem a presenca
de outras doencas autoimunes na familia (sendo a maioria diabetes tipo 1 e outras
como vitiligo e artrite reumatoide). 83,3% afirmaram que ja foram acometidos por
infecgBes virais mais prevalentes na infancia (sendo considerado uma ou mais entre
as opcOes: sarampo, caxumba, varicela ou rubéola). Dentre controles, 23,3%
apresentam hipertenséo arterial sistémica. 90% negam infec¢bes de vias aéreas
nas ultimas duas semanas e 50% relatam a presenca de alergia. Em relacdo a asma,
96,7% dos controles negaram. Os ultimos dados, funcionamento intestinal e histérico

familiar e pessoal sobre comorbidades estdo na Tabela 9.

Tabela 8: Descricao sobre estilo de vida e habitos alimentares dos controles.

Variaveis do questionario sécio-epidemiolégico

Controles N (%)

Ingestao de alcool

Sim

Nao

Uso de tabaco

Sim

Nao

Pratica de atividade fisica

Sim

Nao

Consumo de legumes, verduras e vegetais
Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de frutas frescas

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de carne vermelha

Nunca

16 (53,3%)
14 (46,7%)

6 (20%)
24 (80%)

8 (26,7%)
22 (63,3%)

2 (6,7%)
4 (13,3%)
8 (26,7%)
16 (53,3%)

4 (13,3%)
8 (26,7%)
5 (16,7%)
13 (43,3%)



Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de leite e laticinios

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de gordura e gordura trans
Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de massas

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de comida enlatada

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de comida condimentada

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias
Todos os dias

Consumo de pimenta ou comida apimentada
Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas nao todos os dias

1 (3,3%)
11 (36,7%)
9 (30%)
9 (30%)

1 (3,3%)
3 (10%)
6 (20%)
2 (6,7%)
18 (60%)

6 (20%)
11 (36,7%)
7 (23,3%)

1 (3,3%)
5 (16,7%)

1 (3,3%)

2 (6,7%)

6 (20%)
8 (26,7%)
13 (43,3%)

8 (26,7%)

14 (46,7%)
5 (16,7%)
2 (6,7%
1 (3,3%)

12 (40%)
14 (46,7%)
4 (13,3%)

15 (50%)
8 (26,7%)
3 (10%)
2 (6,7%)



Todos os dias

Consumo de bebidas quentes

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas néo todos os dias
Todos os dias

Consumo de probiéticos

Nunca

Menos que uma vez por més

1-3 vezes por més

1-2 vezes por semana

Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias
Todos os dias

1 (3,3%)

1 (3,3%)
3 (10%)
3 (10%)
1 (3,3%)
22 (73,3%)

14 (46,7%)
9 (30%
5 (16,7%)
1(3,3%
1 (3,3%)
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Tabela 9: Descricdo dos dados sobre funcionamento intestinal e histérico familiar e

pessoal sobre comorbidades.
Variaveis do questionario
Funcionamento intestinal
Todos os dias
Trés vezes na semana
Duas vezes na semana
Uma vez na semana

Uso de laxantes nos 7 dias anteriores a coleta de fezes

Sim
Nao
Presenca de diarreia crbnica 15 dias antes

Sim
Nao
Historico familiar de LES
Sim
Nao

Histérico familiar de outras doengas autoimunes

Sim
Nao

Historico familiar de doenca inflamatéria intestinal

Nao

Histdria de infeccdes virais na infancia
Sim

Nao

Nao soube informar

Comorbidades

HAS

N (%)

21 (70%)
4 (13,3%)
3 (10%)
2 (6,7%)

1(3,3%)
29 (96,7%)

1 (3,3%)
29 (96,7%)

1 (3,3%)
29 (96,7%)

8 (26,6%)
22 (73,3%)

30 (100%)
25 (83,3%)
3 (10%)
2 (6,7%

7 (23,3%)
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IVAS nas ultimas 2 semanas 3 (10%)
Alergia 15 (50%)
Asma 1(3,3%)

V.5. Caracterizagdo da microbiota intestinal de pacientes com LES

Com relacao as anéalises metagen6micas da MI, observamos que os pacientes com
LES apresentaram disbiose intestinal, visto pelas diferencas significativas nas analises
de beta diversidade. A diversidade beta mede as diferencas entre as amostras, ou
seja, a variabilidade na composicéo da comunidade entre as amostras de pacientes e
controles, que foram significativamente diferentes e formaram dois agrupamentos
(P=0,00158), como mostra a Figura 1. Por outro lado, ndo observamos diferengas nas
andlises de alfa diversidade. A diversidade alfa se resume a diversidade microbiana
dentro de cada amostra, e as medidas de riqueza (numero de taxons) (P=0,872) e
uniformidade (abundancia relativa desses taxons) (P=0,097) ndo foram diferentes

entre pacientes e controles (Figura 2).

Figura 1: Analise de componentes principais da diversidade beta, mostrando a
variabilidade na composicao da comunidade entre as amostras de pacientes (N = 10)

e controles (N =9).

PERMANOVA
R: 0.103; p-value: 0.001
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Figura 2: Graficos de diversidade alfa, avaliando riqueza e uniformidade dentro de
cada amostra.
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A abundancia relativa do filo Desulfobacterota esta significativamente aumentada
nas fezes dos pacientes com LES quando comparada aos controles. Por outro lado,
os filos Firmicutes e Actinobacteriota estédo reduzidos nas fezes do grupo LES (Figura
3). Com relacdo as familias, Sphingomonadaceae, Acidaminococcaceae,
Desulfovibrionaceae,  Xanthobacteraceae, Sutterellaceae, Mariniflaceae e
Bacteroidaceae estdo aumentadas nas fezes dos pacientes, e Ruminococcaceae,
Erysipelotrichaceae, Bifidobacteriaceae e Erysipelatoclostridiaceae estdo diminuidas
nas fezes do grupo LES, em relagdo aos controles (Figura 4). Os géneros
Sphingomonas,  Acidaminococcus, Enteobacter, Pelomonas,  Veillonella,
Parasutterella, Bilophila, Lachnospira e Odoribacter estdo com a abundancia relativa
significativamente aumentadas no LES em relacdo ao grupo controle. Os géneros
Blautia, Hespellia, Eubacterium e Butyvibrio estdo reduzidos nas fezes dos pacientes
com LES (Figura 5). A Figura 6 mostra a abundancia relativa diferencial de espécies

em pacientes com LES, em relacdo ao grupo controle.

Figura 3: Abundancia relativa diferencial de Filos na microbiota intestinal de
pacientes com LES.
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Figura 4: Abundancia relativa diferencial de Familias na microbiota intestinal de
pacientes com LES.
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Figura 5: Abundancia relativa diferencial de Géneros na microbiota intestinal de
pacientes com LES.
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Figura 6: Abundancia relativa diferencial de Espécies na microbiota intestinal de
pacientes com LES.
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Com relacao a avaliacao de alguns grupos bacterianos na Ml por PCR em tempo
real, observamos que as unidades relativas de expressao das espécies de Prevotella
(P=0,010) e Bacteroides (P=0,009) estavam significativamente maiores em pacientes
com LES (mediana Prev: 53,2; Bac: 1.473) em relagdo aos controles (mediana Prev:
0,335; Bac: 541) (Figuras 7 e 8).

Por outro lado, a abundancia relativa das espécies de Bifidobacterium estava
significativamente menor em pacientes com LES (mediana: 46,76; P=0,012) em
comparagao aos controles (mediana: 900,9) (Figura 9).

A abundancia relativa das espécies de Lactobacillus e Roseburia estava similar em
pacientes com LES (mediana Lac: 5.622; Ros: 787,5) e controles (mediana Lac: 9.182;
Ros: 1.535). (Figura 10 e 11).

Figura 7: Unidades relativas de expressdao (URE) por 200 mg de fezes do género
Prevotella nas fezes de pacientes com LES (N=14) e controles (N=24).
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Figura 8: Unidades relativas de expressdao (URE) por 200 mg de fezes do género
Bacteroides nas fezes de pacientes com LES (N=14) e controles (N=24).
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Figura 9: Unidades relativas de expressao (URE) por 200 mg de fezes do género
Bifidobacterium nas fezes de pacientes com LES (N=14) e controles (N=24).
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Figura 10: Unidades relativas de expressédo (URE) por 200 mg de fezes do género
Lactobacillus nas fezes de pacientes com LES (N=14) e controles (N=24).
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Figura 11: Unidades relativas de expressédo (URE) por 200 mg de fezes do género
Roseburia nas fezes de pacientes com LES (N=14) e controles (N=24).
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V.6. Correlacdo da microbiota intestinal com os dados clinicos

N&o foram observadas correlacdes entre a abundancia relativa das espécies de

Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus e Roseburia com os valores do escore

clinico SLEDAI e com o tempo de doenca dos pacientes. Por outro lado, encontramos

correlacdo inversa entre a abundancia relativa de espécies do género Prevotella nas
fezes dos pacientes com o SLEDAI (r=-0,53; P=0,028) e o SLEDAI-2K (Figuras 12 e

P=0,028
r=-0,53
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Figura 12: Correlagéo inversa entre o escore clinico SLEDAI calculado para pacientes
com LES e as unidades relativas de expressao de espécies do género Prevotella/200
mg de fezes. Foi utilizado o teste de Spearman e considerado P<0,05.
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Figura 13: Correlacdo inversa entre o escore clinico SLEDAI-2K calculado para
pacientes com LES e as unidades relativas de expressao de espécies do género
Prevotella/200 mg de fezes. Foi utilizado o teste de Spearman e considerado P<0,05.

V.7. Correlacdo da microbiota de pacientes e controles com os hébitos
alimentares

Com relagdo as correlagbes dos habitos alimentares com as comunidades
microbianas presentes nas fezes dos pacientes com LES, observamos correlagao
positiva entre o consumo de carboidratos com a abundancia relativa de espécies do
género Bifidobacterium (P=0,015; r=0,58), e Lactobacillus (P=0,028; r=0,52) e
correlacdo negativa Bacteroides (P=0,013; r=-0,59). Encontramos ainda, correlacéo
inversa entre o consumo de enlatados e a abundancia relativa de espécies do género
Prevotella (P=0,017; r=-0,57). Além disso, foi observada correlacdo inversa entre o
consumo de legumes/verduras e a abundancia relativa de espécies do género
Bacteroides (P=0,023; r=-0,54). Observamos também correlacdo inversa entre o
consumo de probio6ticos com bactérias do género Bacteroides (P=0,019; r=-0,56).

Nos controles, observamos correlacdo positiva entre o consumo de gorduras

saturadas/trans com a abundancia relativa de espécies do género Bifidobacterium
(P=0,025; r=0,404) e bactérias do género Roseburia (P=0,044; r=0,355). O leite e
derivados correlacionou diretamente com a abundancia relativa de espécies do género
Bacteroides (P=0,036; r=0,355). Além disso, a abundancia relativa de bactérias do

género Prevotella correlacionou-se positivamente em relacdo a abundancia de
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bactérias do género Bifidobacterium (P=0,002; r=0,558), do género Roseburia
(P=0,0001; r=0,847) e do subgénero Clostridium leptum (P=0,0001; r=0,857).
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VI. DISCUSSAO
A ideia de que a dieta pode alterar o processo saude doenca é antiga. Ha mais de

2.000 anos, Hipécrates cunhou “Que o alimento seja seu remédio e que o remédio
seja seu alimento”. A nogéo de que a dieta influencia a saude humana de diferentes
maneiras tem retornado ao centro dos debates cientificos a partir de novas técnicas
gue permitiram identificar as possiveis vias pelas quais isso ocorre (ZMORA; SUEZ;
ELINAV, 2019). Evidéncias recentes indicam que o “elo perdido” entre a saude e a
dieta pode estar relacionado com modificagdes na microbiota intestinal. De fato,
influéncias de nossas comunidades de microrganismos perpassam nossa propria
esséncia (SILVERMAN; AZZOUZ; ALEKSEYENKO, 2019) e seu desequilibrio, a
disbiose, tem sido relacionada ao desenvolvimento de varias doencgas autoimunes (DE
OLIVEIRA et al., 2017; LIN; ZHANG, 2017; MARCHESI et al., 2016).

A microbiota que vive na superficie gastrointestinal pode adotar um dos trés estilos
de vida diferentes. Podem ser organizadas como uma rede de células comunicantes
levando a um comportamento comunitario, conhecido como o fenétipo do biofilme.
Bem como, podem estar recentemente dispersas ao biofilme e migrar para o limen
intestinal ou 0 até mesmo produzir invasdes no hospedeiro, conhecido como biofilme
disperso. Além disso, podem estar em um estilo de vida livre de fendtipo plancténico
ou flutuante. Esses estilos de vida da microbiota estdo associados a propriedades
inerentes (motilidade, aderéncia e metabolismo) que podem influenciar uma resposta
diferente do hospedeiro em relagéo a eles (MOTTA et al., 2021).

Os biofilmes sdo um conjunto de células bacterianas agregadas e envoltas por
uma matriz produzidas pelos préprios microrganismos e composta principalmente por
polimeros. Em bactérias gram-negativas formadoras de biofilme, como Escherichia
coli e espécies de Salmonella, a proteina amiloide Curli foi estudada em sua
capacidade de apreender o material genético bacteriano, dificultar a acdo de DNAses,
e, por consequéncia, estimular as respostas imunes a PAMPs. Achados recentes,
sugerem que Curli pode complexar DNA de eucariotos e, de forma similar, dificultar o
clearance dos DAMPs provenientes das células do hospedeiro (QIU; CARICCHIO;
GALLUCCI, 2019).

Do ponto de vista ecoldgico, essa competicdo perpétua leva a estabilidade da
comunidade geral, em parte devido a divisdo dos nichos ecolégicos disponiveis. Em
um contexto mais amplo, as mais variadas espécies bacterianas interagem em

configuracgdes de biofilme e, dessa forma, tém um papel fundamental no sucesso da
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comunidade, por exemplo alguns organismos dependem da atividade metabdlica de
outros organismos para crescerem e se manterem estaveis em determinados nichos
(MOTTA et al., 2021). As analises de composi¢cao da Ml a partir de amostras fecais
apesar de serem populares devido a baixa invasividade e simplicidade devem ser
interpretadas com cautela ja que esses métodos podem nao incluir toda a
complexidade ecol6gica manifestada ao longo do TGI. Possivelmente, outros métodos
gue possibilitem estabelecer com mais precisdo onde, como e de que forma esses
microrganismos estdo interagindo com as células do hospedeiro e entre si deverdo
surgir nos préximos anos (MOTTA et al., 2021). Apesar disso, a titulo de comparacao
entre grupos nos estudos de caso controle esse parece ser o material mais acessivel
e confiavel disponivel na atualidade.

Nesse trabalho, buscou-se preencher uma lacuna sobre o perfil da Ml de pacientes
com LES no Brasil, correlacionando com os habitos alimentares. N6s detectamos
disbiose intestinal e diferencas significativas na composicao da Ml de pacientes com
LES, quando comparados aos controles saudaveis. No entanto, alguns estudos
indicam que a MI de humanos e modelos animais apresentam alteracdes diferentes
de acordo com o curso temporal da doenca. Camundongos fémeas livres de
microbiota com genética para LES, MRL/Mp-Fas", desenvolvem a doengca mesmo
sem a presenca de gatilhos da microbiota. Entretanto o tratamento com antibiético
vancomicina em camundongos convencionais com genética para LES antes do inicio
da doenca piorou a gravidade e progndstico, sugerindo que a deplecdo da Ml antes
do inicio da doenca pode agravar o LES. Ao contrario, o tratamento com antibiético
apos o inicio da doenga melhorou sintomas dos animais, incluindo a nefrite lipica (MU
et al., 2020). Na verdade, o uso de antibiéticos pode exacerbar crises de LES em
humanos (LUO et al., 2018). Esses achados sugerem que estudos de coortes com
pacientes com LES séo necessarios para compreensao da dinamica temporal da Ml e
seu real papel na melhora ou exacerbacéo dos sintomas (KOLODZIEJCZYK; ZHENG;
ELINAV, 2019).

A nivel de filo, nos pacientes LES encontramos aumentados Desulfobacterota que
contém a familia Desulfovibrionaceae, a espécie Bilophila wadsworthia. Aumentos na
abundancia e atividade de Bilophila wadsworthia na dieta rica em produtos de origem
animal sustentam uma ligacéo entre gordura dietética, acidos biliares e o crescimento
de microrganismos capazes de desencadear doencas inflamatorias intestinais (DAVID

et al., 2014). Dietas muito ricas em gordura aumentam organismos resistentes a bile,
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como Bilophila e Bacteroides (DAHL; RIVERO MENDOZA; LAMBERT, 2020). Como
visto em nossos resultados, ambos 0s géneros citados estavam aumentados nos
pacientes, em analises de sequenciamento 16S e por PCR em tempo real,
respectivamente.

Similarmente, encontramos nos controles os filos Firmicutes e Actinobacteriota
aumentados. No primeiro filo, as espécies representantes Acidaminococcus intesti,
gram negativa associada a dieta préinflamatéria (ZHENG et al., 2020), Veillonella
dispar, gram negativa associada a infec¢des do trato urinario em mulheres com LES
(ROTJANAPAN et al., 2021), Lachnospira pectinoschiza, capaz de utilizar pectina
como substrato, associado a dietas ricas em fibras e com capacidade antiinflamatoria
(SATOKARI et al., 2014), Blautia faecis, gram positiva produtora de lactato e acetato
a partir de carboidratos (PARK; KIM; BAE, 2013); Erysipelotrichaceae bacterium,
produtora de butirato (LIU et al., 2019); Catenibacterium mitsuokai, associada a dieta
com alto teor de gordura e aglcar e dishiose (DUBE et al., 2018); e Butyrivibrio
crossotus capaz de degradar um dos principais componentes da parede celular de
plantas, o xilano, através de suas xilanase/xilosidase (LI et al., 2017). Ja no segundo,
estudos indicam que a abundancia de Actinobacteriota na Ml mostrou uma tendéncia
decrescente com a idade, entretanto o género mais comentado é Bifidobacterium por
apresentar espécies probioticas (LI et al., 2021). De fato, esse género estava
diminuido nos pacientes estudados.

Esses resultados sdo promissores, pois apontam quais sao 0s taxons responsaveis
pelas diferengas entre as MI. Entretanto, isoladamente, cada alteragdo encontrada nas
abundéncias relativas entre controles de pacientes ndo se classifica,
necessariamente, em diferencas benéficas ou deletérias para o metabolismo do
hospedeiro. Essa dependéncia do contexto ajuda a explicar por que algumas bactérias
podem ser benéficas em uma doenca, mas deletérias em outra, o que € semelhante a
exemplos bem conhecidos para fatores do hospedeiro, por exemplo, IFN-I atenuando
esclerose multipla mas promovendo o LES (RUFF; GREILING; KRIEGEL, 2020).

Ressaltamos que filo Bacteroidetes € o segundo mais populoso no intestino
humano, atras do filo Firmicute. Bacteroidetes tem como representantes 0os géneros
Bacteroides e Prevotella. Foi descrita uma associacao entre o género Bacteroides e a
regulacdo da homeostase do sistema imune, através da inducao de células Tregs por
citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10 (ROUND; MAZMANIAN, 2010), embora esse

género também tenha sido associado ao maior risco de desenvolvimento de alergias
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ao colonizar o TGl de neonatos (RUOHTULA et al.,, 2019) e, frequentemente
relacionado a abscessos intra-abdominais (COELHO; BARRETA; OKAWA, 2007). O
leite e derivados correlacionou diretamente com a abundancia relativa de espécies do
género Bacteroides, nos controles.

Outro estudou com 83 pacientes com LES em uso ou ndo de medicamentos e 16
controles, utilizando sequenciamento de nova geracdo 16SrRNA, detectou uma
diminuicdo da diversidade de espécies no grupo de LES, diminuicdo de Firmicutes, e
foi notado um aumento significativo na espécie do género Prevotella no LES em
concordancia com nossos achados (SILVERMAN; AZZOUZ; ALEKSEYENKO, 2019).

Estudo realizado em modelos murinos suscetiveis ao LES— MRL/Ipr e B6/Ipr-
mostraram uma grande diminuicdo nas espécies da familia Lactobacillaceae e
aumento de Lachnospiraceae na microbiota intestinal (ZHANG et al., 2014). O LES
acomete mais individuos do sexo feminino do que do sexo masculino (TSOKOS,
2011), devido a isso o0 mesmo estudo avaliou a relagdo da microbiota nos modelos
MRP/Ipr machos e fémeas. Apesar de ambos desenvolverem lGpus espontaneamente,
as fémeas exibiram uma forma acelerada da doenca. Foram comparadas as
microbiotas de fémeas de cinco e catorze semanas com os MRL controles, e as
MRL/Ipr das duas idades obtiveram resultados semelhantes, reducdo de espécies da
familia Lactobacillaceae e aumento de Lachnospiraceae. No entanto, as diferengas na
MI entre MRL e MRL/Ipr machos néo foi significativa (ZHANG et al., 2014).

A MI dos camundongos propensos ao LES demonstrou-se relacionado ao sexo,
com uma diversidade maior nas fémeas. A familia Lachnospiraceae é bem mais
abundante nas fémeas, sugerindo correlacdo com sintomas mais severos. Em
algumas situacGes, Lachnospiraceae é fortemente correlacionada com a
linfoadenopatia e glomerulonefrite lUpica. Enquanto que em outras espécies de
Lachnospiraceae, ha correlacdo negativa com esses parametros, pois possuem
funcdo anti-inflamatoria, j& que induzem os linfécitos Treg, sendo, portanto, uma
espécie reduzida no LES, porém no presente estudo ndo foram notadas diferencas
nos dois grupos investigados, trazendo a hipotese de que tal fato se deve ao uso dos
anti-inflamatorios e/ou imunossupressores utilizados no tratamento do LES (GEUKING
et al., 2011).

Guo e colaboradores (2020) demonstram, através do sequenciamento
metagendmico, que o uso de glicocorticoides em uma coorte de 17 mulheres com LES

sem tratamento, 20 mulheres com LES em uso de glicocorticoides e 20 controles
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saudaveis alterou o perfil da Ml do grupo LES + glicocorticoides em relacdo ao LES
sem tratamento. Ademais, o grupo controle apresentou perfil da Ml mais parecido com
grupo recebendo glicocorticoides (GUO et al., 2020). A nossa amostra foi composta
por pacientes do sexo feminino, em sua maioria recebendo tratamento
medicamentoso, mas apenas duas pacientes estavam em tratamento com
glicocorticoides (14%). Outro estudo de meta andlise que continha 373 pacientes com
LES concluiu que pacientes com LES podem ter sua Ml alterada pelos medicamentos
utilizados para o tratamento (XIANG et al., 2022).

Diferencas na composigéo da MI de fémeas e machos nos camundongos modelos
de LES (BWF1) ja foram descritas. Neste caso, fémeas apresentam a doenca ja
jovens, enquanto os machos ou sédo protegidos ou apresentam a patologia mais
velhos. E notado que essa diferenca é mediada por hormonios, ja que camundongos
castrados desenvolvem a doenca mais cedo, similarmente as fémeas. Fato importante
se deu, quando as fémeas foram receptoras do transplante de microbiota oral de
doadores machos, resultando em um aumento significativo na sobrevida, diminuindo
0s sintomas renais e reduzindo a producao de anti-DNA (NEUMAN; KOREN, 2017).
Os estudos supracitados, apesar de serem em modelos animais, demonstram que as
alteracdes da MI em fémeas € mais exacerbada do que em machos, e que essas
diferencas sao mediadas por hormonios. Nossa amostra foi apenas de mulheres, o
gue leva a discutir se essas diferencas encontradas em nossos resultados poderiam
ser menores caso Nossos participantes fossem de ambos os sexos.

Em revisdo de Pezzole e Oselame (2014), demonstraram os principais fatores de
risco associados ao desenvolvimento do LES, apesar de ainda ser uma doenca sem
causa conhecida. Os principais fatores de risco descritos foram:
vacinas/medicamentos, gestacdo, falta de vitamina D, predisposicdo genética,
desregulacdo de células T, autoanticorpos, alteracdes hormonais (principalmente
prolactina e estr6geno), radiacdo UVB e tabagismo (PEZZOLE; OSELAME, 2014).

Os habitos alimentares podem representar tanto risco de doenca quanto fator de
protecdo, com base nas propriedades de alimentos especificos. Escolhas alimentares
especificas podem, de fato, mostrar efeitos pro-inflamatérios como carne vermelha,
sal, ingestdo caldrica excessiva ou, ao contrério, reduzir a inflamac¢do como 6leos
vegetais, peixes gordos, frutas e outros (GIOIA et al., 2020)

O microbioma intestinal humano pode alternar rapidamente entre perfis funcionais

de vegetarianos e onivoros, podendo refletir pressdes seletivas passadas durante a



57

evolugdo humana. O consumo de alimentos de origem animal por nossos ancestrais
provavelmente era ocasional, dependendo da estacdo e do sucesso estocastico da
caca. Diferentemente de alimentos vegetais prontamente disponiveis oferecendo uma
fonte alternativa de calorias e nutrientes. Comunidades microbianas que pudessem
rapidamente e apropriadamente mudar seu repertorio funcional em resposta a
mudanga na dieta teriam, por consequéncia, aumentado a flexibilidade da dieta
humana (DAVID et al., 2014). Além disso, os fitoquimicos em alimentos a base de
plantas tém efeitos especificos e possivelmente prebidticos no microbioma (DAHL;
RIVERO MENDOZA; LAMBERT, 2020).

Um estudo chinés realizou o sequenciamento genémico da MI de 40 pacientes
com LES e comparou os resultados com 22 controles saudaveis. Em concordancia
com o presente trabalho, foi encontrada uma diminuicéo do género Bifidobacterium no
grupo de pacientes com LES com maior atividade. Foi encontrada uma diminuicdo do
género Roseburia, entretanto o presente trabalho néo encontrou tal associagao (LI et
al., 2019).

Um estudo randomizado controlado por crossover com duracao de 17 semanas
demonstrou que a inclusdo de alimentos integrais ricos em fibras, como a cevada e 0
arroz integral, resultou em modificacdes na MI. Os participantes, adultos saudaveis,
gue receberam 18,7g a mais de fibras dietéticas através do consumo de 60g de cevada
integral apresentaram um aumento significativo dos géneros Roseburia e
Bifidobacterium. Em seguida, foi observado que o grupo que recebeu 11,5¢g de fibras
alimentares através de uma mistura de cevada e arroz integral (30g de cada cereal)
resultou em menores niveis de IL-6 plasmético e, quantitativamente, os individuos com
sobrepeso ou obesidade obtiveram reducdo ainda mais acentuada (MARTINEZ et al.,
2013). A IL-6 e LPS séricos foram associados com translocacédo bacteriana e leaky
gut em individuos com sindrome do intestino irritavel e doenca celiaca (HILLS et al.,
2019).

Apesar de ndo termos encontrado mudanca significativa entre a abundéancia do
género Roseburia, em nossos resultados foi observado um baixo consumo de massa
seguido de menor abundancia relativa de Bifidobacterium entre os pacientes
portadores de LES. Um estudo experimental realizado em modelos de colite induzida
por sulfato de sodio dextrano relatou que a espécie Bifidobacterium breve pode
desencadear a polarizagdo de T reg e reducdo de Thl7, atuando como probidtico

tolerogénico (ZHENG et al., 2014). Especificamente, quanto maior a abundancia de
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Bifidobacterium menor o risco previsto associado ao LES, odds ratio: 0,565, intervalo
de confianca de 95%: 0,426-0,748 (XU et al., 2021). Todavia, Bifidobacterium &
conhecido por estar aumentado na fase ativa da doenca inflamatéria intestinal (WANG
et al., 2014).

Estudos com andlises metagendmicas fecais de 117 pacientes com LES nao
tratado e 52 pacientes com LES pés-tratamento foram alinhados com 115 controles
saudaveis pareados e analisados pelo perfil do genoma completo. Para comparacao,
avaliamos o metagenoma fecal de camundongos MRL/Ipr. A MI de individuos com
LES apresentou diferencas significativas na composi¢cado e fungdo em comparagao
com controles saudaveis. Certas espécies, incluindo a espécie Clostridium ATCC
BAA-442, bem como Atopobium rimae, Shuttleworthia satelles, Actinomyces
massiliensis, Bacteroides fragilis e Clostridium leptum, apresentaram-se enriquecidas
na Ml dos portadores de LES e reduzidas apds o tratamento. Houve aumento das
vias de biossintese de LPS, simultaneamente com a redu¢ao nos niveis de biossintese
de aminoacidos de cadeia ramificada (AACR), demonstrado por analises
metabolémicas das amostras fecais (CHEN et al., 2021).

Mulheres chinesas (n= 45) portadoras de LES por no minimo um ano, sem receber
tratamento por um més e sem comorbidades e 48 mulheres saudaveis foram
recrutadas para um estudo sobre a Ml e correlagdo com LES. O género Prevotella,
pertencente ao filo Bacteroidetes, estava significativamente aumentado no grupo LES
comparado com controles saudaveis, similarmente ao observado em nossos
resultados. A expansdo da espécie Prevotella copri foi relacionada com artrite
reumatoide no sequenciamento da M| de 114 pacientes com AR e controles, sugerindo
um papel dessa bactéria na sua patogénese (BERNARD, 2013; MAEDA et al., 2016;
SCHER et al., 2013).

Similarmente, ha um trabalho sobre MI de 45 pacientes com LES, com diagndstico
h& pelo menos um ano e que ndo estavam em uso de medicagdo por no minimo um
més e ndo possuiam outras comorbidades. O sequenciamento 16SrRNA foi utilizado
na pesquisa comparativa a 48 controles femininos equiparados em idade e estilo de
vida. Esses apresentaram reducdo de Firmicutes e aumento de Bacteroidetes, em
relacdo aos controles. Demonstrou-se também aumento de espécies do género
Prevotella nos pacientes com LES, coincidindo com os resultados de Hevia et al.
(2014) e com o presente estudo (HE et al., 2016).
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Uma revisao intercontinental com metanalise (>6.500 andlises metagendmicas)
identificou que a espécie Prevotella copri € composta, na verdade, por quatro clados
distintos geneticamente. P. copri foi associada, inicialmente, com doencas
inflamatarias, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, porém, outros estudos a
correlacionam com melhora na sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose em dietas
ricas em fibras. De fato, essa espécie esta presente principalmente em populacfes
nao ocidentalizadas, com dieta caracterizada por alta ingestao de alimentos de origem
vegetal. Esses achados indicam que o efeito benéfico da P. copri pode ser dependente
da dieta (TETT et al., 2019). N6s encontramos correlacao inversa entre a abundancia
relativa de espécies do género Prevotella nas fezes dos pacientes com o SLEDAI-2K,
sugerindo que esse género pode ter um papel protetor na exacerbagdo dos sintomas
do LES.

Nos controles, a abundancia relativa de bactérias do género Prevotella
correlacionou-se positivamente em relagdo a abundancia de bactérias do género
Bifidobacterium, do género Roseburia ambas produtoras de AGCC e do subgénero
Clostridium leptum associado a capacidade tolerogénica em doencas alérgicas como
a asma (HUANG et al., 2022) Como se pode notar, certos metabolitos produzidos pela
microbiota, especificamente o butirato produzido por espécies de Clostridium,
promoveria diferenciacdo de linfécitos Treg, suprimindo a resposta inflamatoria
(MIYAKE et al., 2015).

Em trabalhos com modelos animais para LES, foram encontrados aumento
relativo de membros da familia Lachnospiraceae e diminui¢cao do género Lactobacillus,
com associacdo de sintomas precoces e mais graves (ZHANG et al., 2014). Estudos
in vitro com diversas espécies de Lactobacillus mostram que algumas espécies podem
produzir citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e outras sdo capazes de produzir
citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa, IL-12 e IL-8 (GRIMOUD et al., 2010;
JENSEN et al., 2014). Outro ensaio em que foram estudadas cepas de Lactobacillus
(L. Rhamnosus, L. Helvecticus, L. Casei) demonstrou que houve aumento significativo
na concentracédo de IL-8, uma das principais citocinas envolvidas na resposta imune
inata (ROCHA-RAMIREZ et al., 2017).

Amostras de fezes e plasma de pacientes italianos com LES (n = 27) e controles
saudaveis geograficamente pareados (n = 27) resultou que os controles saudaveis
apresentaram a tendéncia de se separar distantes dos grupos de pacientes em testes
de PCoA e utilizando o sequenciamento por 16S (BELLOCCHI et al., 2019). Num outro
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trabalho com técnica similar a este verificou-se em pacientes com LES (n = 35),
vivendo no norte da Holanda, e 965 controles saudaveis que composicdo da
microbiota fecal de pacientes LES diferiu significativamente dos controles saudaveis.
Pacientes LES foram caracterizados por menor riqueza bacteriana, menor razao
Firmicutes/Bacteroidetes e maior abundancia relativa de espécies de Bacteroides em
amostras fecais em comparagdo com controles saudaveis (VAN DER MEULEN et al.,
2019).

Em trabalhos com modelos animais para LES, foram encontrados aumento
relativo de membros da familia Lachnospiraceae e diminui¢cao do género Lactobacillus,
com associacdo de sintomas precoces e mais graves (ZHANG et al., 2014). Estudos
in vitro com diversas espécies de Lactobacillus mostram que algumas espécies podem
produzir citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e outras sdo capazes de produzir
citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa, IL-12 e IL-8 (GRIMOUD et al., 2010;
JENSEN et al., 2014). Outro ensaio em que foram estudadas cepas de Lactobacillus
(L. Rhamnosus, L. Helvecticus, L. Casei) demonstrou que houve aumento significativo
na concentracédo de IL-8, uma das principais citocinas envolvidas na resposta imune
inata (ROCHA-RAMIREZ et al., 2017).

O papel do Lactobacillus spp. é controverso no LES, ja que uma expansdo dessa
espécie pode causar translocacdo para Orgdos extra intestinais, observado
principalmente no figado. Apesar disso, algumas espécies desse grupo de bactérias
séo consideradas probioticas, sendo frequentemente vendidas como benéficas para a
saude (CHIARO; ROUND, 2019). Exemplificando, o tratamento com Lactobacillus
reuteri agravou os sintomas de LES em estudos com animais, enquanto que a
administracdo de Lactobacillus johnsonii ndo apresentou diferencas significativas
guando comparada com grupo controle (ZEGARRA-RUIZ et al., 2019). Em animais,
Lactobacillus e Bifidobacterium, encontrados alterados por causa do tratamento com
antibioticos foram associados ao aumento da gravidade de LES (ZHANG et al., 2020).
Estudos apontam que, em humanos, o tratamento com antibiético parece exacerbar
crises de LES (LUO et al., 2018). Em nossos resultados, ndo encontramos diferencas
significativas entre a abundancia de Lactobacillus entre o grupo LES e controle.
Possivelmente, a integridade de barreira intestinal pode ser a chave para explicar essa
aparente contradicdo (RUFF; GREILING; KRIEGEL, 2020).

Nesse estudo, ndo conseguimos correlacionar o uso de tabaco e alcool com os

sintomas e desenvolvimento da doenca, pois apenas 28,6% das mulheres com LES
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faz uso de &lcool (esporadico), contra uso também esporadico de 53,3% dos controles;
e 21,4% é tabagista, taxa semelhante aos controles, com 20%. Taxas de alto IMC
relativamente semelhantes foram encontradas nos dois grupos: 42,85% dos pacientes
com LES sé&o sobrepesos contra 36,67% dos controles, e 21,42% das pacientes sao
obesas contra 23,32% dos controles. Portanto, ndo é factivel relacionar nesse estudo
IMC, dieta e estilo de vida com o desenvolvimento da doenca.

Entretanto, pessoas portadoras de LES tém maior risco de eventos
cardiovasculares, sendo a hipertensdo arterial um dos principais fatores que
influenciam o maior risco de tais eventos nessa populacdo. Os mecanismos exatos
pelos quais o LES e a hipertenséo se relacionam ndo estao totalmente descritos, mas,
alguns estudos com fémeas de camundongos NZB/WF1 demonstraram que a
patogénese da hipertensdo no LES ¢ influenciada por citocinas inflamatérias como
TNF-a e o estresse oxidativo. De fato, terapias com o uso de glicocorticoides e
azatioprina foram associadas com aumento na frequéncia de eventos
cardiovasculares em pacientes com LES. Portanto, é de extrema urgéncia que novas
estratégias terapéuticas sejam estudadas, de forma a permitir um tratamento eficaz,
porém sem comprometer outros sistemas e 6rgéos (DE LA VISITACION et al., 2019).
Nos pacientes brasileiros com LES, propriamente dito foi citado como a principal causa
subjacente de morte, seguida por doencas do sistema circulatorio, infecciosas e
parasitarias (COSTI et al., 2017), enquanto que na europa, doencas cardiovasculares
foram a causa de morte mais frequente em estudos com tempo de seguimento
superior a 15 anos(REPPE MOE et al., 2021).

Os alimentos de origem animal como carne bovina, aves, peixe e ovos sao fonte
de proteinas e gorduras, principalmente as gorduras saturadas e colesterol. Analises
metabolémicas identificaram que os niveis séricos de colina, N-Oxido de trimetilamina
(TMAO) foram preditores do risco para doencas cardiovasculares. Esses metabdlitos
sao proveninentes do fosfatidilcolina dietético e sado produzidos pela MI. Dietas ricas
em proteina animal e gordura, ou seja, com alto consumo de carne boniva, ovos e
linguica foram capazes de aumentar o nivel de TMAO e aumentar 0 risco
cardiovascular (HILLS et al., 2019). Nosso grupo de pacientes com LES apresentou o
hébito de alta ingestdo de produtos de origem animal, principalmente de carne bovina.

O género Roseburia € composto de bactérias gram positivas anaerébias
produtoras de butirato, um tipo de AGCC. Sob esse género, encontram-se cinco

espécies: Roseburia intestinalis, R. hominis, R. inulinivorans, R. faecis and R. cecicola
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(TAMANAI-SHACOORI et al., 2017). O butirato € a principal fonte de energia para o0s
colondcitos, com propriedade de inibir a expressdo de RNAm de citocinas proé-
inflamatdérias na mucosa através da inibicdo da via NF-kB, além de ter efeito na
motilidade col6nica, estimulando-a em baixas concentracbes (KUMARI; AHUJA;
PAUL, 2013). Na literatura, foi descrita uma associagdo entre diminuicdo do género
Roseburia e doenga inflamatoria intestinal, incluindo colite ulcerativa e doenca de
Crohn, principalmente pela diminuigcdo da producao de butirato (KUMARI; AHUJA;
PAUL, 2013; MACHIELS et al., 2015). Entretanto, ndo encontramos diferencas
significativas entre a abundancia deste género em pacientes LES quando comparados
com controles.

Em uma revisdo sistematica com meta analise publicada no corrente ano,
pesquisadores investigaram a associacdo entre LES e perturbacdo da MI. Apos
remocao de duplicatas e artigos inconsistentes, foram incluidos 11 estudos do tipo
caso-controle. Somados, 373 pacientes com LES e 1288 controles saudaveis
localizados em nove cidades de cinco paises (China, Espanha, Estados Unidos da
América, Holanda e Itélia) foram recrutados para analise metagendmica nas amostras
fecais através do sequenciamento da porcdo 16S rRNA ou sequenciamento do tipo
Shotgun. Segundo levantamento de dados, 265 pacientes ndo estavam sendo
submetidos a tratamento medicamentoso, o restante, 108 utilizavam medicamentos
diversos como prednisona, azatioprina e imunobiolégico (XIANG et al., 2022).

Constatou-se que pacientes com LES apresentaram menor diversidade de
microbiota. Com efeito, o indice de diversidade alfa (uniformidade) foi ligeiramente
menor em pacientes com LES ativo do que naqueles em remisséo, ao passo que em
nossos resultados nédo encontramos diferencgas significativas na diversidade alfa. Em
segundo lugar, a analise dos diferentes taxons indicou que pacientes com LES
apresentaram uma abundancia diminuida de Ruminococcaceae, aumento da
abundancia de Enterobacteriaceae e Enterococcaceae, e nenhuma alteracdo
significativa em Lachnospiraceae e Bacteroides. Terceiro, as alteragcdes em
Ruminococcaceae e Enterococcaceae em pacientes com LES foram maiores em
pacientes chineses com LES, esse achado pode indicar que a etnia tem impacto tanto
no perfil da Ml quanto nas alteragbes provocadas nela pelo LES. Em concordéancia
aos nossos resultados, encontramos a familia Ruminococcaceae em menor
abundancia comparado com controle, contudo encontramos Bacteroides aumentados
no grupo LES (XIANG et al., 2022).
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Em um estudo realizado em pacientes com diabetes melittus tipo 2, Yamaguchi e
colaboradores (2016) relataram uma correlacdo entre o consumo elevado de
carboidratos, gordura e proteina com contagens aumentadas de clusters de
Clostridium IV e Xl. Bifidobacterium spp., ordem Lactobacillales, Bacteroides spp.
estavam inversamente correlacionados com o consumo de carboidratos, proteinas e
glicemia de jejum, respectivamente (YAMAGUCHI et al., 2016).

Ja em nosso estudo, nos pacientes com LES houve correlagdo entre 0 consumo
de carboidratos e a abundancia relativa de espécies do género Bifidobacterium,
Bacteroides e Lactobacillus, indo de encontro aos resultados de Yamaguchi et al.
(2016). Houve correlagdo inversa entre o consumo de legumes/verduras e a
abundancia relativa de espécies do género Bacteroides, sem enriquecimento de
Prevotella, similar ao encontrado em outro estudo (WU et al., 2011). O leite e derivados
correlacionou diretamente com a abundéancia relativa de espécies do género
Bacteroides, nos controles.

Parece haver uma relagao causal entre o género Bifidobacterium e diabetes tipo
1 e doenca celiaca, ao contrario do que relatado com o LES (XU et al., 2021). Dessa
forma, podemos afirmar que mesmo ja fornecendo novos entendimentos sobre a
relacéo entre a Ml e doencgas autoimunes, essas descobertas sejam especificas para
cada doenca.

Estudos relacionando SLEDAI e SLEDAI-2K e a Ml s&o escassos na literatura
cientifica (AZZOUZ et al., 2019; GERGES et al., 2021; Ll et al., 2019; LUO et al., 2018).
Azzouz e colaboradores (2019) encontraram uma correlacdo inversa entre a
diversidade alfa (Chaol) com o SLEDAI (Mann-Whitney, p=0.08), sendo que em
pacientes com SLEDAI =8 foi encontrada uma correlagéo ainda mais forte (p=0.003)
(AZZOUZ et al., 2019). Pacientes com SLEDAI =8 apresetaram menos diversidade
beta (Shannon index, p=0,021) e maior representacdo do filo Proteobacteria, que &
composto principalmente por bactérias gram negativas (p=0,019) (LUO et al., 2018).
Outro estudo encontrou uma correlagédo positiva entre SLEDAI e a abundancia de
Streptococcus, um género de bactérias gram positivas do filo Firmicutes, e SLEDAI (r
= 0.492) (LI et al., 2019). No mais recente estudo, uma correlacdo inversa entre
SLEDAI-2K e arazéo F/B foi encontrada quando comparado com controles saudaveis
(r=-0.451) (GERGES et al., 2021).

A dieta tem se mostrado importante no surgimento dos sintomas no LES, com

moléculas como vitaminas A, D e E, fitoesterdis e acidos graxo poliinsaturados,
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levando a reducdo da proteinuria e glomerulonefrite. H4 evidéncias adicionais que
acidos graxos poliinsaturados podem reduzir as manifesta¢des no LES, propondo que
a microbiota possa estar envolvida na sustentacdo dos niveis de autoanticorpos
(STRICKLAND et al., 2013). Portanto, o controle da dieta seria de suma importancia
para alivio dos sintomas no LES (STRICKLAND et al., 2013).

Uma revisao bibliogréafica sobre habitos alimentares e artrite reumatoide concluiu
que dieta mediterranea juntamente com um elevado consumo de peixes “gordurosos”
(sardinha, salméo, robalo e truta) sdo umas das intervenc¢des dietéticas mais benéficas
para essa populacdo. Os cientistas propdem, entdo, que esse padrao alimentar
deveria ser incentivado, por certo pelas suas conhecidas propriedades anti-
inflamatorias devido as altas concentracfes de 6mega 3 (GIOIA et al., 2020).

Dessa forma, uma dieta rica em fontes naturais de 6mega-3, assim como uma
alimentacédo saudavel para a homeostase do organismo e 0S processos enzimaticos
pelos quais esses acidos graxos passam uma vez dentro do corpo, tem grande
potencial no tratamento adjuvante do LES. A patogénese da colite ulcerativa e da
artrite reumatoide foi revisitada a luz da abordagem da disbiose da Ml e como
resultado esses acidos graxos séo capazes de prevenir e controlar essas duas
condicdes patolégicas que sdo responsaveis por grande carga crdnica global,
incapacidade funcional e comorbidades com risco de vida se n&o forem tratados
adequadamente (ZORGETTO-PINHEIRO et al., 2022). A titulo de reflexdo, como
estamos vivendo uma crise pandémica devido a infeccdo por SARS-CoV-2,
destacamos o potencial dos 6mega-3 na prevencado de um mau progndstico, uma vez
que contribuem para equilibrar a modulagdo do sistema imunol6gico no processo
inflamatdrio. A escassa literatura sobre dieta e risco de LES concentra-se em possiveis
abordagens dietéticas para melhorar atividade da doenca do LES, ou para prevenir ou
tratar comorbidades, como doencas cardiovasculares; poucos estudos concentraram-
se em fatores de risco dietéticos para incidentes LES (TEDESCHI et al., 2020).

Recentemente, verificou-se que a administracéo por via oral de DNA bacteriano
proveniente de cepa de Escherichia coli livre de LPS induziu um aumento de células
B reguladoras no baco e linfonodos mesentéricos, as quais séo produtoras de IL-10,
uma citocina anti-inflamatoria (MU et al., 2020). Na realidade, a administragdo por via
oral parece ser uma boa forma de inducéo de tolerancia imunoldgica, isso pode indicar
gue gatilhos bacterianos apresentados por via oral podem diminuir a autoimunidade
(SRICHARUNRAT; PUMIRAT; LEAUNGWUTIWONG, 2018). Algumas cepas
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probidticas parecem regular a resposta imunologica através da inducdo de
mecanismos de tolerancia (ESMAEILI et al., 2017).

E importante ressaltar que ha evidéncias que o sucesso de estratégias com
objetivo de modulacdo da MI, por exemplo intervencéo dietética ou tratamento com
probiéticos, parece estar associado com o perfil da Ml prévio (HILLS et al., 2019;
KOLODZIEJCZYK; ZHENG; ELINAV, 2019). Entretanto, medidas profilaticas para o
controle da disbiose intestinal e diminuigcdo dos efeitos adversos dos medicamentos,
diminuicdo de comorbidades e melhora do estilo de vida podem ter um impacto
positivo na sobrevida de pacientes com LES (MONTOYA et al., 2021). Para tanto, é
proposto que o controle da dieta seria de suma importancia para alivio dos sintomas
no LES (STRICKLAND et al., 2013). Entéo, o tratamento dietoterdpico com vistas ao
equilibrio da MI pode ser importante para cuidado pacientes com LES (CHEN et al.,
2021; DE OLIVEIRA et al., 2017).
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VII. CONCLUSOES
Podemos concluir que os pacientes com lupus eritematoso sistémico avaliados

neste estudo apresentam disbiose intestinal, com alteracdes importantes em filos,
familias, géneros e espécies, mesmo fazendo uso de imunomoduladores. Além disso,
sugerimos que os habitos alimentares e estilo de vida exercem papel importante na
modulacao da Ml em pacientes e controles.

Estudos adicionais, em outras regides do Brasil e com coortes amplas séo
necessarios. Além disso, sao necessarios estudos clinicos avaliando os beneficios de
intervencdes dietéticas personalizadas e probiéticos para restauracdo da homeostase

e saude intestinal em pacientes com LES.
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ANEXO A: APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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arli-5m, anticardiclipina igQ @ kg, anliccaguianta iipioo, antl-LafS50, anti-RofS5A o antl BENP), esoons
clirion SLEDWI (Systemic Lupus Endbamatosus Dissase Aoty Inde) @ miamento medoameaniosn serfio
regisimdos. O DA bacieriano secd axiraldo wilizando kit comanial @ & caracierisagio da mioroblola Seed
realizada por PCR em lempo mal wtiizando primans pam grupos bacadanos espaciiioos. A dossgem de
citocings inflamatdrias serd realizada por ansalos de ELESA. Os resultados da microblota intestinal de
pacianies a controles senSo snalssdos uliizando o (esie de Mann-Whilney @ s ooreliagies dos resultados
da microbloby com os dados dinloos & stoio-epidemioiigioos serfio avaliadas pelo lesbe de Speaman.
Esparamos anconirar dilerenges na composicio da microblota inlestiral de paclentes com LES em nalagio
s individucs sadios o posshais cormalapies com os dados dinioos @ diocinas infamatdins plasmdticas.
Estudos adiclorals sobm a dishiose am dosngas auicimunes sfio neoepciios, @ posshelmenis, no futum,

probidiioos imunomoduladons possam auxdiar no imtamento da doasnga.

ConSmesclis: 2o Pasesr § 440

Objetivo da Pesquisa:

Civjetive Garnl

Este irabalho tam como objelive germal ol a disbiose inbestinal em padanbes com iGpus eriematoss
sisbhmico (LES) & a possived oomelagso com diooines inflamaitoias plasmadiicas.

Crbpestives pspaoifioes

1. Raalizar evartamenio do nimens da pacientes com LES atendidos nos posios de salde ligados A
Sacretaria da Salda do municlpio @ no Ambulsiéos Midico de Especialidades da Barmabos,

2. SeleciorarfAsrubyr pacianies com LES & individuos aoniroles & aplicar o barmo da corsantimenio lvia o
esclarecido & o questionddo stoo-apidemiolbgion;

4. Camctarizar a microbiota imestinal solada atrmls do DA bacterano solado das leces de pacieries
com LES & controkes por PCA am lempo realk

4. Chmniificar diodres inflamaldrias no plasma de pacientes com LES @ ooninoles;

& Comelackonar os dados da microblols infestinal de pacienies oom LES &s oconoeniragies de diodnes, aos
dados clinioos & shoo-spidemiokigioos.

#valiagdo dos Riscos o Benoficios:

Dursodios palo pesguisador na Plataforma Brasic

Riscos:
Mo b risoos pam os perticipanies ersolendo a ooleta de leees. Para o fomecimenio de sangue que Sed
ulizado nesie projelo, ko rsoo de apanscimeanio de bemaloma no bago onds & vala

Enderecn: Fua ddtenc: Duadle Yiea, 13531

Bairre: [e. Paliks Prala CEP: 4 Tad-400

[0 o Hunssipia: BARRETOS

Telelone | Fesid {547 Fax: [17E0n-S800 E-mail: o lem oo imakom oom Iy

Pl o' os o
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for puncionada para colata do maledal, mas a execuglio do prooedimanto serd padronizada pelos
profEsionals dia salde parm minimizar as chanoss de dsoo. Adm disso, bl posshael quebm da sigio anine os
mambens relaoionacos oom o esiudo, mes i send evEsdo 30 mdndmo.

Conmsnclc dc Pasesr | EE 4400

BarwiToios:

ksl projeto serd imeestigada a disbiose inestinal soada em pacdenes com pus aftematoso sshibmioo,
Al disso, estes dados sedfio cormalaciorados acs nivels plasmétioos de diodinas pré-infamatddas, guae
esiSo relacionadas & inflamagio crink. Ok dados pemdos por esis Embalho swio inddiios pam publieaghio

i agregario informapies mlemntes sobre o papel da disbiose m inflamagio @ dessmahimenio de doengs
coma o Kpus. E possivel que este estudo ndo imga benalflcios direlos a wod, mas a0 final deshe estudo as

infomagpies obitides podenio imaer benelloios a fuluros packenies.

Comentirios o Consideragdes sobmo o Posquisa:

O peessquissdones submalem pam apreciacio as aberagies soliciadas em pareosr prénio.

Consideragtas sobre os Termos do aprosentagdo obrigatdria:

Towdos o lermos cbrigabdhics fonum apnsentados

Recomondagdas:

Sam reoomindagfes.

Conciusdes ou Penddncias o Lista do inadoquagtas:

1. Mo et descrito como & ondis Serfo salscionados os participantes de pesquisa sem pus erftematoso
sisbimico (comiroles). Soliciia-se que tal informagio sef@a descrila no projedo de na plalaicema Brasil,
inchmsive no TCLE (s¢ & o gua for parlinanis).

RESPCETA: Os individucs consiiiuinies do grupo aonfrole senio selecloradosieoniados nos posios de
sadide lgados & Secrefaia de Salde a no Ambulaito Médoo de Especialidades de Barmeios, respeitando
o crildrios de axdusSo descriios no projelo de pesguisa. Tal irormagio fol inculda o projeio de paesnguiss
iz na plataiorma Brsil. Mo TCLE fol induida a informagiio sobre a oolabongio da FACISE com o8 posios de
salde ligados & Seconataria de Salde & Ambulabbdo Médico de Espacialidades de Bamalos para
salegfiorecruiamenio de paclenies & coniroles.

ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Mo TCLE (Documanis TCLE_Microblota_LES _2015), no lam O QUE ACONTECERA COMIGD
DURANTE O ESTUDOT -se %0s dados dinkoos, tals como lestes ouldnoes ativas, ovallagioo de

Enderecn: Fum Artene Duadie Ve, 15357

Babrre: [ Pauk: Prata CEP: a4 TEd-400

LiF: &2 Eunssipia: BLRARETOR

Talalomee | Fada o7 Faiz: (170 Se00 E-rmmil: copdiem- ootk oo by

FlgrE TioE
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wulsantioorpos (FAN, anti-DRNA nativo, anti-Sm, anticardiolipine g e g, aniicoagulanie Kploo, anti-
Lars58, ant-RoSSA o anti-AMNF), escom dink SUEDA [Systemic Lupus Erythamatosiss Disanse Acthity
index] & tratamenio medicamanioso. .. Os bermos wsados sSo muibo Monloos & podem dificuliar o
sniendiments do TCLE por parte do pardicipama. Scliciia-se adegquagio.

RESPOSTA: O TCLE fol complsiamenia relormulado, uiilizando Bnguagem aosssieel ao plbilioo leigo,
faciitando a compreansio do estudo ¢ das efapas emeotvidas na IndusSo dos paciantes oom LES & dos
coniroles. Todas as informapies sobre os dados dinkoos diadas .. “Os dados dinkoos, taks como lesSes
cutfinaas athes, svaliagiioo de aulcanioorpos (FAN, anti-DRA raiivo, antl-Sm, anticardiolipire g6 @ gk,
anticoagulante Kpioo, anti-LarEsl, anti-Rof55A o anti-AMNP), escom clinioo SLEDAI (Systemic Lupus
Erythematosus Dissase Aclivily index) @ imtamenio medicamentosa.. " foram ramovidas do TCLE.
AMALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

ConSmesche: do Passsr © S 44

A O pesquisadones apresentam um Gnioo TCLE [Documanio TCLE Miombiota LES_306), no qual oonsta
informapies dirscionades aos padenies potadonss de l0pus erfematoso sistémion. Mo fol apmsentado um
TCLE para of indhiduos saudivais (coniroles). Assim, nfo deve-sa wtilizar esie TCLE pam os indviducs
sauddvels, uma ver que nesie consta saniengas como *MNosso trabalbo tem como objalivo geml a
caraciarizgso dos microganismos presanies nes eees de pacienies  oom 0pus arfemaioso ssbiimion o
cormelagio ocom probeinas inflamaitdas o sogee® 8 *_serfio pesquisados em seu pronbudirio médion. "
Essyy frases podam parar confusfio, uma wez que 05 Individuos coniroles o sfo poriadores de LES.
Dwsta joema, solicita-sa um TCLE especifico para o8 controles.

RESPOSTA: Tando em visie & reformulagio do TCLE, acreditamos que agora ahe estd compativel para
aplimaifio no grupo de pacienies com LES @ no grupo ooniroke. O lermo fol reformulsdo para que possa
pbender s duns populagies de estudo, evilando confusies ou dinddas por parfe dos indhvlduos coninobes.
AMALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

4. Bolidby-se que sefa desoriio no TCLE o bempo estimado para responder as 50 quesifies proposias nos
s iondirices.

RESPOETA: A informagiio pedinents ao lempo esimado para responder as 80 quesifes do questiondnio ol
inclulda no TCLE.

AMALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

Encerecn:  Fua Astenc: Duadle Wiea, 1550

Bairres [ Fauks Prale CEP: ja Td-a0
iF- 8p Buricipla: BARFRETOS
Telelonic || Fsid {47 Fax: (17N -S800 E-mmil: oo temewr temalon oo by
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Consideragias Finals a critéric do CEP:

O Comild de Ellca am Pesquiss da Fundaciio Pio Xl - Hespial do Clncer de Barmelos de acoedo com as
affbuigfes definidas e Resolugio CHS 662012 @ na Morma Operaciorsl B 0012013 do CHS, & apds a
andlise das respostas as penddncias emiidas, manbesta-se pela APROVACAD do projalo de pescuisa
propasti.

Conimeachs Sc Fasosr | ES 447

Solioamos quer seam ercaminbados ao CEP:
1. Rdattrics semesiraks, ssndo o pimao pressio pa 24012016
2. Comunicar toda @ quakguer alleragiio do Projelo @ Termo de Conseniments Livve o Esclarecido. MNestas

circurstdncias a inclusio de participantes deve ser lemporriaments imerrompida ald a aprovagio do
Comild de Etica am Pesqulsa.

A Comunicar imedixtameanis a0 Comitd qualguer Evento &dverso Grav coomido dunsrie o dessrvabsdmanio
o eshudo.

4. Para projelos que ulilizam amostras criopreservedas, proourar o BIOBANCD para infolo do
[ et Sn e b

& 0= dados individuals de iodas as elapas da pesquiss devem ser mantidos em ol Seguro por 5 anos,

apds condusio da pesquisa, pam possived audioria dos Sdrglios compedentes.
. Esle peojelo esth cadastmdo no CEP-HCE sob o nirmeng 12368520 18,

Esin parsoor fod slabomado bassado nos documenios abaino relacionados:

Tipe: Documanto A P ostigem Auor Situngio
Informanites Bbsoes | PE_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 1201206 Ao
o Projaio BCUETO TasFi9. i 13183
Cutros Carda_ Resposia_Pendencias LES 200 | 12012006 | Gislane Lelis Vilela Aol

B oo 130458 | de Oliveira
TCLE Termos Ga | TCLE_LES_S018_neiommulaco 12ANE0NE | Caskane Labs Vibkela Aol |
#Asentimenta § 1306200 | de Civeira
Jusstificativa dis
Aumdineia
[ Frojein Detaiadn | | Propio_Meksobioba_LES_2008_meiorml | 120 V05 | (ks Lels vikea | Acsin |
Emchuma . po 140637 | de Cliveira
Irmverst
T'C:I_.Emu da | TCAE_Miorobiota_ILES 076 pdl 1212006 | Gesans Lebs Vilels Aol
Assentimaenta J 1304568 | de Oliveira
Jusstificaliva dis

Ermieregn: Fusa Acdenoei Duaie Viksa, 135357

Bairre: D¢ Fouke Prata CEP: 4 TEd-450
UF: 2P Mumcipl:  BARFETCS
Talefone: | i (047 Fax: (1N 5600 E-rmmit: cosd oot ow com Ly
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oo ™

Aushnoia TCLE_Miorohiota_ILES_2016.pd 12A1/201M6 | Gislane Lobs Vikela Moo
131458 | de Olhwedra
Fropels Defafado ! | Projelo_Mioobota_ LES 2006 pa 1211216 | Gt Lods Vikela Ao
Beochun 121417 | chr Olbewdra
Irmvers igdor
Lo Carta_Hesposta_Pendencirs_ LES 201 | 1T1A12NE | Cstanes Lebs Vikla Ao
5 pdl 1EH16F | de Olvedra
Darcoka raaglion o CIERCIA_FACISE_LES 3016 pa 14A0RNE | Gl Lobs Vikela LTe ]
Irmsdifuioio & 2xd4adn | ce Olivedra
| Il rsing urs
Chutros Finarclamanio LES 3016 jpg ARG | Gstane Lilis Vilela Al
204018 | ch Oibewdira
Daecia i lidada_LES 200, EMOR0NE | Glstane Labs Vilela Moo
Pﬂqmm Flespors= w 20eEE | de Olivedra
Dhercoka raagaion o Cencia_esiudo_Secrelada LES 3Mbp 11082016 | Geslane Lels Vikela Ao
Irsdifuicio & |:I 20n0E0n | chy Oibewdira
| Iniraersing s
Folha de Rosio Folha_de_rosio_LES_2016.pdl 1MORNE | Gt Lods Vikela LTe ]
Shd:63 | e Cibesira
Outros Quessionanio_sodoapidemindogion_LES | 100NN E | Glstane Lels \Vilela Tt ]
2016 pelf 2005046 |de Clivelira
Sihuagio do Parscer:
Aprovadio
Mocossita Aprociagio da CONEP:
[

BARRETCES, 26 da Movambro da 2016

Assinado por:

Danlel Onofra ¥Yidal

| Coordenador)

Endaregn: Fua dclencs Duaie Wik, 13351

Bairrec [F. Falk: Frida
Hurisipia: BARFRETOZ
Telefore (17060 047

F: ap

CEP: 4 Tad-400

Fax: (17N A0

E-mmail: copdd hoafoabamalon Som I

Figis Si0E o
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ANEXO B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO (TCLE)
PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Tunlo do Projets de Pesquisa: Avaliacao da dishioss intestinal em pacientes com hapus
erifematoso sistemico & comelacao com Cifocinas inflamatorias plasmaticas.

TS e
INVESTIGADORES DO ESTUDO
Faculdade de Ciéncias da Sande de Barretos Dr. Paunlo Prata, Brasl

Profa. Gislane Lelis Vilela de Oliveira, Fernanda Paslini Gongalves, Guilherme Siqueira
Pardo Rodrizues, Dra. Vania Sammartine Mariano

Identificacao do participants Numere do prontuario medico

Voce esta sendo comvidadoda) a participar dests estado que sera realizado na Faculdade de
Ciencias da Sande de Barretos Dr. Paulo Prata (FACISE), sendo coordenade pela Professara
D Gislane Lelis Vilsla de Oliveina.

mm&memmmmmmmemma
sua panticipacae, Caso VoCE aceile o coovite. Este documenio fambem descreve of pessiveis
riscos & beneficies e voos quiser participar. Apmam]musmf;umq.uucunapﬁmum
explica este Temmo de Comsenfimento, e esclarecer suas duvidas, woce deverd fer o

conhecimento necessario para fomar wma decisae esclrecida sobre sua participacao ou D30
neste estwda.

JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDD
Hnsﬂhmmm;pﬁqmﬂdnmmndmmmﬂ}ammduhamﬁmtwﬂ!
W}mmﬂmmmmﬂummhmmemm
chamadas de poicrobiota. Maﬂmh&ﬁtamtenmhmmeaﬂ&hacﬂa&e
mtamn;uda,ammmﬁmpndecmﬁmmpamndﬁmwhmmduhmﬂsmﬂmtmm
CTOmicAs @ Auinimunes, como o hipus eritematoso sistemico. Um dos principais efeitos da
quebra da boa relagao existenis enire o5 microbios que habifam nosso infestine @ organismo
como um todo & a ativacao desrepulada de cehulas do sistema de defesa do orgamismo
humano. A desrepulacao deste sistema de defesa induz a produgao de substancias, chamadas
cifocinas pro-inflamatorias, que favorecem o desenvolviments de doencas autoinmnes orgao-
especificas como a esclervse multipla, mas ambém podem ter efeitos em locais distamtes
(sisfemicos), favorecendo a ocomencia de deengas como a arimibe reumatoide & hupus
erifematoso sistemico. No enfanto, permanece questiomavel s a quebra da relagao
harmaniosa enire micTobios & corpo humano pode ser visto como agenie causador de doenga
OU COmD Consequencia dela.
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OBIETIVO DD ESTUIND

MNosso trabalbo tem come objetive geral a caracterizacao da microbiota infestinal isolada das
fezes de pacientes com lupus eritematoso sistemico e comelagio com Citocinas inflamatorias
plasmaticas.

PROCEDIMFENTOS

O(A) semborfa) ters 3 T s omAie sScio-enidemiolie lacionado 30 histri
de doencas, medicacoes, habites de vida e alimentagao, uso do tabaco e consumo de akool &
mnn{ﬁreindemstmatﬁpunﬂuﬁpugmusquemmqmmhpnde
constrangimento. Apos 0 questionario, mmasdnunguepmfmcn(lﬂﬂjmmﬂ:{hi
em tubes EDTA (anticoagulanie) para separacao do plasma que sera wiilizado para desazem
de um tipo de profemna chamada de citocina inflamatoria. .Am:&las.dek:u{!iﬂmgjmu
solicitadas e ammazenadas em freeser Mmmmﬁﬂmm
{material penetico). A compesicao da microbiota sera realizada apos extragao de DNA e PCR
unlmnpuml{magmmepamﬂuldmhﬁu;mﬁﬁmdﬁuﬂlﬁdemﬂmuﬁm
no intesting). Os dados clmices, tals como lestes cCutimeas ativas, avaliagdoo de
amtoanticarpas (FAN, anti-DNA native, anti-5m, anficardiolipma [e( e IgVL anficoagulane
lupico, anti-La’SSE, anti-Ro/SSA e anti-BNP), escore chimico SLEDAT (Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index) e ratamento medicamentosa, 2eT30 pesquizades em
sey prootuaric medico, com toda discrcao e sigilo e sarao registrados.

RISCOS E DESCONFORTOS PARA OS5 PARTICTPANTES

Nao ha riscos pam 05 participantes envolvendo a coleta de fezes. Para o formecimento de
sangoe que sera uiilizado neste projets, hanmdaapmumlndt]ﬂmtnmamha;n
onde a veia for puncionada para coleta do maferial, mas a execucao do procedimento sera
padronizada peles profissionais da sande para minimizar as chances de risco. Alem disso, ha
possivel quebra de sizilo entre os membros relacionades com o estudo, mas isto sera evitado
20 MATIMO.

BENEFICIOS ESFERADHDS
Hmmmmmmawmmmmmmﬁﬁ!
pacientes com lupus erifematoso sistemico. Alem disso, estes dades serdo comelacicnados
auimmﬁplam-:mdemmque ﬁtmrﬂmmmhianﬂm;mmﬂim
guadnspu;mmhﬂhmmaﬂmpmwblngmewmﬁmﬁmmm
mhenpapﬂdaﬁshmunﬂmmedmmhmmdtdnmﬂscmnhm
eTitematoso sistémiro. B possivel que este estado ndo traga beneficios diretos a wocé. mas ao
final deste estudo as informag des obtidas poderao trazer beneficios a fufuros pacientes.

PREOCEDIMENTOS O TEATAMENTOS ALTEENATIVOS
Nio ha procedimentos altemativos.
mmnm:;ﬁn DD ESTUDD

Emmhp{haﬂﬂmhmdnmmmmm:ﬂm“samum
ou por razoes administrativas. Cualguer que seja o motive, o estudo somente sera

mrun;udndqmsdammha;mpﬂnﬂm&deﬂnmunpﬁqmﬂqunmamm
que existam razoes de seguranca que exijam a interrupae imediata do estado.
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LIBFROADE DE REECTSA

A sua participaco neste estudo & vohmtaria e nio & obrizatoria. Voce pode aceitar participar
do esmdo e depeis desistir a qualquer meomento. Voce ambeém podera pedir a gualguer
mOmento que 3 suas informacoess sejam exchndas completaments deste estudo & que elas

GAEANTIA DE SIGILO

O pesquisador tomara todas as medidas para manter suas mformagdes pessoais (COmo nome,
endereca, telefone e outras) em sigilo. Durante todo o estude & mesme depods que terminar,
quando os resultados deste estudo forem publicados em revistas cienftificas ou apresentados
mcmgamwmamﬂmﬂd&hmgnﬂda em segredo, nao sendo revelada
qualquer informacac a sen respeito que possa identificar woce publicamente. Contuado,
duranie o estude, alzumas pessoas da Faculdade de Ciencias da Sande Bameios Dr. Paulo
Prata, envolvidas diretaments na pesquisa, poderao ter acesso a0s seus dados. Mesmo assim,
05 seus dados se130 preservades e 3o serdo divulgades publicamente.
mmmnucmag&ulmmm@in
ﬁpﬂhﬂpa;mnﬁnemuhnmmm;ammpanm 05 custos relaciconados
dmammnmmnpagmpﬂa nmun;iu{pampﬂmpmdn deste estada.

Tambem 3o havera quakjuer tipo depalgnmmjudﬂﬂnamnpam{ﬁm{rmmum]ma
pa}mmm{lﬁmhemﬂ Eemmﬁ'ﬂ'algmm-aa sua sande como resultado

participacao neste estudo, a Faculdade de Ciencias da Sande de Bamretos Dr. Pml-uPnl.am
responsavel por lhe dar todo o atamento pecessario e de forma pramuita. Ao assinar este
Termo de Consentimente, vocé ndo perdera nenbum direito, inclisive o de obeer indenizacao
por dane a sua sxide se isto ACOmbareT.

DESTING DS MATERIATS BIOLOGICOS

Todos os materiais biologicos coletados duranie este estudo (sanpue e fezes) e os dados
MMnEMmmmmﬁmmﬁmﬂmmﬂﬁﬂpmm
Termo d= Consentimento. Esses materiais nao terao os seus dados pessoais, apenas codigos
de identificacan, para manter o sen sigilo. Depois de todas as analizes ferem sido realizadas, o
material biologice que restar sera adequadaments armazenado na Faculdade de Ciencias da
Saude de Bamretos Dr. Panlo Prata. Se houver necessidade da fazer novas apalises com seu
mlg'mmmminCmﬁﬁEMMPmmn@im&_nmmﬁma
antorizacao deste Comdfe, novas pesquisas com ¢ 520 matenal mao poderao ser realizadas.
Apesar deste maEmlhl-ulng::uﬁn:uguudadu ele perience a voce. A qualquer momento,
durante ou apos este estado, voos podera pedir que o material seja destnndo. Ao final desie
termo voceé podera decidir se awioriza o wso de seu material em pesquisas fufuras ou se
prefere ser avisado em cada sihaaao em que seu material seja wilizado em moves estudos
Para quE VOCE AUiDTize ou N30 este 150,

ESCLARFCIMENTOS ADICTONAIS, CRITICAS, E-LE-ES'II:IIEIIIE]..AHM;.‘I:IIE

Voce podera tirar qualquer duvida sobre o estudo, fazer cnficas, sugestoes & reclamagoes
diretamente com ¢ pesquisader na Faculdsde de Ciencias da Saude de Barmretos Dr. Paulo
Prata, com a Profa. Dra. Gislane Lelis Vilels de Oliveira, no telefone (17) 3321-3060 ramal:

232 ou pelo e-mail- glelisvilelagifacish. edu br
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DECLARACAD DE CONSENTIMENTO

Entendi o estudo. Tive a oportunidade de ler o termo de consenfimento ou alpuem o leu para
mim. Tive a oporunidade de pensar, fazer perpunias e falar a respeito do docomento com
mMspﬁ&uaiqlmdnpm:uu_ﬂmmmamn]nmﬂmmmmﬁmdeasmm
termo de consentimenio, nanrammuanﬂinlndmmemdnatmlqmi Este documento
serd assinado em duas wias, sendo que uma via ficard comizo e ouma com o pesquisadar
rasponsanel.

]-l.ﬁ_‘l'll"l’_'ﬁ.'['ﬂ.l;jﬂ DE U50 FUTURD DE MATERTAL BIOLOGIOD APOS O TEEMING

DA PESQUISA.

Apos o termino dests estado, todo 0 material biologice retirado de voce (sangue e fezes) sera
armarerado na Faculdade de Ciéncias da Saide de Bametos Dr. Paule Pata. Mo future, este
material tambem podera servir para outres estudos. Se kso ocomer voce podera ou nao
auforizar o uso deste material novamente. Esta decisdo @ sua. Por fawor, assinale uma das
alternativas abaixo sobre o seu dessjo em relacac ao uso material biologico em outras
pesguisas no fofore:

SIM, autorizo 0 use de meu material biolopico em novas pesquisas, que POSSAM 6T
realizadas fufuramente na Faculdade de Ciéncias da Saude de Barretos Dr. Faulo Prata, desde

que sejam aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa.

IﬂﬂMﬂmﬁmEumumalhmhg:ﬂﬂnmmpﬁmﬁasqmpmmm
mﬂn:haﬁm:ammﬂuqummﬁmmdnunmﬂam;mmqmmmmmﬂm
urilizade em noves estudos para que eu pOssa AUtorizar 0U D30 esie Us0.

Nome por extenso do pamicipanie dz pesquiszaon  [ata Asziraiura
do representante legal
Nome por extense do responsavel goe explicon & Tata Assirahara

obeve 0 Termo de Consenfimenito

Nome por extenso da testenmimbia imvparncial Data Aszirahira
{pam casos de analfabetos, senni-amalfabetos ou
portadores de deficiencia auditiva ou visual)



ANEXO C: QUESTIONARIO SOBRE ESTILO DE VIDA E HABITOS
ALIMENTARES

Data: !

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS
(Fesquizadora respomsavel: Profa. Dira. Gislane Lelis Vilela de Oliveira)

Tdeatficagic

Nomg

Fas gistro hospitalar

Smupe

1- Liypras eritemaboso sishmico; I- Grapo controls

Tampo de dizgnostico
ANDS

INFORMACOES GERATS

Drata de mascimemto
DDAMAI/AAAS

Comso foi o nascimsnin?
1- Pario normal; 2- Cesdmea; 3- Mo sabs mformar

Sexzo
1- Fuminimo; 1- Maucalins

(real & wma raga (cor da peda])?
1- Branco; 2- Mege: 3- Pardo oo Mulate: 4- Amarslo {Asidtico); 5- Indiguna

10

Estado civil
1- Sobwing; 1- Cassdo/ Amasiade; 3- SeparadoThivorciado; 4-Vievo

11

Ezcolaridads
- Amalabato; 1- Sabe lar & sscrvver;
1. Ensino fundymental imcompleto; 3- Fosing fondamental copspleto;
4- Ensing médio incompleto; - Ensino mwdio comxpleto;
6- Ensine suparior imcompledn; T- Ensimo suparior complato

Morow™M ora em rona rural
B Mio: 1- Sips; 99 Ignorads

15

Se sim, por quante fmpe? 1%0s

16

Morow™M ora em rona urbana
- Nio; 1- Sim; 39 Tanorado

17

Se sim, por quante fmpe?
ANDE

o

Usom algem anhidtico nos ditimos 15 dis?
- Nio; 1- Sim; 39 Tanorado

|

Amtibintico
ESPECIFICAR

Faz mso freqnente de algama mwdicacin?
i Mo, 1- Sim (se fez nos tltissos 12 meses) 1- 56 no passado; #9- Ionorado

x5

Medicaclo dewvo fregeemnts
ESPECIFICAR

16

Foi mbmetido a algnm tips de vacinagdo nos altmos 30 disx®

I

- Nio; 1- Sim; 39 Tanorado
Vacinacdo

ESPECIFICAR

I8

Foi mbmetido & cirargias do traio gasirointestinal?
B Mio: 1- Sips; 99 Ignorads
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" rT—
ESPECIFICAR
ESTILO DE VIDA
Ingestlo da dlcool
30 (- Nemca: 1- Bim, aimda bebe (v paron nos dlbmes 12 meses); 3- 56 oo
passado
11 Cervaja .
I Nia; 1- Sim; 99 Ionorads
11 Idade da mmicio
ANDS
33 | ldade que parcu )
ANDS
rmntys unddades consome?
34 1- Copo pequans — 50 ml: I- Copo médio — 100 ml; 3- Copo granda— 250

ml: ou garmadfa pegeena — 130 ml: 4- Gasrafa — V-7 ml; 5- Gamafa— 1 L

Jrml a froquéncia do commumso?

35 - Bienos que nea ver por mas; 1- 1-3 vezes por més;
1- Uma ou duz vezes por samana; 3- Todos o5 dizs
16 Vinho
- Nio; 1- Sim; 99- Ignorado
17 Idade de micio
ANDS
18 Idade que parou )
ANDS

rmmiw unidades consome?
1- Copo pequens — 50 ml: - Copo msédio — 100 ml: 3- Copo grande — 150
ml': ou garmafa pegmana — 330 ml: 4- Gazats — T0-73) ml; 5- Gamafa - 1 L

rml & frequéncia do consumn?

40 ii- Bienos que nma ves por mds; 1- 1-3 vemes pormés;
2- Uma ou duss vezes por semana; 3- Todos os dias
1 Cachaca

i Nio; 1- Sim; 89 Tonorado

43 | ldade do micic )
ANDS

13 Idade qus paron )
ANDS

rmntys unddades consome?

44 1- Copo pequenc — 5 ml: ¥- Copo medio — 100 ml: 3- Copo gramde — 25

mi: ou garmfa pegueza — 330 ml:d- Garafa — T00-73 ml; 5- Gamafa- 1 L

Jml a fequéncia do comsumo?
- Bienos que nea ver por mas; 1- 1-3 vezes por més;

45 2- Uma ou duss vezes por semana; 3- Todos os dias
4 | Takaco . .
- M3¥o; 1- 5im, atmlments, I- Sim, passado
47 iCigarro de fiktro
- Nio; 1- Sim; ¥ Ionorado
48 Nimaro de magos pordia
NUMEERD
m Idade deo imicio
ANDS
55 | Vecd esteve casado (ou vivends junto) com wm fumante?

- Nig; 1- Sim; - Nio lembra; #W.-Ionorsds

(mandp rianga, sew pai oa ma mio mepam?
- Hiia; 1- Sims; 2- Mo lembra; 99 Ionorsdo

86



Por guanio tepxpo foi sxposioT
ANDS

Pratica atividade Ssical

¥ 8- Nllo; 1- Sins; 98- Imorada
—o | 5@ 5im, gml & fequénciy por semans
ot -
1- 7 dias
mmio tempo per dial
&0 i Menos de 3T 1- palo menos 307,

1. palo munos §0: 3- o lembra; ¥ Janorado

HABITOS ALIMFNTARES E MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

il

Lagumas, verdums ¢ vegeainT
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4- Mz maiora dos dias, mas oo iwdos os dias; 5- Todos os diss

L

Frutas froscaaT
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4- Mz maiora dos dias, mas oo iwdos os dias; 5- Todos os diss

Caroe vermselha™
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4- Mz maiora dos dias, mas oo iwdos os dias; 5- Todos os diss

Laite o latictwios (Ex: queijos ¢ iogure]?
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4- Mz maiora dos dias, mas oo iwdos os dias; 5- Todos os diss

65

ondema, gordors trans? (Exoda carme, bolachas mcheadas, salgadinhos)
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4- Mz maiora dos dias, mas oo iwdos os dias; 5- Todos os diss

MasaT (pdo, macamdo, nhogue)
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4- Mz maiora dos dias, mas oo iwdos os dias; 5- Todos os diss

&7

Copvida enkatada? (ervilha, milho, saleta de lesumes)
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4- Mz maiora dos dias, mas oo iwdos os dias; 5- Todos os diss

Copnida condimantada (Bx: cuichep, mostarda, madonese]) T
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4-Ma maioria dos dias, mas ofo wdos os dias; 3- Todos os dis

Pimaxta ou comida apimentada?
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4- Na maioria dos dias, mas ofo wdos os dias; 5- Todos os diss

T

Behidas gqoentes (Ex: Cafd o Cha)
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: 3- Uma ou doas vese por seouana;
4- Mz maiora dos dias, mas oo iwdos os dias; 5- Todos os diss

Tl

Probetticos (Ex: Yakult, Actvia)
- Nmmc; 1- Manos que nma vez por més;
2- 1-3 vezns por més: - Uma oo doas vedes poT Mecsana;
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4-Na maioria dos dias, mas oflo wodos os dias; 5- Todos os diss

Paio
n QUILOS
73 Alura
METROS
Funcionamanto infestinal?
T4 - mma vex a cada 15 dias; 1- uma ves por semamna;

1 duss verss por samana: - s verss por samanas: 4- Todes oz diss

5

Fozx mso de lamamics (nahrais on artificiain] on medicamentos para prisdo de
vente nos wlimos T dias?
- Bio; 1- Sim; 2- Mio lembra; 39- Isnorads

Th

Prsenga de diameias crdndcs (infecciosas on sdo infecciosas) nos tltimos 15
diz?
B MEs: 1- Sies: 1- Mo leenbra; 98- Ionorads

HISTORICO FAMILIAR DE DOENCAS INFLAMATORIAS CRONICAS

7

Histémico familiar de hopus srifematoso sivtimico
0-M3o; 1- Sim: X- ndo sabe; ¥9-Ignorado

TH

Avds, pais, mmdios, Hos, primos, filhos
ESPECIFICAR

H

Histdrico famdliar do outas doemgas aniniomnes  (diabetes tipo 1,
eiclarndermia, arfrite renmatcide, bipas erifematoso sstémico, dosmca de
Graves, trecidite de Hachimoto, padnfigs foldces ow valgar, vitilige, psoriasa)

0-M3o; 1- Sim: X- ndo sabe; ¥9-Ionorado

Histérico familiar de doengas anioimmnes (avis, pais, tios, irmdos, primos,
filhos}
ESPECIFICAR

El

Histéria fapwiliar de doenga mflamatosia imtestinal (doenca de Crokm, colite
mlcerativa & dosnga caliaca) (avwos, pais, tios, irmdos, primos, flhos)
(-H3p; 1- 5o X- n¥o sabe; P9 Ionorads

E2

Histéria de infeccies viras na imfinciy (Sarampo, Caxnmba, Catapom o
Enhbsdola)
{- M3o; 1- Sim; }- ndo sabe; 39 Ianorado

Histéria de infecodes viras na imfinciy

= ESPECIFICAR
COMOEBIDADES
84 Tam hipartendo arterial on diababes? _
{- M3o; 1- Sim; }- ndo sabe; 39 Ianorado
&5 Hiperiems3o ou diabetes

ESPECIFICAR

Tewe alguma infeccdo das vias adreas mpariores nas albomas X samanas?

56 BN 1- Sies: 99 Ismorads
7 Infoccdo vix admeas soperiors
ESPECIFICAR
S8 Tams alergia? _
- Nio; 1- Sim; ¥ Ionorado
- ryP—
ESPECIFICAR
n
B0 Tam wma?

- Hio; 1- Sim; 99- Ianorado
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