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Comparacdo da Producdo de acidos graxos de cadeia curta entre pacientes com Doenca Inflamatéria
Intestinal e individuos saudaveis. Botucatu (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de

Medicina de Botucatu; 2022.

A Doenca Inflamatdria Intestinal (DIl) compreende duas principais doencas, a doenca
de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU), essas doencas caracterizadas pela complexa interagdo
entre fatores genéticos, imunoldgicos, microbianos e ambientais. A microbiota intestinal refere-se a
variedade de microrganismos vivos que colonizam o intestino, e devido a inflamacdo caracteristica da
doenga observa-se alteragdes na microbiota intestinal. Uma das principais fun¢des da microbiota
intestinal é a producdo de acidos graxos de cadeira curta (AGCCs), e devido as estas alteragGes
acredita-se que por consequéncia haja alteragdes no perfil de AGCCs nos individuos portadores de DII.
O presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar o perfil dos AGCCs em pacientes com Dll e
individuos saudaveis, entre DC e RCU e atividade e remissdo das doengas.

Foram analisados parametros sociodemograficos, clinicos e endoscépicos de individuos com
DIl e comparados com individuos saudaveis, entre DC e RCU, entre atividade e remissdo da doenga
clinica e endoscdpica. As dosagens de dacidos butirico, proprionico, acético e calprotectina foram
obtidas através de amostras fecais. Os individuos com DIl apresentaram valores significativamente
maiores de AGCC que os saudaveis. Tais achados podem ser explicados pelas alteracdes da microbiota
destes pacientes, diferenca no perfil de producéo e absor¢do dos AGCCs, pelo grau de atividade da
doenca e influéncia da dieta. Os achados deste estudo reforcam a diferenca entre a microbiota dos
pacientes com DIl e individuos saudaveis, mas ainda se faz necessario o aprofundamento destas
analises para elucidar as principais etapas que diferenciam a producdo e absorcdo destes compostos.

Estudos sobre alteragcdes nas comunidades bacterianas em pacientes com DIl sdo cada vez
mais presentes, entretanto, ainda sdo poucos os estudos que avaliaram o perfil de produgdo, absorcdo
e excrecdo de AGCCs nos portadores de DIl, sendo necessario aumentar o conhecimento sobre a
relacdo entre microbiota e a producdo dos AGCCs nestes pacientes possibilitando compreender suas

diferencas e nortear o desenvolvimento de novos alvos de tratamento no futuro.

Palavra-chave: Acidos Graxos de Cadeia Curta; Doenca Inflamatéria Intestinal; Disbiose.



Comparison of production of short chain fatty acids between patients with Inflammatory Bowel
Disease and healthy individuals. Botucatu (SP): Paulista State University (Unesp), Faculty of Medicine
of Botucatu; 2022.

Inflammatory Bowel Disease (IBD) comprises two main diseases, Crohn's disease (CD)
and Ulcerative Colitis (UC), these diseases are characterized by the complex interaction between
genetic, immunological, microbial and environmental factors. The intestinal microbiota refers to the
variety of living microorganisms that colonize the intestine, and due to the inflammation characteristic
of the disease, changes in the intestinal microbiota are observed. One of the main functions of the
intestinal microbiota is the production of short-chain fatty acids (SCFAs), and due to these changes, it
is believed that consequently there are changes in the profile of AGCCs in individuals with IBD. The
present study aimed to evaluate and compare the profile of SCFAs in patients with IBD and healthy
individuals, between CD and UC and disease activity and remission.

Sociodemographic, clinical and endoscopic parameters of individuals with IBD were analyzed
and compared with healthy individuals, between CD and UC, between clinical and endoscopic disease
activity and remission. The dosages of butyric, propionic, acetic and calprotectin acids were obtained
through fecal samples. Individuals with IBD had significantly higher SCFA values than healthy ones.
Such findings can be explained by changes in the microbiota of these patients, difference in the profile
of production and absorption of SCFAs, by the degree of disease activity and influence of diet. The
findings of this study reinforce the difference between the microbiota of patients with IBD and healthy
individuals, but it is still necessary to deepen these analyzes to elucidate the main steps that
differentiate the production and absorption of these compounds.

Studies on changes in bacterial communities in patients with IBD are increasingly present,
however, there are still few studies that have evaluated the profile of production, absorption and
excretion of SCFAs in IBD patients, making it necessary to increase knowledge about the relationship
between microbiota and the production of AGCCs in these patients, making it possible to understand

their differences and guide the development of new treatment targets in the future.

Keyword: Short Chain Fatty Acids; Inflammatory Bowel Disease; Dysbiosis.
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1. Introducao



As doencas inflamatdrias intestinais (DIl), sdo representadas principalmente pela
Doenca de Crohn (DC) e pela Retocolite Ulcerativa (RCU). A inflamacdo da RCU se estende
proximalmente ao reto e é restrita ao célon, enquanto a DC pode afetar qualquer segmento do trato
gastrointestinal, mas comumente ocorre no ileo terminal e pode ser descontinua (SCHIRMER et al.
2019).

O inicio da doenca e sua evoluc¢do sdo caracterizados por uma complexa interagdo
entre fatores genéticos, imunoldgicos, microbianos e ambientais, que cursam com dano intestinal
progressivo e podem impactar significativamente a qualidade de vida dos pacientes (MAGRO et.al.,
2017; TORRES et.al., 2020). O diagnéstico das doengas engloba a histéria clinica do paciente, as lesdes
endoscopicas, os exames radioldgicos como a enterotomografia e a enteroressonancia e a avaliagdo
histopatoldgica (MAGRO et.al., 2017).

Embora a etiologia e a patogénese da DIl ndo tenham sido totalmente compreendidas
até o momento, sabe-se que mais de 160 loci genéticos conferem suscetibilidade aos individuos
predispostos a partir de uma resposta imune anormal aos antigenos intestinais apds a exposicdo a
gatilhos ambientais, como a disbiose intestinal, considerada um fator ambiental imediato ao
desenvolvimento e manutengdo da DIl (KAPLAN, 2015).

A disbiose consiste em um estado mal adaptativo do microbioma por haver
desequilibrio entre o nimero de bactérias protetoras e agressoras, tornando o trato
gastrointestinal mais vulneravel (PEREIRA |G e FERRAZ IAR, 2017; SIDHU M e VAN DER OORTEN
D, 2017). Ha uma relacdo direta da disbiose intestinal com a reducdo da microbiota e destruicdo da
barreira de protegdo intestinal, causada pelo desequilibrio das bactérias intestinais, que por sua vez
aumentam a permeabilidade de moléculas ou microorganismos patdgenos na circulagao sistémica,
podendo levar a danos na barreira fisica do intestino e aparecimento das DIl (ALMEIDA et al., 2009).

A microbiota intestinal refere-se a variedade de micro-organismos Vvivos,
principalmente bactérias anaerdbias, que colonizam o intestino logo apds o nascimento, com uma
relacdo de aspecto benéfico entre o hospedeiro e a microbiota intestinal, sendo fundamental o
equilibrio que favoreca as duas partes. Uma das principais fungdes da microbiota é a producdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Os AGCCs sdo acidos carboxilicos com caldas alifaticasde 1a 6
carbonos, dos quais acetato, propionato e butirato sdo os mais abundantes produzidos pela
fermentacdo anaerébica de fibras alimentares no intestino. Sua producdo e absorcdo ocorre por
diferentes vias e mecanismos, sendo a maior parte diretamente absorvida no cdélon para ser utilizado
como fonte de energia para os colondcitos ou transportada para a corrente sanguinea para outros
tecidos do organismo, aumentam a funcdo de barreira das células epiteliais, promovendo menor
entrada de patdgenos na mucosa intestinal (URANGA et al., 2016; KIM et al., 2014; ZAPOLSKA-

DOWNAR et al., 2004). Além disso, os AGCCs sdo importantes para a ativacdo de fatores de transcrigdo
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para a modulacdo da expressdo génica, atuam na diferenciacdo, maturacdo e ativacao de células,
modulam diferentes processos do trato gastrointestinal, como a liberagdo de hormonios e absor¢do
de eletrdlitos e agua, atuam em algumas células da resposta imune, podendo prevenir e suprimir a
inflamacdo, além de serem responsaveis pelo aumento da producgdo de citocinas anti-inflamatdrias
devido a acdo em células dendriticas (KIM et al., 2014; LERNER et al., 2011; MEIJER et al., 2010; BINDER
and MEHTA, 1989).

Embora os mecanismos exatos dos AGCCs envolvidos na DIl ainda ndo estejam
totalmente esclarecidos, Simeoli et al., (2017) mostraram em modelos experimentais com ratos que
esses compostos moleculares melhoraram a inflamagdo e mantem a integridade da barreira do
epitélio. Zhao et al., (2018) descobriram que o butirato de sddio pode retardar a colite induzida por
acido 2, 4, 6-trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) em camundongos, protegendo a fungao da barreira
intestinal e propuseram que a DIl pode ser direcionada por GPR109a (receptor de proteina G109a).
Outra pesquisa descobriu que o acido butirico oral também pode regular a diferenciacdo de células T
em ratos. Pode regular a concentracdo de IL-10 e IL-12 no plasma e na mucosa do célon, mas regular
negativamente a expressdo de IL-17, de modo a aumentar o contelddo de células Treg e inibir a
producdo de Th1l7, o que melhora ainda mais a integridade da mucosa e retarda as lesées de DIl
(ZHANG MM, 2016). Breuer et al. (1997) e James et al. (2015) observaram efeitos benéficos no
tratamento de pacientes com DIl pela administracdo direta de AGCCs ou uso de prebidticos que
poderiam produzir AGCCs. Além da ingestdo direta de AGCCs, a alimentacdo de leitGes com Gegen
Qinlian Decoction (GQD), uma férmula bem documentada utilizada na Medicina Tradicional Chinesa,
também pode ajudar a reduzir a resposta imune inflamatéria da mucosa intestinal, manter a saide da
barreira imune do intestino e reduzir os sintomas de DIl induzindo a produgdo de AGCCs (LIU CS, 2019).

Estudos sobre alteragdes nas comunidades bacterianas em pacientes com DIl sdo cada
vez mais presentes, entretanto, ainda sdo poucos os estudos que avaliaram o perfil de producdo de
AGCCs nesses pacientes. Sabendo da importancia dos AGCCs na modulagao e funcionamento da
microbiota intestinal, mostra-se necessdaria a anadlise do perfil de produ¢do de AGCCs em pacientes
com DIl possibilitando maior conhecimento sobre o papel da microbiota na atividade inflamatéria, a
relacdo entre a microbiota e a producdo dos AGCCs no perfil inflamatdrio dos portadores de DI, além
de nortear terapias nutricionais que auxiliem na modulagdo da microbiota destes pacientes e

desenvolvimento de novos alvos de tratamento no futuro.
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2. Hipoteses



A producdo, absorcdo e excrecdo de acidos graxos de cadeia curta é diferente em individuos
com DIl quando comparada a individuos saudaveis

A producdo, absorcdo e excrecdo de acidos graxos de cadeia curta é diferente entre individuos
com Doenca de Crohn quando comparados com Retocolite

A producdo, absorcdo e excrecdo de acidos graxos de cadeia curta é diferente entre individuos
portadores de DIl em atividade ou remissdao de doenca

Os valores de acidos graxos de cadeia curta nas fezes de individuos com DIl sdo menores

guando comparadas com individuos saudaveis
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3. Objetivos



Avaliar e comparar o perfil dos AGCCs em pacientes com DIl e individuos saudaveis;
Avaliar e comparar o perfil dos AGCCs entre portadores de DC e RCU;

Avaliar e comparar o perfil dos AGCCs entre portadores de DIl em atividade ou remissdo de

doenca.
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4. Metodologia



4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de estudo transversal, observacional, realizado no Ambulatério de Doencas
Inflamatorias Intestinais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP com
duracdo de 36 meses. O presente estudo é um subprojeto do projeto tematico “DOENCA
INFLAMATORIA INTESTINAL (DII): Novas abordagens de diagnéstico e modulagdo da microbiota
intestinal em pacientes com retocolite ulcerativa”, que foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
sobre o nimero 2.206.346 no dia 08/07/2017. Todos os participantes foram esclarecidos sobre o
estudo, seus objetivos e resultados esperados, e assinaram Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) contidos no anexo 1 e 2.

4.2 Selegdo de Individuos

Foram convidados a compor o grupo paciente, os individuos com retocolite ulcerativa (RCU) ou
doenca de Crohn (DC) atendidos no Ambulatdrio de Doencas Inflamatdrias Intestinais do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu que ja tinham diagndstico de sua doencga confirmado
por meio de parametros clinicos, endoscépicos e histoldgicos e que estavam em acompanhamento no
respectivo ambulatério. O nimero amostral foi determinado por conveniéncia para o grupo paciente
segundo os atendimentos do ambulatério e adequacdes aos critérios de inclusao.

Os critérios de inclusao e exclusdo do grupo paciente estdao descritos a seguir:

Grupo Paciente
Critérios de Inclusao
— Pacientes com diagndstico confirmado de RCU e DC, documentado com dados clinicos,
endoscdpicos e histoldgicos;

— Individuos adultos, a partir de 18 anos, de ambos os sexos.

Critérios de Exclusao
— Pacientes portadores de doencas cronicas como: infeccdo por HIV, diabetes mélitus (DM),
tuberculose, cancer, insuficiéncia cardiaca, hepatica ou renal e/ou doengas autoimunes;
— Uso de antibidticos nas ultimas 4 semanas;

— Uso de prebidticos, probiéticos ou simbidticos nas ultimas 4 semanas.

Foram convidados a compor o grupo controle, individuos saudaveis, sem doengas preexistes
que atendessem aos critérios de inclusdo, residentes na cidade de Botucatu ou regido. O tamanho
amostral foi realizado através do pareamento com o grupo paciente segundo sexo, idade e etnia.

Os critérios de inclusdo e exclusdo do grupo controle estdo descritos a seguir:
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Grupo controle

Critérios de inclusdo

— Individuos saudaveis;

— Individuos adultos, a partir de 18 anos, de ambos o0s sexos;

Critérios de exclusdo

4.3

Gestantes e nutrizes;

Individuos portadores de doencgas cronicas como: infeccdo por HIV, Diabetes Mellitus,
tuberculose, cancer, insuficiéncia cardiaca, hepatica ou renal e/ou doengas autoimunes ou
outras doencas que pudessem interferir nos resultados da pesquisa;

Presenca de queixas gastrointestinais como distensao abdominal, empachamento, alteracao do
habito intestinal, disturbios funcionais do cdlon, antecedente de tumor de cdélon ou outros
tumores de trato gastrointestinal (TGI); “colites”; doenca celiaca; Sindrome do Intestino Irritavel
(S1); Intolerancia a Lactose;

Uso de antibidticos nas ultimas 4 semanas;

Uso de prebidticos, probidticos ou simbidticos nas ultimas 4 semanas;

Resultado da amostra de fezes com valor de calprotectina fecal acima de 50 mcg/g fezes.

Coleta dos dados e amostras

43.1 Coleta de dados clinicos (Grupo Paciente e Grupo controle)

Para o grupo paciente foram coletadas informa¢Ges como idade, sexo, raca-etnia,
tabagismo, etilismo, escolaridade, atividade fisica, antecedentes familiares, via de parto,
tempo de amamentacdo, uso de antibidticos na infancia, tempo de doenca, uso de
medicacles, através dos prontudrios médicos e entrevistas durante as consultas do
ambulatério de DIl do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, utilizando
um questionario avaliagdo (anexo 3). Para o grupo controle foram coletados apenas
informagcdes como idade, sexo, raca-etnia e telefone para contato, através de uma breve

entrevista (anexo 4). Nao foi possivel a coleta de dados laboratoriais deste grupo.

4.3.2 Coleta de Fezes (Grupo Paciente e Grupo Controle)
Para o grupo paciente as amostras de fezes foram coletadas nas consultas de rotina,
para o grupo controle apds o aceite de participacdo a coleta era realizada diretamente no

domicilio dos participantes ou entregues ao entrevistador. As amostras foram identificadas e

Metodologia 29



armazenadas no Laboratério de Fitomedicamentos, Farmacologia e Biotecnologia

(Fitofarmatec), no Ultra freezer a temperatura de -80° C até o momento da andlise.

4.4 Instrumentos de avaliagido

4.4.1 Avalia¢ao da extensao e atividade na Doencga Inflamatéria Intestinal (Grupo Paciente)

Para calcular a atividade da DIl no grupo paciente, foram utilizados para os portadores
de retocolite ulcerativa o indice Clinico de Mayo, e para os portadores da doenga de Crohn o
indice de Montreal e Harvey—Bradshaw (HBI).

O indice de Mayo inclui avaliagdo clinica composta de avaliagdo endoscdpica, e indice
de avaliacdo global, amplamente usado em ensaios clinicos (WALSH et al., 2014). As
pontuagdes variam de 0 a 12 pontos (doenga ndo ativa até atividade grave) (D’'HAENS et al.,
2007; RUTGEERTS et al., 2005). Sub-pontuagbes que englobam a avalicdo de sangramento
retal, frequéncia de fezes e avaliacdo global do médico, ou o sub-escore de endoscopia,
também sdo usados em ensaios clinicos para registrar uma pontuacdo parcial do escore de
Mavyo (Tabela 1). Para o estudo foram considerados a pontuacdo do escore parcial de Mayo
(excluindo-se o sub-escore endoscépico) e a pontuacdo do escore total de Mayo
(considerando o sub-escore endoscépico). Os pacientes foram classificados em doenca em

remissao, atividade leve, moderada ou grave.

Tabela 1. indice de Mayo para pacientes com RCU.

Frequéncia de evacuagao Escore

N&o normal 0

1 a 2 vezes mais que o normal

3 a 4 vezes mais que o normal

w [N |-

5 ou mais vezes mais que o normal

Sangramento retal

Sem presenca de sangue

Presenca leve de sangue nas fezes em menos da metade das vezes que evacua

Presenca moderada de sangue nas fezes na maioria das vezes que evacua

w [N [ = | O

Presenca intensa de sangue nas fezes ao evacuar

Avaliagao por endoscopia

Normal ou doenga inativa

Doencga leve

Doenc¢a moderada

w | N = | O

Doencga severa
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Avaliag3o clinica da doenga/Estado geral do paciente

Normal 0
Leve 1
Moderada 2
Severa 3

Sistema de pontuagdo do escore de Mayo para avaliagdo da atividade da retocolite ulcerativa,
adaptado de Rutgeerts et al., (2005).

A classificacdo de Montreal subdivide a doenca de Crohn de acordo com as trés
caracteristicas fenotipicas principais: idade ao diagndstico (A, de "age"), localizacdo
topografica (L, de "location") e comportamento clinico (B, de "behavior"). O parametro idade
considera o momento em que o diagndstico foi definitivamente estabelecido. Ha trés
possibilidades: antes dos 16 anos (A1), entre 17 e 40 anos (A2) ou acima dos 40 anos (A3). A
localizacdo é definida como o local de maior extensdao anatémica da doenca em qualquer
periodo. Existem quatro possibilidades: ileo terminal (L1, doenca limitada ao terco inferior do
intestino delgado, com ou sem o envolvimento do ceco), célon (L2, qualquer local entre o ceco
e o reto, sem envolvimento do trato digestivo superior), ileocélica (L3, doenca do ileo terminal
e em qualquer lugar entre o célon ascendente e o reto) e do trato gastrointestinal superior
(L4, qualquer localizagdo superior ao ileo terminal, exceto boca). Se houver comprometimento
proximal (L4) e distal (L1 a L3) concomitantemente, a categoria L4 deve ser adicionada como
um modificador; se a doenca distal ndo é encontrada, L4 permanece considerada de forma
exclusiva. O comportamento clinico é classificado como ndo estenosante e ndo penetrante
(B1), estenosante (B2) e penetrante (B3). Doenga ndo penetrante, ndo estenosante é definida
pela presenga de inflamagdo, sem evidéncia de estenose ou fistula. Doenga estenosante é
definida pela ocorréncia de estreitamento do Iimen. Doenca penetrante é definida pela
ocorréncia de fistulas abdominais ou massas inflamatdrias e/ou abscesso em qualquer periodo
de evolucdo da doenga. Quando hd doenca perianal, essa deve ser indicada separadamente
pela presenga de um marcador, que deve ser adicionada as categorias B1l, B2 e B3
(SILVERBERG, 2005).

O HBI é um indice numérico da atividade da doenca de Crohn que exige exame fisico
limitado para massa abdominal e memaria do paciente do dia anterior (HARVEY; BRADSHAW,
1980; SPAGNUOLO et al., 2019). Ele é composto por cinco parametros: bem-estar geral (0 =
muito bem, | = ligeiramente ruim, 2 = ruim, 3 = muito ruim, 4 = terrivel), dor abdominal
(nenhuma =0, leve = 1, moderada = 2, severa = 3), nimero de evacuacgdes liquidas por dia,

presenca de massa abdominal (0 = nenhuma, | = duvidosa, 2 = definitiva, 3 = definitivo e mole)
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e presenca de complicacdes: artralgia, ulceracdes, inflamacdo, eritema nodoso, pioderma
gangrenoso, fissura anal, novas fistulas, abcessos (escore 1 por item) (HARVEY; BRADSHAW,
1980). Pacientes com pontuacdo de 3 ou menos tém grande probabilidade de estar em
remissdo, enquanto pacientes com pontuacdo de 8 a 9 ou mais sdao considerados portadores
de doenca grave.

A resposta endoscdpica e a remissdo endoscépica da doenca foram avaliadas através
do Simplified Endoscopic Score for Crohn’s Disease (SES-CD), um indice simplificado e validado,
gue avalia a inflamagdo em todos os segmentos do cdlon e ileo terminal. O indice é baseado
em quatro varidveis endoscdpicas, incluindo o tamanho das Ulceras, a extensao da superficie
ulcerada, a area atingida e a presenca de estenose. Cada varidvel é classificada em uma
pontuacdo de 0 a 3 em cada segmento avaliado (DAPERNO et al, 2004; FREIRE et al, 2010). Os
pacientes foram classificados em atividade e remissdo endoscdpica.

Os pacientes foram classificados de acordo com a atividade clinica da doenga em
atividade ou remissao clinica, baseado na pontuacdo dos escores de Mayo para retocolite
ulcerativa e escore HBI para doenga de Crohn. Os pacientes foram classificados em atividade

ou remissdo endoscépica de acordo com o resultado da colonoscopia.

4.4.2 Avaliagao do perfil de AGCCs (Grupo Paciente e Grupo controle)

A dosagem de AGCCs (acetato, propionato e butirato) foi realizada através da analise
de fezes dos pacientes e dos individuos do grupo controle. A analise qualitativa e quantitativa
destes trés acidos graxos de cadeia curta foi realizada por técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) de acordo com a técnica previamente descrita

por Zhao et al., 2006 e modificada por Garcia-Villalba et al., 2012.

Preparo de amostras e procedimento de extracdo de AGCCs: As fezes foram pesadas logo apds

a coleta; 100mg de fezes foram suspensas em 1ml de acido fosfdrico 0.5% e acondicionadas a
-80°C até o momento das extracGes. Apds descongelamento, as suspensdes foram
homogeneizadas com vortex por 2 minutos e centrifugadas por 10 minutos a 17949g. 1 ml do
sobrenadante foi extraido com 1 ml de acetato de etila por 2 minutos e novamente
centrifugadas por 10 minutos a 17949g. Os extratos organicos foram novamente estocados a
-80°C até o momento das analises. Antes das andlises, 600 uL da fase organica foram
transferidos para um tubo contendo acido 4-metil-valérico como padrdo interno para obter
uma concentragdo final de 500uM. O uso do padrdo interno foi necessario para se corrigir

variabilidade de injecdo de amostras e pequenas alteracdes da resposta do equipamento.
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Anidlise por GC/MS: O sistema de Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

consiste em um Thermo Scientific, modelo Focus ISQ 230ST (Thermo Scientific), equipado com
um amostrador automatico triplus Duo, biblioteca NIST 2008 e com duas torres que permite
trabalhar em maddulo liquido (AS) e mddulo gasoso (HS). A injecdo foi feita em modo splitless
com um volume de injegdo de 1plL com injetor a temperatura de 250°C. Foi usada uma coluna
capilar de silica fundida TG-WAXHS de 30m x 0.25mm x 0.25um (Thermo scientific) de acordo
com Garcia-Villalba et a., 2012. A temperatura inicial da coluna foi de 90°C com aumento inicial
até 150°C a 15°C/min, aumento secunddrio até 170°C a 20°C/min e aumento tercidrio até
250°C a 20/min. A identificagdo dos AGCCs foi baseada no tempo de reten¢do de amostras
padrdo e com apoio da biblioteca NIST 08. Curvas padrdo com cada um dos acidos graxos de
cadeia curta foram realizadas com diferentes concentragdes e a quantificagdo dos AGCCs foi
feita pela determinagdo de drea de cada pico em comparagao com o padrdo com auxilio do

software Xcalibur.

4.4.3 Avalia¢do bioquimica (Grupo Paciente)

Foram avaliados os resultados dos exames bioquimicos séricos (hematdcrito,
hemoglobina, e proteina C reativa), para avaliagdo da atividade inflamatéria da doencga. Os
exames fazem parte do acompanhamento dos pacientes no ambulatério de DIl do Hospital de

Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

4.4.4 Avaliagdo da Calprotectina Fecal (Grupo Paciente e Grupo controle)

Foram coletadas amostras de fezes de todos os individuos do grupo paciente e grupo
controle e quantificados os niveis de calprotectina fecal. A amostras foram analisadas pelo
método Quantum Blue® Calprotectina Extended, LF-CALE, disponivel em kits comerciais e
seguiram as normas estabelecidas pelo fornecedor. A calprotectina fecal é um heterodimero
ligado a calcio com grande abundancia no citoplasma de neutréfilos e fornece um indicador
da gravidade da inflamacao intestinal (DHALIWAL et al., 2015). Os valores foram mensurados
em microgramas por grama (mcg/g) de fezes. Valores inferiores a 50mcg/g de fezes foram
considerados normais. Valores acima de 50 mcg/g de fezes foram considerados como
alterados. Os valores de calprotectina fecal no grupo paciente foi usado como parametro de
presenca de atividade inflamatdria da doenca. Os individuos do grupo controle com valores
acima de 50mcg/g de fezes foram excluidos do estudo. Os valores de calprotectina fecal do
grupo paciente mostram qual o nivel de inflamacdo da doenca, valores < 50 mcg/g fezes
indicaram remissdo da doenca. Valores entre 50 e 200 mcg/g inflamacéo leve, 201 a 500 mcg/g

inflamacdo moderada, e acima de 501 mcg/g inflamag&o grave.
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4.5 Anilise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas no Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da Faculdade
de Medicina de Botucatu. Foram realizadas analises descritivas com calculo de média, desvio padrao,
mediana e quartis para as varidveis quantitativas e frequéncias e porcentagens para as variaveis
gualitativas. Para estudar as associacdes entre as varidveis categdricas foram utilizados os Teste do
Qui—Quadrado e Teste Exato de Fisher, e para varidveis continuas foram utilizados Teste de Mann—
Whitney e Teste de Kruskal Wallis, quando adequado. Em todos os testes foram utilizados o nivel de

significancia de 5% ou o p-valor correspondente.
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5. Resultados



Foram incluidos no grupo paciente 102 individuos, e 8 (7,84%) foram excluidos por ndo
adequacio aos critérios de inclusdo e/ou falta de dados clinicos. Para composi¢do do grupo controle
foram incluidos 90 individuos, destes 14 (15,55%) foram excluidos devido a falta de coleta de amostra
de fezes, e 13 (14,44%) foram excluidos por alteragdo da dosagem da calprotectina (>50mcg). Esses
individuos foram convidados a realizar tratamento com vermifugo e coleta de nova amostra para
dosagem da calprotectina fecal. Caso a segunda amostra permaneca alterada, os mesmos serdo
encaminhados para investigacdo clinica com especialista.

No total, foram incluidos no estudo 157 individuos, sendo 94 no grupo paciente e 63 individuos

sauddveis no grupo controle, a Figura 1 descreve o fluxograma de sele¢ao do estudo.

102 individuos recrutados 90 individuos recrutados

94 individuos 63 individuos
incluidos incluidos

Figura 1: Fluxograma da sele¢do de pacientes.

encaminhados para
investigagéo clinica
com especialista.

5.1. Andlise comparativa entre os grupos paciente e controle

O grupo controle foi composto por 63 individuos, sendo 68,25% do sexo feminino,
84,13% de etnia branca com idade média de 41,31 + 16,12 anos. O grupo paciente incluiu 94 individuos,
60,64% do grupo é do sexo feminino, 84,04% de etnia branca, com idade média de 46,1 + 14,46 anos.
N3do houve diferenca estatistica entre sexo, etnia e idade entre os grupos paciente e controle. As

caracteristicas sociodemograficas do grupo paciente e controle sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Andlise comparativa das caracteristicas sociodemograficas entre os grupos paciente e
controle.

Grupo Paciente Grupo Controle ¢]
(n=94) (n=63)
Sexo, n (%)
Feminino 57 (60,64) 43 (68,25) 0,3307
Masculino 37 (39,36) 20 (31,75)

Etnia, n (%)
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Branca 79 (84,04) 53 (84,13) 0,9887
N&o branca 15 (15,96) 10 (15,87
Idade (anos), média + DP 46,1 + 14,46 41,31 +16,12 0,0583

Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem

O grupo paciente possui 47,87% dos individuos portadores de DC e 52,13% de RCU, o tempo
médio de doencga é de 10,43 + 8,33 anos. 60,64% do grupo estava em atividade clinica, 50,68% em
atividade histoldgica e 68,09% em atividade colonoscdpica. Outras caracteristicas clinicas e

laboratoriais podem ser observadas na tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas e laboratoriais do grupo paciente.

Grupo Paciente

(n=94)
DI, n (%)
Crohn 45 (47,87)
RCU 49 (52,13)
Tempo de doenga (anos), média + DP 10,43 + 8,33
Montreal
Idade ao diagnéstico, n (%)
Al 4 (8,89)
A2 28 (62,22)
A3 13 (28,89)
Localizagdo, n (%)
L1 15 (33,33)
L2 10 (22,22)
L3 20 (44,44)
Comportamento, n (%)
B1 13 (28,89)
B2 15 (33,33)
B3 17 (37,78)
Doencga Perianal, n (%)
Sim 17(37,78)
N3o 28 (62,22)
Extensao RCU, n (%)
Colite Distal 6(12,24)
Hemicolite Esquerda 12 (24,49)
Pancolite 31(63,27)
Mayo Endoscépico, n (%)
0 9(19,15)
1 10 (21,28)
2 17 (36,17)
3 11 (23,40)
Escore de Mayo Total, pontos + DP 4,16 + 3,68
Harvey-Bradshaw, pontos + DP 2,33 +2,26
SES_CD, pontos + DP 5,20 + 6,85
Atividade Clinica, n (%)
Sim 37 (39,36)
Nio 57 (60,64)
Atividade Histologica, n (%)
Sim 37 (50,68)

5.

Resultados

37



Nao 36 (49,32)
Atividade Colonoscépica, n (%)

Sim 64 (68,09)
Nao 30(31,91)
Classificagdo Atividade, n (%)

Discreta 24 (25,53)
Moderada 10 (10,64)
Grave 4 (4,26)
Remissdo 56(59,57)
Tempo Colono (meses), média + DP 2,70 + 2,28
Azatioprina, n (%) 50 (53,19)
Mesalazina, n (%) 20 (21,28)
Prednisona, n (%) 13 (13,83)
Biologico, n (%) 69 (73,40)
Infliximabe, n (%) 22 (23,40)
Adalimumabe, n (%) 43 (45,74)
Certolizumabe, n (%) 1(1,06)
Vedolizumabe, n (%) 2(2,13)
Ustequinumabe, n (%) 1(1,06)
IBP, n (%) 11 (12,09)
AINE, n (%) 2 (2,20)
IMC (kg/m?), média + DP 26,36 + 5,21
Hemoglobina (g/dl), média + DP 13,00 + 1,83
Hematocrito, n (%) 39,32 +4,82
PCR (mg/dl), média + DP 2,85+ 8,35
Calprotectina Fecal, média + DP 667,1+1248,03

Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem.

Na tabela 4 estdo descritas as dosagens de AGCC no grupo paciente e controle. Houve
diferencas significativas nas dosagens entre os grupos. Os valores dos AGCCs foram menores no

grupo controle em comparacdo aos pacientes com DIl (p<0,0001).

Tabela 4. Concentragdes de acido acético, propidnico, butirico e a soma dos AGCCs entre os grupos

paciente e controle.

Grupo Paciente  Grupo Controle ¢]
(n=94) (n=63)
Acido Acético, média + DP 0,32+0,18 0,12+0,11 <0,0001
Acido Propidnico, média + DP 0,24 + 0,10 0,15+ 0,09 <0,0001
Acido Butirico, média + DP 0,19 + 0,11 0,12 +0,08 <0,0001
Soma dos Acidos, média + DP 0,75+0,32 0,39+0,25 <0,0001

Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem.

5.2. Andlise comparativa entre os pacientes com doenga de Crohn e Retocolite ulcerativa

O grupo paciente foi composto por 45 (47,84%) portadores de DC com idade média de
46,1 + 14,46 anos e 49 (52,13%) portadores RCU com idade média de 41,31 + 16,12 anos. Entre os
portadores de DC, 29 (64,44%) eram do sexo feminino, 40 (88,89%) de etnia branca e com tempo

médio de doenca de 11,44 + 8,76 anos. J4 entre os portadores de RCU, 28 (57,14%) eram do sexo
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feminino, 39 (79,59%) de etnia branca, com tempo médio de doenca de 9,51 + 7,91 anos. A tabela 5

mostra os dados sociodemograficos de ambos os grupos.

Tabela 5. Analise comparativa das caracteristicas sociodemograficas entre DC e RCU.

DC RCU p
45 (47,87) 49(52,13)
Sexo, n (%)
Feminino 29 (64,44) 28 (57,14) 0,4692
Masculino 16 (35,56) 21 (42,86)
Etnia, n (%)
Branca 40 (88,89) 39 (79,59) 0,2189
Ndo branca 5(11,11) 10 (20,41)
Idade (anos), média + DP 47,62 + 13,03 44,69 + 15,66 0,3293
Tabagismo, n (%)
Sim 42 (93,33) 1(2,04) 0,3510
N3o 3(6,67) 48 (97,96)
Etilismo, n (%)
Sim 1(2,22) 1(2,04) 1,000
Ndo 44 (97,78) 48 (97,96)
Escolaridade, n (%)
Analfabeto 1(2,22) 1(2,04)
Ensino Fundamental 13 (28,89) 16 (32,65) 0,8111
Ensino Médio 19 (42,22) 22 (44,9)
Ensino Superior 10 (22,22) 7 (14,28)
Ndo respondeu 2 (4,44) 3(6,12)
Atividade Fisica, n (%)
Sim 2 (4,44) 6(12,24) 0,2002
N3o 38 (84,44) 40 (81,64)
Ndo respondeu 5(11,11) 3(6,12)
Antecedentes Familiares, n (%)
Sim 2 (4,44) 2 (4,08)
Nado 39 (86,67) 43 (87,75) 1,000
N3o respondeu 4 (8,89) 4 (8,16)
Via de Parto, n (%)
Ndo sabe 3(6,66) 2 (4,08)
Normal 10 (22,22) 26 (53,06) 0,2810
Cesarea 3(6,66) 10 (20,40)
Ndo respondeu 29 (64,44) 11 (22,44)
Amamentacgao, n (%)
N3o foi amamentado 1(2,22) 4 (8,16)
< 6 meses 2 (4,44) 3(6,12)
Até 6 meses 4 (8,89) 5(10,20) 0,7709
>6 meses 2 (4,44) 15 (30,61)
Ndo sabe o tempo 4 (8,89) 10 (20,40)
Ndo respondeu 32(71,11) 7 (14,28)
Uso de Antibiético na infancia, n (%)
Sim 1(7,69) 6 (12,25)
Ndo 4(30,77) 16 (32,65) 0,5095
N3o sabe 8 (61,54) 17 (34,70)
Ndo respondeu 10 (20,40)
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Uso de suplemento, n (%)

Sim 26 (57,78) 41 (83,68)

Nao 2 (4,44) 4 (8,16) 1,000
N3o respondeu 17 (37,78) 4 (8,16)

Ingestdo Hidrica, n (%)

< 4 copos 6(13,33) 12 (24,49)

4 — 8 copos 11 (24,44) 14 (28,57) 0,0146
>8 copos 0(0) 14 (28,57)

Ndo respondeu 28 (62,22) 9 (18,37)

Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem.

Segundo o Score de Montreal 8,89% dos pacientes receberam diagndstico até os 16
anos (A1), 62,22% entre 17 e 40 anos (A2) e 28,89% acima dos 40 anos (A3). Quanto a localizagdo da
doenca, 33,33% estdo no ileo terminal (L1), 22,22% no cdlon (L2) e 44,44% ileocdlica (L3). Quanto ao
comportamento 28,89% sado classificados como nado estenosante e ndo penetrante (B1), 33,33% como
estenosante (B2) e 37,78% como penetrante (B3), e cerca de 37,8% possuiam doenca perianal. O valor
médio do SES-CD foi de 5,20 + 6,85. Segundo a classificacdo de Harvey—Bradshaw (HBI) a pontuagdo
média dos pacientes é de 2,33 + 2,26, sendo que 15,56% dos pacientes com DC estavam em atividade
clinica.

Pelo score de Mayo 17,39% dos pacientes com RCU apresentavam doenca em
remissao; 21,74% em atividade discreta; 36,96% em atividade moderada e 23,91% em atividade grave.
Quanto a localizacdo da doenca, 12,24% possuiam colite distal, 24,49% hemicolite esquerda e 63,27
com pancolite. Cerca de 61,22% dos pacientes com RCU estavam em atividade clinica.

Foi observado que 34,62% dos pacientes com DC estavam em atividade histoldgica,
onde 17,78% possuiam atividade discreta e 82,22% remissao. Os pacientes com RCU 59,57% estavam
em atividade histoldgica, sendo 32,65% em atividade discreta, 20,41% em atividade moderada, 8,16%
em atividade grave e 38,78% em remissao.

Pacientes com RCU apresentam maior frequéncia de atividade clinica, endoscdpica e
histoldgica. Os tratamentos com mesalazina, infliximabe, adalimumabe e terapia biolégica também
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos. Estes e outras caracteristicas dos subgrupos de DC
e RCU podem ser observados na tabela 6.

Tabela 6. Analise comparativa das caracteristicas clinicas entre DC e RCU.

DC RCU p
(n=45) (n=49)
Tempo de doenga (anos), média + DP 11,44 + 8,76 9,51+7,91 0,2959
Montreal
Idade ao diagnéstico, n (%)
Al 4 (8,89)
A2 28 (62,22)
A3 13 (28,89)

Localizagao, n (%)
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L1 15 (33,33)

L2 10 (22,22)

L3 20 (44,44)

Comportamento, n (%)

Bl 13 (28,89)

B2 15 (33,33)

B3 17 (37,78)

Doenga Perianal, n (%)

Sim 17 (37,78)

Nao 28 (62,22)

Extensdao RCU, n (%)

Colite Distal 6 (12,24)

Hemicolite Esquerda 12 (24,49)

Pancolite 31 (63,27)

Mayo Endoscépico, n (%)

0 8(17,39)

1 10 (21,74)

2 17 (36,96)

3 11 (23,91)

Score de Mayo Total 4,16 + 3,68

Harvey-Bradshaw, pontos + DP 2,33+2,26

SES_CD, pontos + DP 5,20 + 6,85

Atividade Clinica, n (%)

Sim 7 (15,56) 30 (61,22) <0,0001

Nao 38 (84,44) 19 (38,78)

Atividade Histologica, n (%)

Sim 9 (34,62) 28 (59,57) 0,0411

Nado 17 (65,38) 19 (40,43)

Atividade Colono, n (%)

Sim 23 (51,11) 41 (83,67) 0,0007

Nado 22 (48,89) 8(16,33)

Classificagdo Atividade, n (%)

Discreta 8(17,78) 16 (32,65)

Moderada 0(0) 10 (20,41)

Grave 0(0) 4 (8,16) <0,0001

Remissdo 37 (82,22) 19 (38,78)

Tempo Colonoscopia (meses), média + DP 2,54 +2,11 2,78 + 2,39 0,7233

Uso de Azatioprina, n (%) 27 (60) 23 (46,94) 0,2049

Uso de Mesalazina, n (%) 1(2,22) 19 (38,78) <0,0001

Uso de Prednisona, n (%) 4 (8,89) 9(18,37) 0,2377

Uso de Bioldgico, n (%) 39 (86,67) 30(61,22) 0,0053

Uso de Infliximabe, n (%) 6(13,33) 16 (32,65) 0,0271

Uso de Adalimumabe, n (%) 30 (66,67) 13 (26,53) <0,0001

Uso de Certolizumabe, n (%) 1(2,22) 0(0) 0,4787

Uso de Vedolizumabe, n (%) 1(2,22) 1(2,04) 1,0000

Uso de Ustequinumabe, n (%) 1(2,22) 0(0) 0,4787

Uso de IBP, n (%) 2 (4,65) 9 (18,75) 0,0539

Uso de AINE, n (%) 1(2,33) 1(2,08) 1,0000

Hemoglobina (g/dl), média + DP 12,74 + 2,00 13,24 + 1,64 0,2106

Hematdcrito, n (%) 38,62 + 5,07 39,96 + 4,55 0,2028

PCR (mg/dl), média + DP 4,08 + 11,45 1,66 + 2,97 0,0080

Calprotectina Fecal (mcg/g), média + DP 351,91 +682,28 956,57 +1553,2 0,0039
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Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem.

As dosagens de calprotectina foram diferentes entre os grupos, com valores maiores nos
pacientes com RCU (p=0,0039), mostrando maior atividade inflamatdria nesse grupo (Tabela 6). Houve
diferenca na dosagem de acido propibnico entre os subgrupos DC e RCU (p=0,0103). Os valores de
acido acético, butirico e a soma dos AGCCs ndao foram diferentes significativamente conforme

mostrado na Tabela 7.

Tabela 7. Concentragdes de acido acético, propidnico, butirico e a soma dos AGCC entre os pacientes

com doenca de Crohn e retocolite ulcerativa.

DC RCU p
(n=45) (n=49)
Acido Acético, média + DP 0,32 +0,19 0,32 +0,18 0,9655
Acido Propidnico, média + DP 0,27 +0,11 0,22 + 0,09 0,0103
Acido Butirico, média + DP 0,19+0,11 0,18 +0,10 0,6907
Soma dos Acidos, média + DP 0,78 + 0,33 0,72+0,31 0,3373

Dados apresentados em média e desvio padrao, frequéncia e porcentagem.

5.3. Andlise comparativa entre os pacientes em atividade e remissao clinica.

Dos 57 pacientes que estavam em remissao clinica 33 (57,89%) eram do sexo feminino,
48 (84,21%) de etnia branca e com idade média de 46,82 + 14,02 anos. Ja entre pacientes em atividade
clinica 24 (64,86%) eram do sexo feminino, 31 (83,78%) de etnia branca, com idade média de 44,97 +
15,24 anos. Na tabela 8 os dados sociodemograficos podem ser observados segundo a presenca de

atividade clinica.

Tabela 8. Analise comparativa entre os dados sociodemograficos entre os pacientes em atividade e

remissdo clinica.

Remissdo Clinica Atividade Clinica
(n=57) (n=37) p

Sexo, n (%)
Feminino 33 (57,89) 24 (64,86) 0,4992
Masculino 24 (42,11) 13 (35,14)
Etnia, n (%)
Branca 48 (84,21) 31 (83,78) 0,9560
N3o branca 9 (15,79) 6(16,22)
Idade (anos), média + DP 46,82 + 14,02 44,97 + 15,24 0,5470
Tabagismo, n (%)
Sim 3(5,26) 1(2,7) 1,0000
N3o 54 (94,74) 36 (97,3)
Etilismo, n (%)
Sim 1(1,75) 1(2,7) 1,0000
N3o 56 (98,25) 36 (97,3)
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Escolaridade, n (%)

Analfabeto 0(0) 2 (5,40)
Ensino Fundamental 15 (26,31) 14 (37,84)
Ensino Médio 10 52,63) 11 (29,73) 0,0788
Ensino Superior 10 (17,55) 6 (16,21)
N3o respondeu 2(3,51) 4 (10,82)
Atividade Fisica, n (%)
Sim 6 (10,53) 2 (5,40)
Nio 47 (82,45) 31 (83,78) 0,7049
N3o respondeu 4(7,02) 4 (10,82)
Antecedentes Familiares, n (%)
Sim 2 (3,51) 2 (5,40)
N3o 52 (91,23) 30 (81,09) 0,6262
N3o respondeu 3(5,26) 5(13,51)
Via de Parto, n (%)
Ndo sabe 3(5,26) 2 (5,40)
Normal 19 (33,33) 17 (45,95) 0,8545
Cesdrea 6 (10,52) 7 (18,92)
9 (15,79) 11 (29,73)
Amamentacao, n (%)
N3o foi amamentado 2 (3,50) 3(8,11)
< 6 meses 5(8,77) 2 (5,40)
Até 6 meses 1(1,75) 2 (5,40) 0,7634
>6 meses 9(39,13) 10 (27,03)
N3o sabe 6 (10,52) 10 (27,03)
N3o respondeu 14 (24,56) 10 (27,03)
Uso de Antibidtico na infancia, n (%)
Sim 3(12) 4 (10,81)
Nio 9 (36) 11 (29,73) 0,8580
N3o sabe 13 (52) 12 (32,43)
N3o respondeu 12 10 (27,03)
Uso de suplemento, n (%)
Sim 39 (68,43) 28 (75,67)
Nao 3(5,26) 3(8,11) 0,6943
N3o respondeu 15 (26,31) 6 (10,52)
Ingestao Hidrica, n (%)
< 4 copos 12 (21,05) 6 (10,52) 0,1750
4 — 8 copos 11 (19,30)) 14 (24,56)
>8 copos 5(8,77) 9 (15,79)
N3o respondeu 9(39,13) 8(14,03)

Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem.

Segundo o Score de Montreal para os pacientes em remissao clinica, 10,53% dos
pacientes receberam diagndstico até os 16 anos (A1), 57,89% entre 17 e 40 anos (A2) e 31,58% acima
dos 40 anos (A3). Quanto a localizagdo da doenca, 34,21% estdo no ileo terminal (L1), 23,68% no cdélon
(L2) e 42,11% ileocdlica (L3). Quanto ao comportamento 26,32% sdo classificados como ndo
estenosante e nao penetrante (B1), 36,84% como estenosante (B2) e 36,84% como penetrante (B3), e

cerca de 65,79% possuiam doenca perianal. O valor médio do SES-CD foi de 2,42 + 3,58 pontos.
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Segundo a classificacdo de HBI a pontuacdo média dos pacientes é de 1,61 + 1,52. Para os pacientes
em atividade clinica, 85,71% dos pacientes receberam diagndstico entre 17 e 40 anos (A2) e 14,29%
acima dos 40 anos (A3). Quanto a localizacdo da doenca, 28,57% estdo no ileo terminal (L1), 14,29%
no célon (L2) e 57,14% ileocdlica (L3). Quanto ao comportamento 42,86% sdo classificados como ndo
estenosante e ndo penetrante (B1), 14,29% como estenosante (B2) e 57,14% como penetrante (B3), e
cerca de 42,86% possuiam doencga perianal. O valor médio do SES-CD foi de 16,33 + 5,03 pontos.
Segundo a classificacdo de HBI a pontua¢do média dos pacientes é de 6,29 + 1,25.

Os pacientes com RCU em remissdo clinica, 15,79% possuiam colite distal, 15,79%
hemicolite esquerda e 68,42% com pancolite. Para pacientes em atividade clinica, 10% possuiam colite
distal, 30% hemicolite esquerda e 60% com pancolite.

As varidveis de Mayo endoscdpico, escore de mayo, HBI, SES-CD, classificagcdo de atividade,
atividade clinica, atividade histoldgica, atividade colonoscdpica apresentaram p <0,0001. Os
tratamentos com mesalazina, prednisona e adalimumabe e varidveis laboratoriais de hematécrito e

hemoglobina também tiveram diferencas estatisticas (Tabela 9).

Tabela 9. Analise comparativa das caracteristicas clinicas entre os pacientes em atividade e remissdo

clinica.
Remissao Clinica Atividade Clinica
(n=57) (n=37) p
Tempo de doenga (anos), média + DP 10,87 +9,01 9,65+ 7,03 0,5225
Montreal
Idade ao diagndstico, n (%)
Al 4 (10,53) 0 (0) 0,3528
A2 22 (57,89) 6 (85,71)
A3 12 (31,58) 1(14,29)
Localizagao, n (%) 0,7437
L1 13 (34,21) 2 (28,57)
L2 9 (23,68) 1(14,29)
L3 16 (42,11) 4 (57,14) 0,4680
Comportamento, n (%)
B1 10 (26,32) 3 (42,86)
B2 14 (36,84) 1(14,29) 0,3986
B3 14 (36,84) 3(42,86)
Doenga Perianal, n (%)
Sim 25 (65,79) 3(42,86)
Nao 13 (34,21) 4 (57,14)
Extensdo RCU, n (%) 0,4946
Colite Distal 3(15,79) 3(10)
Hemicolite Esquerda 3(15,79) 9 (30)
Pancolite 13 (68,42) 19 (60)
Mayo Endoscépico, n (%) <0,0001
0 8(42,11) 1(3,57)
1 7 (36,84) 3(10,71)
2 4 (21,05) 13 (46,43)
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3 0(0) 11 (39,29)

Score de Mayo Total, pontos + DP 0,95+0,85 6,20 + 3,31 <0,0001
Harvey-Bradshaw, pontos + DP 1,61+1,52 6,29 + 1,25 <0,0001
SES_CD, pontos + DP 2,42 + 3,58 16,33 + 5,03

Atividade Clinica, n (%) 0 <0,0001
Sim 57 (100) 37 (100)

Nao 0(0)

Atividade Histologica, n (%)

Sim 6 (15) 31 (93,94) <0,0001
Nao 34 (85) 2 (6,06)

Atividade Colonoscoépica, n (%) <0,0001
Sim 28 (49,12) 36 (97,3)

Nao 29 (50,88) 1(2,7)

Classificagdo Atividade, n (%)

Atividade 1(1,75) 7 (18,92)

Discreta 0 16 (43,24)

Moderada 0 10 (27,03) <0,0001
Grave 0 4(10,81)

Remissdo 56 (98,25) 0(0)

Tempo Colono (meses) , média + DP 2,58 + 2,34 2,81+ 2,27 0,7161
Uso de Azatioprina, n (%) 29 (50,88) 21 (56,76) 0,5768
Uso de Mesalazina, n (%) 8 (14,04) 12 (32,43) 0,0332
Uso de Prednisona, n (%) 3(5,26) 10 (27,03) 0,0047
Uso de Biolégico, n (%) 46 (80,7) 23 (62,16) 0,0469
Uso de Infliximabe, n (%) 14 (24,56) 8(21,62) 0,7422
Uso de Adalimumabe, n (%) 31 (54,39) 12 (32,43) 0,0369
Uso de Certolizumabe, n (%) 0(0) 1(2,7) 0,3936
Uso de Vedolizumabe, n (%) 0(0) 2 (5,41) 0,1524
Uso de Ustequinumabe, n (%) 1(1,15) 0(0) 1,000
Uso de IBP, n (%) 5(9,09) 30 (83,33) 0,2784
Uso de AINE, n (%) 0 (0) 2 (5,56) 0,1538
Hemoglobina (g/dl), média + DP 13,35+1,87 12,44 + 1,64 0,0241
Hematocrito, n (%) 40,37 +4,90 37,65+ 4,26 0,0103
PCR (mg/dl), média + DP 3,19 + 10,20 2,28 + 3,54 0,2536

Calprotectina Fecal (mcg/g), média + DP 224,26 + 389,16
Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem.

1349 +1731,86 <0,0001

As dosagens de calprotectina foram diferentes entre os pacientes com atividade e remissdo
clinica (p<0,0001). Houve diferenca significativa apenas na dosagem de acido propiénico (p=0,0096).
Os valores de 4cido acético, butirico e a soma dos AGCCs ndo foram diferentes significativamente

conforme mostrado na Tabela 10.

Tabela 10. Concentragdes de acido acético, propionico, butirico e asoma dos AGCCs entre os pacientes

em atividade ou remissao clinica.

Remissdo Clinica Atividade Clinica p
(n=57) (n=37)
Acido Acético, média + DP 0,32+0,18 0,31+0,19 0,7373
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Acido Propidnico, média + DP 0,26 +0,11 0,21+0,09 0,0096

Acido Butirico, média + DP 0,19 +0,10 0,18 +0,12 0,5072

Soma dos Acidos, média + DP 0,78 + 0,30 0,70+ 0,34 0,2189
Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem.

5.4. Andlise comparativa entre os pacientes em atividade e remissao endoscépica.

Dos 57 pacientes que estavam em remissdo endoscépica 16 (53,33%) eram do sexo feminino,
27 (90%) de etnia branca e com idade média de 47,60 + 11,91 anos. Ja entre pacientes em atividade
endoscopica, 41 (64,06%) eram do sexo feminino, 52 (81,25%) de etnia branca, com idade média de
45,39 + 15,55 anos. Na tabela 11 os dados sociodemograficos podem ser observados segundo a

presenca de atividade endoscédpica.

Tabela 11. Andlise comparativa entre os dados sociodemograficos entre os pacientes em atividade e

remissdao endoscopica.

Remissao Endoscdpica Atividade Endoscépica p
(n=30) (n=64)
Sexo, n (%)
Feminino 16 (53,33) 41 (64,06) 0,3209
Masculino 14 (46,67) 23 (35,94)
Etnia, n (%)
Branca 27 (90) 52 (81,25) 0,3726
Ndo branca 3 (10) 12 (18,75)
Idade (anos), média + DP 47,60 + 11,91 45,39 + 15,55 0,4927
Tabagismo, n (%)
Sim 2 (6,67) 2(3,12) 0,5920
N3o 28 (93,33) 62 (96,87)
Etilismo, n (%)
Sim 0(0) 2(3,12) 1,0000
N3o 30 (100) 62 (96,87)
Escolaridade, n (%)
N&o soube responder 0 5(7,83)
Analfabeto 7 (23,33) 2(3,12)
Ensino Fundamental 15 (50) 22 (34,37) 0,2941
Ensino Médio 8(26,67) 26 (40,62)
Ensino Superior 0(0) 9 (14,06)
Atividade Fisica, n (%)
Sim 2 (6,67) 6 (9,37)
Ndo 27 (90) 51 (79,68) 0,7117
Ndo respondeu 1(3,33) 7 (10,95)
Antecedentes Familiares, n (%)
Sim 2 (6,67) 2 (3,11)
N3o 27 (90) 55 (85,94) 0,6004
Ndo respondeu 1(3,33) 7 (10,95)
Via de Parto, n (%)
Ndo respondeu 15 (50) 26 (40,62)
N3o sabe 1(3) 4 (6,25) 0,8846
Normal 11 (36,67) 25 (39,06)

5. Resultados 46



Cesarea 4 (10,33) 9 (14,06)
Amamentagdo, n (%)

Ndo respondeu 17 (56,67) 27 (42,2)

Ndo foi amamentado 0(0) 5(7,81)

< 6 meses 2 (6,66) 5(7,81)

Até 6 meses 0(0) 3 (4,69) 0,5553
>6 meses 5 (16,66) 14 (21,87)

N3o sabe o tempo 6 (20) 10 (15,63)

Uso de Antibiético na infancia, n

(%) 16 (53,34) 26 (40,62)

N&o respondeu 2 (6,66) 5(7,81)

Sim 5 (16,66) 15 (23,44) 0,9695
N3o 7 (23,33) 18 (28,13)

Nao sabe

Uso de suplemento, n (%)

nio 20 (66,66) 47 (73,44)

sim 2 (6,66) 4 (6,25) 1,0000
Ndo respondeu 8 (26,66) 13 (20,31)

Ingestao Hidrica, n (%)

< 4 copos 5(16,66) 13 (20,31) 0,8919
4 — 8 copos 7 (23,33) 18 (28,12)

>8 copos 3 (10) 11 (17,18)

Ndo respondeu 15 (50) 22 (34,37)

Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem.

Segundo o Score de Montreal para os pacientes em remissao endoscépica, 13,64% dos
pacientes receberam diagndstico antes dos 16 anos, 59,9% entre 17 e 40 anos (A2) e 27,27% acima
dos 40 anos (A3). Quanto a localizagdo da doenca, 36,36% estdo no ileo terminal (L1), 18,18% no cdélon
(L2) e 45,45% ileocdlica (L3). Quanto ao comportamento 27,27% sdo classificados como ndo
estenosante e ndo penetrante (B1), 36,36% como estenosante (B2) e 36,36% como penetrante (B3), e
cerca de 68,18% possuiam doenga perianal. O valor médio do SES-CD foi de 1,43 + 1,62 pontos.
Segundo a classificacdo de HBI a pontua¢do média dos pacientes é de 1,41 + 1,44. Para os pacientes
em atividade endoscdpica, 4,35% dos pacientes receberam diagndstico antes dos 16 anos; 65,22%
entre 17 e 40 anos (A2) e 30,43% acima dos 40 anos (A3). Quanto a localizagao da doenca, 30,43%
estdo no ileo terminal (L1), 26,09% no célon (L2) e 43,48% ileocdlica (L3). Quanto ao comportamento
30,43% sao classificados como ndo estenosante e ndo penetrante (B1), 30,43% como estenosante (B2)
e 39,13% como penetrante (B3), e cerca de 43,48% possuiam doenca perianal. O valor médio do SES-
CD foi de 8,50 + 8,05 pontos. Segundo a classificacdo de HBI a pontuacdo média dos pacientes é de
3,22 + 2,56.

Pelo Mayo endoscépico os pacientes em remissao clinica, 26,32% apresentavam
atividade discreta; e 44,74% em atividade moderada e 28,95% em atividade grave. Quanto a
localizagdo da doenga, 14,63% possuiam colite distal, 24,39% hemicolite esquerda e 60,98% com
pancolite. Para pacientes em remissao quanto a localizagdo da doenga, 25% hemicolite esquerda e

75% com pancolite.
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As variaveis de Mayo endoscépico, score de mayo, HBI, classificacdo de atividade, atividade

clinica, atividade histoldgica, atividade colonoscdpica apresentaram p <0,0001 (Tabela 12).

Tabela 12. Andlise comparativa das caracteristicas clinicas entre os pacientes em atividade e remissdo

endoscdpica.

Remissdo Endoscopica Atividade Endoscdpica p

(n=30) (n=64)
Tempo de doenga (anos), média + DP 11,97 + 7,87 9,65 + 8,52 0,2345
Montreal
Idade ao diagnéstico, n (%)
Al 3 (13,64) 1(4,35)
A2 13 (59,09) 15 (65,22) 0,5493
A3 6 (27,27) 7 (30,43)
Localizagao, n (%)
L1 8 (36,36) 7 (30,43)
L2 4 (18,18) 6 (26,09) 0,8006
L3 10 (45,45) 10 (43,48)
Comportamento, n (%)
B1 6 (27,27) 7 (30,43)
B2 8 (36,36) 7 (30,43) 0,9138
B3 8 (36,36) 9(39,13)
Doenca Perianal, n (%)
Sim 7 (68,18) 10 (43,48) 0,4200
Nao 15 (31,82) 13 (56,52)
Extensdo RCU, n (%)
Colite Distal 0(0) 6 (14,63) 0,5016
Hemicolite Esquerda 2 (25) 10 (24,39)
Pancolite 6 (75) 25 (60,98)
Mayo Endoscdpico, n (%)
0 57 (100) 0
1 0 10 (26,32) 0,0092
2 0 17 (44,74)
3 0 11 (28,95)
Score de Mayo Total 0,95+0,85 6,20 + 3,31 <0,0001
Harvey-Bradshaw, pontos + DP 1,41+ 1,44 3,22 + 2,56 0,0058
SES-CD, pontos + DP 1,43 +1,62 8,50 + 8,05 <0,0001
Atividade Clinica, n (%)
Sim 1(3,33) 36 (56,25) <0,0001
Nao 29 (96,67) 28 (43,75)
Atividade Histologica, n (%)
Sim 3 (13,64) 34 (66,67) <0,0001
Nao 19 (86,36) 17 (33,33)
Atividade Colono, n (%)
Sim 0(0) 64 (100) <0,0001
Nao 30 (100) 0(0)
Classificagdo Atividade, n (%)
Atividade 0(0) 8(12,50)
Discreta 0(0) 16 (25)
Moderada 0(0) 4 (6,25) <0,0001
Grave 1(3,33) 9 (14,06)
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Remissdo 29 (96,67) 27 (42,19)

Tempo Colonoscopia (meses), média 3,13 +2,47 2,59 +2,26 0,5017
+DP

Uso de Azatioprina, n (%) 15 (50) 35 (54,69) 0,6712
Uso de Mesalazina, n (%) 3(10) 17 (26,56) 0,1034
Uso de Prednisona, n (%) 1(3,33) 12 (18,75) 0,0554
Uso de Bioladgico, n (%) 6 (20) 45 (70,31) 0,3217
Uso de Infliximabe, n (%) 7 (23,33) 15 (23,44) 0,9911
Uso de Adalimumabe, n (%) 17 (56,67) 26 (40,63) 0,1456
Uso de Certolizumabe, n (%) 0(0) 1(1,56) 1,0000
Uso de Vedolizumabe, n (%) 0(0) 2(3,13) 1,0000
Uso de Ustequinumabe, n (%) 0(0) 1(1,56) 1,0000
Uso de IBP, n (%) 3(10,34) 8(12,90) 1,0000
Uso de AINE, n (%) 0(0) 2(3,23) 1,0000
Hemoglobina (g/dl), média + DP 13,19 + 1,87 12,91 + 1,82 0,5099
Hematdcrito, n (%) 39,77 + 4,42 39,11 + 5,03 0,5593
PCR (mg/dl), média + DP 1,43 + 2,47 3,53 +9,96 0,0411
Calprotectina Fecal ug/g), média + 179,92 + 193,78 895,47 + 1454,65 0,0012

DP

Dados apresentados em média e desvio padrdo, frequéncia e porcentagem.

As dosagens de calprotectina foram diferentes entre os pacientes com atividade e remissdo
endoscépica (p=0,0012). Os valores AGCC e a soma dos AGCC ndo foram diferentes significativamente

conforme mostrado na Tabela 13.

Tabela 13. Concentragdes de acido acético, propionico, butirico e a soma dos AGCCs entre os pacientes

em atividade ou remissdo endoscépica.

Remissao Atividade p
endoscopica endoscopica
(n=57) (n=37)
Acido Acético, média + DP 0,30+0,18 0,33+0,19 0,4726
Acido Propidnico, média + DP 0,24 + 0,09 0,24 +0,11 0,9731
Acido Butirico, média + DP 0,18 + 0,09 0,19+0,11 0,5338
Soma dos Acidos, média + DP 0,72 +0,28 0,77 +0,34 0,5216
Dados apresentados em média e desvio padrao, frequéncia e porcentagem.
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Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC) sdo acidos carboxilicos com caudas alifaticas de 1 a 6
carbonos, dos quais acetato, propionato e butirato sdo os mais abundantes produzidos pela
fermentacdo anaerdbica de fibras dietéticas no intestino. A formacdo de butirato e propionato no
intestino ocorre através do metabolismo de carboidratos na glicdlise principalmente, ou a partir do
metabolismo de acidos organicos e aminoacidos (LOUIS and FLINT, 2017). Além disso, o acetato é o
AGCC mais abundante no intestino produzido a partir da acetil-CoA derivada da glicélise e pode ser
transformado em butirato pela enzima butiril-CoA:acetil-CoA transferase (DEN BESTEN et al., 2013).

Varias alteragGes ocorrem na mucosa intestinal de pacientes com DIl em atividade ou remissao
em comparac¢ao com individuos sauddveis, dentre elas a composi¢cdo e fungdo da microbiota, referida
como disbiose. A disbiose em pacientes com DIl estd associada a diminui¢cdo de bactérias produtoras
de AGCCs e, consequentemente, sua concentragao intestinal (VENEGAS et al. 2019). A diversidade do
microbioma é afetada pela geografia, etnia e estilo de vida, mesmo na populagdo saudavel (GUPTA et
al., 2017), que também inclui a abundancia de bactérias produtoras de AGCCs.

Levanta-se alguns fatores que possivelmente podem ser atribuidos as causas desta alteracao
da microbiota intestinal, entre os quais estdo: o uso indiscriminado de antibidticos, que matam tanto
as bactérias Uteis como as nocivas e de antiinflamatdérios hormonais e ndo-hormonais; o abuso de
laxantes; o consumo excessivo de alimentos processados em detrimento de alimentos crus; a excessiva
exposicao a toxinas ambientais; as doencas consumptivas; as disfuncées hepatopancreaticas; o
estresse e a diverticulose. Considera também outros fatores como a idade, o tempo de transito e pH
intestinal, a disponibilidade de material fermentavel e o estado imunoldgico do hospedeiro (SILVA,
2006).

A figura 2, traz a exemplificacdo dos processos de producgao, absorcdo e excrecao dos AGCCs
no intestino saudavel e inflamado, como nas DIl. De modo geral é possivel observar que na mucosa
inflamada ha reducdo da producdo dos AGCC devido a reducdo da diversidade das bactérias
produtoras e consequente reducdo da absorcdo devido a inflamagdao da mucosa e reducdo dos

receptores.
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Figura 2: Na mucosa saudavel, (1) fermentagdo bacteriana de fibra dietética (DF) por bactérias produtoras de SCFAs (por
exemplo, F. prausnitzii), aumenta o conteddo luminal de butirato (verde), propionato (azul) e acetato (roxo) (2), formando
um gradiente ao longo da cripta. Em macréfagos da lamina prépria (LP) sob estimulo inflamatério agudo (4), o butirato inibe
as histonas desacetilases (HDACs) assim; A expressdo de mediadores pré-inflamatdrios induzidos por NF-kB (por exemplo,
TNF-a, IL-6, IL-12 e iINOS) enquanto aumenta a expressdo de mediadores anti-inflamatérios (por exemplo, 1L-10). Nos
colondcitos (5), o butirato é B-oxidado a Acetil-CoA e constitui a principal fonte de energia ao entrar no ciclo do
TCA. Alternativamente, o butirato inicia a ativagdo da via de sinalizacdo (ou repressdo) por GPCRs e/ou inibe diretamente
HDACs, ativando assim (por exemplo, HIF-1, STAT3 e SP1) ou reprimindo (por exemplo, NF-kB) fatores de transcrigdo (TFs),
aumentando epitelial fungdo de barreira, produgdo de peptideos antimicrobianos (AMPs), proliferagdo celular e diminuigdo
da inflamagdo. Na mucosa inflamada como IBD, (1) uma diminui¢do da fermentagcdo de DF por baixos niveis de bactérias
produtoras de SCFAs (por exemplo,F. prausnitzii ) (2), reduz o contetddo luminal de SCFAs (3). Em macrofagos inflamatérios
LP (4), a ativagdo de butirato-GPCRs e a inibi¢do de -HDACs sdo reguladas negativamente, assim, ha expressdo descontrolada
de mediadores pré-inflamatdérios induzidos por NF-kB (por exemplo, TNF-a, IL-6, IL-12 e iINOS ) e diminuigdo de mediadores
anti-inflamatdrios (por exemplo, IL-10), embora pareca que a inflamacdo aumenta a expressio de GPCRs e
transportadores. Em colondcitos inflamados (5), a absorg¢do e oxidagdo de butirato sdo diminuidas e GPCRs e transportadores
também sdo regulados negativamente. Isso contribui para a diminuigdo da integridade da barreira epitelial, produgdo de

AMPs, proliferagdo celular e aumento da inflamagdo (VENEGAS et al. 2019).

Como consequéncia da reducdo nos produtores de AGCCs, os niveis de AGCCs sdo
frequentemente encontrados diminuidos em amostras fecais de pacientes com DIl. Um estudo
mostrou que acetato e propionato, mas ndo butirato, sdo reduzidos em amostras fecais de pacientes
com RCU (MACHIELS et al.,, 2014). Em outro estudo, foi encontrada uma redugdo de butirato e
propionato em amostras de fezes de pacientes com DIl (HUDA-FAUIAN et al., 2014). Da mesma forma,
um baixo teor de n-butirato, isobutirato e acetato foi detectado nas fezes de pacientes com RCU grave.

Os resultados encontrados neste estudo divergem dos estudos citados anteriormente, foi
observada significancia entre as dosagens dos AGCCs entre portadores de DIl e individuos saudaveis,
onde o grupo paciente apresentou valores maiores nas dosagens fecais de todos os AGCCs em

comparagdo com o grupo controle (tabela 4). As dosagens fecais dos AGCCs refletem a porg¢do que foi
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produzida, mas ndo foi absorvida, e assim excretada nas fezes. Sabendo que os portadores de DIl
possuem a microbiota e mucosa intestinal alteradas como ja elucidado anteriormente, assume-se que
ha menor producdo e absorcao dos AGCC nestes pacientes. No presente estudo observamos maior
dosagem de AGCC no grupo paciente em comparacdo ao grupo controle. Uma hipdtese seria que o
grupo controle apresenta maior absor¢do de AGCC em comparagdo aos pacientes e, portanto, sua
excre¢do dosada nas fezes seria menor.

McNeil et al., (1978), mostrou que a quantificacdo de AGCCs intestinais humanos
fornece apenas niveis de estado estacionario e pode ndo refletir com precisdo o nivel de producdo
bacteriana, pois a maioria dos AGCCs produzidos no lumen col6nico (90-95%) sdo absorvidos pela
mucosa intestinal e apenas 5 a 10% sdo excretados nas fezes, demostrando assim que os valores
encontrados podem nao refletir com precisao a produgao dos AGCC destes individuos.

Outra hipdtese é a de que as analises das varidveis clinicas do grupo paciente segundo a
classificagdo da atividade evidenciaram que cerda de 59,57% deles estavam em remissdo da doenga e
25,53% em atividade discreta e apenas 4,26% da amostra em atividade grave, o que corrobora com os
achados de Kumari et al. (2013) demonstrando que a reduc¢do nos niveis de AGCCs pode estar
relacionada a atividade da doenca, onde foi detectado nivel mais alto de n-butirato em pacientes com
RCU em remissdao em comparag¢ao com aqueles com a doenca ativa.

Mais um fator determinante para a produgdo dos AGCC é a dieta dos individuos, que neste
estudo ndo foi avaliada. Jang et al., (2019) mostraram que dieta pobre em carboidratos e fibras
alimentares, que sdao os principais nutrientes que fornecem energia para os microrganismos
intestinais, pode levar a reducdo da diversidade na microbiota intestinal; ao passo que a dieta rica em
proteinas e gorduras demonstrou diminui¢do na quantidade de bactérias comensais produtoras de
AGCC. A andlise de AGCCs em amostras fecais é usada como uma aproximacao dos niveis intestinais,
uma vez que as concentracdes excretadas de AGCCs estdo associadas a dietas enriquecidas com
substratos de bactérias produtoras de AGCCs, inferindo a relagdo entre a producdo intestinal de AGCCs
e os niveis fecais (MC ORIST et al., 2011; HAENEM et al., 2013).

Os valores de calprotectina fecal foram significantes tanto na comparagao entre os grupos
paciente e controle (p<0,0001), atividade e remissdo clinica (p<0,0001), e atividade e remissdo
endoscépica (p = 0,0012) reafirmando a presenca de inflamagdo no grupo paciente. A calprotectina é
biomarcador de atividade inflamatdria, assim demonstrando diferenciar a DIl ativa e em remissao
(LANGHORST et al.,, 2008). Para este estudo, ndo foi determinado valor minimo e maximo de
calprotectina para inclusdao dos individuos no grupo paciente. Alguns individuos do grupo paciente
apresentaram valores de calprotectina <30 mcg/g, o que mostra auséncia de atividade inflamatéria,
algumas varidveis clinicas destes pacientes podem se comportar da mesma forma que os individuos

sem doenca, podendo ser um viés de confusao.
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Podemos citar algumas limitacdes do estudo, como baixo nimero de individuos no grupo
controle, inferior ao nimero de pacientes. Outra limitac¢do foi a falta de andlise da ingestdo alimentar
dos participantes do estudo, o que poderia elucidar algumas questdes como a quantidade de fibras da
dieta. A dosagem sanguinea dos AGCC poderia responder a questdo referente a producdo e absorc¢édo
dos AGCC no intestino, porém nao houve coleta de sangue dos participantes do estudo. Por fim, a
analise da microbiota intestinal pode contribuir para elucidacdo dos questionamentos levantados por
esse estudo. Com essa analise podemos identificar a presenca de disbiose intestinal e comparar os
achados entre os pacientes e o grupo controle. Pretendemos realizar essa andlise como proxima etapa
do projeto.

Apesar dessas limitacOes, este estudo traz importantes contribui¢cdes para o entendimento da
producgdo e excre¢do de AGCC nos pacientes com DIl e levanta outros pontos a serem elucidados no

futuro.
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O perfil de AGCCs em individuos com DIl é diferente comparado aos individuos saudaveis,
porém nao foi possivel determinar neste estudo em qual etapa da cadeia de utilizacdo destes acidos
esta diferenca se inicia.

Os valores de AGCCs fecal em individuos com DIl foram maiores em comparacao aos individuos
saudaveis. Mais estudos serdo necessdrios para avaliar e determinar o perfil dos AGCCs, e assim propor
terapias que auxiliem na modulacdao da microbiota destes pacientes e desenvolvimento de novos alvos

de tratamento no futuro.
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9. Anexos



9.1. Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo controle)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Resolugio 466/2012

CONVIDO, o Senhor(a) para participar do Projeto de Pesquisa “Estudo comparativo sobre a
microbiota intestinal e o perfil de produgdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) entre pacientes
com Doenca Inflamatéria Intestinal e individuos saudaveis” que sera desenvolvido por mim, Leticia
Patrocinio de Oliveira, Nutricionista, com orientacdo da Prof® Dr® Ligia Yukie Sassaki, médica
gastroenterologista da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Sua participagdo nesta pesquisa se dard por ser uma pessoa saudavel, sem nenhum tipo de
doenca. Todos os dados que obtivermos com sua participacdo é meramente para compararmos com
os dados de outros participantes que possuem a doenca que estamos estudando.

Solicito também seu consentimento para levantar seu prontudrio médico para coletar outras
informagdes 1a contidas, que possam fornecer subsidios para fazer comparagdo entre o individuo
sauddvel e em tratamento de doenga.

O(a) senhor(a) sera convidado a responder a 1 questionario que durard em média 40 minutos e
realizar coleta de fezes (que sera realizada em sua prépria residéncia pelo(a) senhor(a) com o material
gue entregaremos ao senhor(a)) e de aproximadamente 30 mL de sangue para realizacdo de exames
com o Unico objetivo de comparar com os dados de outros participantes. Esta coleta de sangue pode
Ihe gerar um pouco de dor, inchago ou uma area roxa no local de entrada da agulha.

Com estes dados temos o seguinte objetivo: Determinar e comparar o perfil de producao de
AGCCs em pacientes com Doenca Inflamatéria Intestinal e individuos saudaveis.

Para seu esclarecimento, informamos que serdo mantidos sob sigilo seus dados pessoais. Os
resultados obtidos com a pesquisa poderdo ser apresentados em congressos e/ou publicados em
revistas cientificas, sem qualquer identificacdo dos participantes.

Aceitando participar deste estudo, o senhor(a) estara contribuindo para a andlise das eventuais
diferencas encontradas e se elas podem estar relacionadas ao desenvolvimento da doenga e se
serviriam como novos marcadores, auxiliando a caracterizar a doenca. A participacdo nesta pesquisa
ndo |he causara qualquer risco pessoal ou desconforto. O Senhor (a) ndo terd nenhum beneficio
pessoal em participar desta pesquisa, pois como ja explicamos seus dados serdo meramente para
comparar com os dados de uma pessoa em tratamento de doenca.

Fique ciente de que sua participacdo neste estudo é voluntaria e que mesmo apds ter dado seu
consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retird-lo a qualquer momento, sem qualquer

penalidade.
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Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor, o qual
01 via serd entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via serd arquivada e mantida pelos
pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em Pesquisa
através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das 8.00 as 11.30 e
das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n2 em Rubido Junior — Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de
localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos.

Apds terem sido sanadas todas minhas dudvidas a respeito deste estudo, Eu,

CONCORDO EM PARTICIPAR de

forma voluntaria “Estudo comparativo sobre a microbiota intestinal e o perfil de producdo de acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs) entre pacientes com Doenca Inflamatdria Intestinal e individuos
sauddveis”, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardados através do sigilo que os
pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser

publicados em revistas cientificas sem, no entanto, que minha identidade seja revelada.

Botucatu, de de

Assinatura do voluntario Assinatura do pesquisador

Pesquisador responsavel:
Leticia Patrocinio de Oliveira
Fone: (11) 957872551

e-mail: lepatrocinio.nutri@gmail.com

Orientadora:
Prof2. Dr2, Ligia Yukie Sassaki
Departamento de Clinica Médica, Hospital das Clinicas de Botucatu, Rubido Junior, s/n, Botucatu — SP.

Fone: (14) 3880-1171
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9.2.. Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo DlII)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Resolugio 466/2012

CONVIDO, o Senhor(a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo comparativo
sobre a microbiota intestinal e o perfil de producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) entre
pacientes com Doenca Inflamatdria Intestinal e individuos saudaveis” que sera desenvolvido por mim,
Leticia Patrocinio de Oliveira, Nutricionista, com orientacdo da Prof® Dr? Ligia Yukie Sassaki, médica
gastroenterologista da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

O(a) senhor(a) serd convidado a responder a 1 questionario que durard em média 40 minutos e
realizar coleta de fezes (que sera realizada em sua prdpria residéncia pelo senhor(a) com o material
que entregaremos ao senhor) e de aproximadamente 30 ml de sangue para realizagao de exames que
ja sdo realizados na rotina dessa doenca. Esta coleta de sangue pode |he gerar um pouco de dor,
inchago ou uma area roxa no local de entrada da agulha.

Com estes dados temos o seguinte objetivo: Determinar e comparar o perfil de producdo de
AGCCs em pacientes com Doenga Inflamatdria Intestinal e individuos saudaveis.

Informo que o material biolégico colhido do Senhor(a), ndo serd usado em sua totalidade e parte
dele serd armazenada na Faculdade de Medicina de Botucatu. E solicito seu consentimento para
reutiliza-lo posteriormente, caso necessario.

Solicito também seu consentimento para consultar seu prontudrio médico para coletar outras
informacdes | contidas como diagndstico, atividade da doenca, exames laboratoriais e de imagem
referentes a consultas feitas anteriormente pelo(a) Senhor(a).

Para seu esclarecimento, informamos que serdo mantidos sob sigilo seus dados pessoais. Os resultados
obtidos com a pesquisa poderdo ser apresentados em congressos e/ou publicados em revistas
cientificas, sem qualquer identificacdo dos participantes.

Aceitando participar deste estudo, o senhor(a) estara contribuindo para a andlise das eventuais
diferencas encontradas e se elas podem estar relacionadas ao desenvolvimento da doenga e se
serviriam como novos marcadores, auxiliando a caracterizar a doenga. A participagdo nesta pesquisa
ndo lhe causara qualquer risco pessoal ou desconforto.

Informamos que o(a) senhor(a) tera acesso, a qualquer tempo, as informacgGes sobre os
procedimentos relacionados a pesquisa a fim de esclarecer eventuais duvidas. Fique ciente de que sua
participacdo neste estudo é voluntdria e que mesmo apds ter dado seu consentimento para participar
da pesquisa, vocé poderad retira-lo a qualquer momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do

seu tratamento.
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Devemos ainda esclarecer que este documento foi realizado de acordo com a Resolugdo 466/12
do Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude, que trata de pesquisas envolvendo seres
humanos. Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd elaborado em 2 vias de igual teor, o
qual 01 via serd entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via serd arquivada e mantida
pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Aceitando participar deste estudo, o senhor(a) estara contribuindo para a analise das eventuais
diferengas encontradas e se elas podem estar relacionadas a patogénese da doenca e se serviriam
como biomarcadores metabdlicos importantes de alteracGes relacionadas a doenca. A participacdo
nesta pesquisa ndo lhe causara qualquer risco pessoal ou desconforto.

Qualquer duvida adicional vocé poderd entrar em contrato com o Comité de Etica em Pesquisa
através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das 8.00 as 11.30 e
das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n2 em Rubido Junior — Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de
localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos.

Apds terem sido sanadas todas minhas duavidas a respeito deste estudo, Eu,

CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntaria do “Estudo

comparativo sobre a microbiota intestinal e o perfil de producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs) entre pacientes com Doenga Inflamatdria Intestinal e individuos saudaveis”, estando ciente
gue todos os meus dados estardo resguardados através do sigilo que os pesquisadores se
comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderao ser publicados em revistas
cientificas sem, no entanto, que minha identidade seja revelada.

Botucatu, de de

Assinatura do voluntario Assinatura do pesquisador

Pesquisador responsavel:
Leticia Patrocinio de Oliveira
Fone: (11) 957872551

e-mail: lepatrocinio.nutri@gmail.com

Orientadora:
Prof2. Dr2, Ligia Yukie Sassaki
Departamento de Clinica Médica, Hospital das Clinicas de Botucatu, Rubido Junior, s/n, Botucatu — SP.

Fone: (14) 3880-1171
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9.3. Anexo 3. Protocolo de Atendimento — Grupo Paciente

Estudo: AGCC

Data: / /

Nome: RG/HC:
Cidade: DN: / / Estado Civil:
Profissdo: Escolaridade:

Tel: () / AF:

Numero de pessoas na casa:

Renda Familiar (SM):

Histéria Atual da Doenca (diagnéstico principal/ tempo da doenca):

U] RCU Distal [ Remissdo L1 Leve
U] RCU Esquerda [] Moderada  [] Grave
[J Pancolite Pontuagdo MAYO:
Numero de evacuagoes: Pontos

0 — habitual do paciente

1-1a 2 vezes além do habitual

2 —3 a4 vezes além do habitual

3 -5 ou + vezes além do habitual

Presenga de sangramento retal:

0 — sem sangue visivel

1 — estrias nas fezes em menos de metade das evacuacdes

2 —sangue vivo nas fezes na maioria das evacuagdes

3 — evacuagdo apenas com sangue

Achados endoscépicos:

0 — normal ou doenca inativa

1 —leve: eritema, diminuicdo do padrdo vascular, discreta friabilidade

2 — moderada: eritema intenso, perda padrao vascular, friabilidade, erosdes
3 — grave: sangramento espontaneo, ulceracdo

Avaliagao global: desconforto abdominal, bem-estar, PPS, exame fisico
0—normal

1 - doenca discreta

2 — doenga moderada

3 —doenca grave

Remissdo: 0 a 2 pontos / Atividade Discreta: 3 a 5 pontos / Atividade Moderada: 6 a 10 pontos /

Atividade Grave: 11 e 12 pontos

Presenca de doengas crdnicas e/ou histérico familiar: S O nO
Especificar:

Atividade endoscépica:
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Colonoscopia:

Data:
/ /

Parametros bioquimicos

Hb | Ht PCR VHS Alb

1° consulta

Medicagdes em uso:

Habito Intestinal:

Ingestao Hidrica: O<a copos ] 4-8 copos Cl>s copos
Etilismo: S [J] NLJ consumo: g/dia.

Tabagismo: S O ~O consumo: magcos/dia.

Intolerancia ou Alergia:

Vegetariano: S[J N [
Suplemento ou Complemento Nutricional: S Ol N O

Tipo: Dose: Periodo:

Probidtico ou Prebidtico: s 1 N [

Tipo: Dose: Periodo:

Via de Parto: L] Normal [ cesarea

Amamentagao: S ] N[ Por quanto tempo:

Usou férmula? s ] N Por quanto tempo:

Consumiu leite de vaca: S [ N por guanto tempo:

Uso de antibiético na infancia: S [ Nl  N3olembra L]

Com qual idade:

Avaliacdao Antropométrica:

Data Peso Estatura IMC Perda/ganho de Peso
kg | ___ m __ kg/m? _%T
Classificagdo: Tempo:
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9.4. Anexo 4. Protocolo atendimento — Grupo Controle
Estudo: AGCC
Data: / /

Nome:

Telefone:

Idade:

Sexo: [ Feminino [ Masculino
Etnia: [ Branca (] N3o Branca
Presenca de doencas crbnicas e/ou historico familiar: S O ~nO

Especificar:

Uso de medicagdes:

Coleta da amostra

Data: / /

NUmero da amostra:
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9.5. Anexo 5. Parecer do Comité de Etica

Titule da Pesquisa: Propdo Temalice: Movas aboedagens de diagnistico & modulacdo da microbiota inbestinal em pacientes com retccolile wcerativa. superdsionado pelo prof
Tituilar Lui® Claudio D6 Stas com & colaboragho do8 paof D Ligia Yukie Sasaaki & Femands Gomes Forme subdiidide e 3 projelos. Sub-projels 1 MicroRHAS coma farmamenla
de diagnostico & prognéstico em pacienies com DIl Sub-projeio 2 Eshedo comparaive schee o perfil de producio de dodos graxes de cadeia curla entre pacertes com Aeiocolie
Ulceratva & indiduos sauddveis Sub-projedo 3: Eshudo clineco randomizado conbrolado & duplo-cego sobre 3 suplementacdo almentar com 2 faninha de Musa sp A% em pacientes
com RCU

Peagussabor Respansivel: LUIZ CLAUDIO DI STASI
Area Tematics:

Wersfio: I

CAAE: T13T9417 2 0000 5411

ISI.II&MEM&!‘I 1020 e ; . o
Proponente: Depardamenio de Farmac a
e e peayied

o atual da do Projeic: Pesquisador Respansavel
Pawrocinador Principal: FUNDACAD DE MPMIJ.HFESOL.IS# DO ESTADD DE SA0 PAULD

Comprovanie gs Recepcia. m PE_COMPROVANTE_RECEPCAD_1333537
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