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Resumo

FUNDAMENTOS: Psoriase ¢ doenga inflamatoria cronica, associada a inflamagdo sistémica
e comorbidades. Alteragdes na composicdo do microbioma intestinal s3o envolvidas na
patogénese de doencas inflamatdrias e sindrome metabolica. Caracterizar o microbioma
intestinal de pacientes com psoriase pode ser relevante no entendimento de seu curso clinico e
na prevencao de comorbidades.

OBJETIVO: Caracterizacgdo do microbioma intestinal de homens com psoriase em
comparagdo com controles (sem psoriase) onivoros e vegetarianos.

METODO: Estudo transversal envolvendo 42 homens adultos: 21 onivoros com psoriase; e
controles: 14 onivoros e 7 vegetarianos. A caracteriza¢ao do microbioma intestinal foi realizada
por andlise metagendmica. Avaliaram-se os niveis séricos da proteina ligadora de
lipopolissacarideo (LPB) e proteina C reativa (PCR).

RESULTADOS: Os grupos diferiram entre si quanto a aspectos nutricionais € do microbioma,
individuos com psoriase apresentaram maior consumo de proteinas, e menor de fibras. Niveis
de LPB, PCR e a relacdo Firmicutes/Bacteroidetes foi maior no grupo com psoriase que no
grupo vegetariano (p<0,05). Os géneros Prevotella, Mogibacterium, Dorea, Bifidobacterium e
Coprococcus, diferiram no grupo com psoriase em comparacdo com vegetarianos, ja os
géneros Mogibacterium, Collinsella e Desulfovibrio, diferiram dos onivoros. Identificou-se um
padrdo de microbioma ligado a psoriase (plsPSO) que se associou a maiores niveis de LPB
(rho=0,39; p=0,02), e menor ingesta de fibras dietéticas (rho=-0,71; p<0,01).

LIMITACOES: Avaliaram-se apenas homens adultos.

CONCLUSAO: Houve diferenga no microbioma intestinal de homens adultos com psoriase,
em relacdo a onivoros e vegetarianos sauddveis. O padrao de microbioma encontrado

correlacionou-se com a ingesta de fibras alimentares, € com os niveis séricos de LPB.

Palavras-chave: Microbioma gastrointestinal, Dieta, Dieta vegetariana, Dieta Ocidental,

Obesidade, Microbiota, Psoriase.



Abstract

BACKGROUND: Psoriasis is a chronic inflammatory disease associated with systemic
diseases and comorbidities. Changes in the composition of the gut microbiome are involved in
the pathogenesis of inflammatory and metabolic diseases. Characterizing the gut microbiome
in patients with psoriasis may be relevant to understanding clinical course and preventing
comorbidities.

OBJECTIVE: Characterization of the gut microbiome of men with psoriasis compared with
omnivorous and vegetarian (non-psoriasis) controls.

METHOD: Cross-sectional study involving 42 adult men: 21 omnivores with psoriasis; and
controls: 14 omnivores and 7 vegetarians. The characterization of the gut microbiome was
performed by metagenomic analysis. Serum levels of lipopolysaccharide binding protein (LPB)
and C-reactive protein (CRP) were evaluated.

RESULTS: The nutritional and microbiome groups differed from each other in terms of higher
protein consumption with psoriasis, and lower fiber consumption. Levels of LPB, CRP and the
Firmicutes/Bacteroidetes ratio were higher in the psoriasis group than in the vegetarian group
(p<0.05). The genera Prevotella, Mogibacterium, Dorea, Bifidobacterium and Coprococcus
differed in the psoriasis group compared to vegetarians; The genera Mogibacterium, Collinsella
and Desulfovibrio, however, differed from the omnivores. A psoriasis-linked microbiome
pattern (plsPSO) was identified that is associated with higher levels of LPB (rho=0.39; p=0.02),
and lower dietary fiber intake (rtho=-0.71; p <0.01).

LIMITATIONS: Only adult males were evaluated.

CONCLUSION: There was a difference in the gut microbiome of adult men with psoriasis,
compared to omnivores and vegetarian men. The microbiome pattern found correlated with an
intake of dietary fiber, and with serum levels of LPB.

Keywords: Gastrointestinal microbiome, Diet, Vegetarian diet, Western diet, Obesity,

Microbiota, Psoriasis.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AGCM: Acidos Graxos de Cadeia Média;

CA: Circunferéncia Abdominal;

CQ: Circunferéncia do Quadril;

DM: Diabetes Mellitus;

DNA: Acido Desoxirribonucleico;

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,

IFN-y: Interferon gama;

IL1: Interleucina 1;

IL6: Interleucina 6;

IL8: Interleucina 8;

IMC: indice de Massa Corporal;

LPB: Proteina de ligacdo de lipopolissacarideo;

LPS: Lipopolissacarideo;

MI: Microbioma Intestinal;

NGS: Sequenciamento de proxima geracao, do inglés: Next-Generation Sequencing;
NDSR: Nutritional Data System for Reserach;

ONI: controles onivoros;

PASI: indice de area e gravidade da psoriase, (Psoriasis Area and Severity Index);
PCRqt: Proteina C reativa quantitativa ultrassensivel,

PLS: Componente partial least squares;

PSO: paciente com psoriase;

R24h: Recordatorio de 24 horas;

SM: Sindrome Metabolica;

TLR4: Receptor do tipo 4, (Toll-like receptor 4);

TNF-a: Fatores de necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor Alpha);
UTN: Unidade Taxondmica;

UV: Ultravioleta;

VEG: controles vegetarianos;
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1. INTRODUCAO

1.1  Psoriase

A psoriase ¢ doenca inflamatdria cronica, recorrente, sistémica e imunologicamente
mediada, foi reconhecida ha muitos séculos, mas somente no inicio do século XIX passou a ser
diferenciada de outras dermatites, pois antes era confundida com hanseniase. E caracterizada
pela proliferacdo queratinocitica, formando placas esbranquicadas, que consequentemente
causam dor, prurido, vermelhidao e descamacao. (1-2)

Apesar de ndo ser uma doenga contagiosa, pode provocar dificuldade em atividades
diarias, constrangimento, isolamento e impactar diretamente a qualidade de vida. Existem dois
grupos de acometimento principais de psoriase, ndo excludentes, em placas (classica) e articular
(artropatica), sendo a forma em placas a mais comum (85 — 90%). Afeta caracteristicamente
maos, pés, couro cabeludo, cotovelos, joelhos, parte inferior das costas, rosto e gluteos (Figura
1). Na psoriase artropatica (ou artrite psoriatica) as articulagcdes também sdo afetadas pela

inflamacao, além da pele. (3-4)

Figura 1. Psoriase com extensas placas eritémato-descamativas em um paciente com

sindrome metabolica (Arquivo do Departamento de Dermatologia — Unesp).

Cerca de 2% da populacdo mundial (125 milhdes de pessoas) ¢ diagnosticada com

psoriase. A doenca pode se iniciar em qualquer faixa etaria, mas a maior prevaléncia ocorre,



bimodalmente, entre vinte e trinta, e cinquenta e sessenta anos, aumentando com a idade. No
Brasil, cerca de 1,5% dos habitantes sdo acometidos por psoriase e a incidéncia dobrou entre
os anos de 1970 — 2000, mas estima-se que uma grande parcela da populagdo ainda permanega
sem diagnostico. (5,6)

A dimensao da psoriase pode ser avaliada quanto a sua extensdo clinica e impacto na
qualidade de vida. O principal instrumento adotado para identificar a gravidade da doenca e
medida da eficacia terapéutica € o PASI (Psoriasis Area and Severity Index), utilizado na maior
parte dos estudos. (7) A avaliacdo da qualidade de vida ¢ essencial, pois 0 comprometimento
fisico, emocional e social destes pacientes pode ser até superior aquele observado nos casos de
diabetes mellitus (DM), artrite reumatoide, depressdo e cancer (8).

Psoriase ¢ uma condi¢do multifatorial, cuja patogénese ndo ¢ totalmente estabelecida.
Coparticipam a predisposi¢do genética, fatores imunologicos e ambientais (9).

A psoriase ¢ considerada uma inflamagao cronica, devido a estimulagdo persistente de
células T (linfocito CD4" ¢ CD8"), pela liberagdo anormal de interleucinas IL1, IL6, IL-8, IL-
17, TNF-a e IFN-y, com atuagdo da resposta imune inata e adaptativa. (10,11)

Devido ao processo de inflamacdo cronica na psoriase, existe associacdo com o
desenvolvimento de outras comorbidades, como a obesidade, a sindrome metabdlica, o risco
de doengas cardiovasculares, infec¢cdes, malignidades, maior prevaléncia de alteracdes nos
perfis dos lipidios e das lipoproteinas, aumento do estresse oxidativo, reducao da capacidade
antioxidante, além de outros fatores de risco como hipertensdao, DM e doengas psiquicas. (12)

Nao se sabe ao certo se a obesidade ¢ um fator de risco para psoriase ou se a psoriase
favorece o desenvolvimento da obesidade, mas a prevaléncia de individuos obesos com
psoriase ¢ duas vezes maior quando comparada a populagdo em geral (34% contra 18%). Deste
modo, quanto maior o indice de massa corporal (IMC), maior o risco relativo de desenvolver
psoriase(13—15).

Além disso, existe relagdo entre o aumento dos valores de circunferéncia abdominal
(CA) e circunferéncia do quadril (CQ) e o surgimento de psoriase, sugerindo, entdo, que a
doenga seja também relacionada a sindrome metabdlica (SM) (16).

O tratamento para a psoriase ¢ especifico, leva em consideragdo o estado clinico do
paciente, o historico da doenga e a gravidade das lesdes. A terapia medicamentosa inclui uso
de hidratantes, pomadas, solucdes capilares, fototerapia (banho de luz com raios ultravioleta -
UV) e, em casos mais graves, uso de fArmacos como ciclosporina, metotrexato, acitretina e

imunobioldgicos. Houve, também, o relato de sucesso terapéutico apos administragdo oral de
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acidos biliares, o que sugere interagdo entre a patogénese da doenca e microbioma intestinal
(MI). (17,18)

Um dos fatores ambientais considerados essenciais na psoriase ¢ o habito alimentar,
visto que a nutricao inadequada, o peso corporal e doengas metabdlicas podem aumentar os
sintomas clinicos ou até desencadear a psoriase. Ademais, psoriase ¢ rara em vegetarianos.
(19)

A psoriase e comorbidades, como a obesidade, podem estar associadas com
endotoxemia metabolica, onde o lipopolissacarideo (LPS, componente de membrana celular de
bactérias gram negativas) e endotoxinas atravessam o intestino e se ligam a proteina de ligacdo
de LPS e ativam receptores de reconhecimento de padrdes, como o foll-like receptor 4 (TLR4),
mediando a inflamacdo. O aumento da permeabilidade intestinal e as altera¢cdes na composi¢ao
e diversidade do MI té€m sido propostos como possiveis mecanismos de explicagdo ao aumento
de endotoxinas circulantes e ao desenvolvimento de doengas inflamatorias, como a psoriase

(20,21).

1.2 Microbioma intestinal

O microbioma humano ¢ designado como o conjunto de micro-organismos € seus
respectivos genes, atualmente o mais estudado € o microbioma intestinal (MI). Segundo
Hipdcerates (470 aC) “Toda doenca comeca no intestino”. A partir desse conceito surgiu a
necessidade de se investigar a relagdo entre o MI e o desenvolvimento de doencas. (22)

O trato digestorio humano possui 0 maior e mais completo ecossistema. O MI ¢
essencial para a modulacdo da satde e doenga, pois ¢ responsavel pela producdo de enzimas
para o metabolismo de carboidratos, acidos graxos, lipopolissacarideos e acidos biliares
secundarios (produzidos pelas bactérias). (23)

Para avaliacdo de uma comunidade microbiana completa, utiliza-se uma técnica
chamada metagendmica, que consiste em uma metodologia de sequenciamento de DNA (Acido
Desoxirribonucleico) por meio da extracdo do material genético de amostras, como fezes e
saliva. Assim, € possivel realizar a deteccao qualitativa (identifica os organismos) e quantitativa
(determinacgao relativa dos organismos presentes). (24)

Diversos fatores ambientais podem alterar o MI, desde a forma como ocorre o
nascimento, idade, género, dieta, uso de medicamentos, habitos como fumar, se exercitar e o
estilo de vida de modo geral. Atualmente o padrdo de dieta ocidental, com alto consumo de
alimentos industrializados e ndo in natura, propiciam a ocorréncia de desequilibrio da flora

intestinal (disbiose) (figura 2). (25,26)
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Figura 2: Barreira intestinal em diferentes padrdes alimentares e doengas metabdlicas em

modelo animal. Fonte: (26)

Quando ocorre disbiose e também comprometimento da integridade da membrana

intestinal, hd permeacdo de endotoxinas que, consequentemente, induzem uma resposta

imunolodgica e inflamatoria sist€émica exacerbada. (27)

A principio este processo pode ser assintomatico, mas apds um determinado periodo de

tempo, pode propiciar o surgimento de doengas como, por exemplo, obesidade, DM, doengas

cardiovasculares, aterosclerose, hipotiroidismo, sarcopenia, reumatismo, doenga inflamatéria

intestinal, sindrome do intestino irritdvel, colite, Parkinson, Alzheimer, esclerose multipla,

depressdo, ansiedade, estresse, e doencas inflamatorias da pele, em especial a psoriase. (figura

3) (28)
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Figura 3: Disbiose intestinal e doengas associadas. (28)

1.3 Microbioma intestinal na psoriase

Alguns estudos analisaram o MI de pacientes com psoriase, por meio das fezes. Esses
trabalhos identificaram aspectos importantes, como reducdo da diversidade bacteriana, maior
permeabilidade da mucosa intestinal, presenca de endotoxemia sistémica, correlagdes com a
presenga de peptideos bacterianos absorvidos pelo intestino e efeitos direto no figado e na pele
(figura 4), além de um padriao de cepas de bactérias com maior propor¢ao de Firmicutes e

menor de Bacteroidetes, similarmente ao que ocorre em individuos obesos (29-31).
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Figura 4: Permeabilidade intestinal e ativacao do sistema imune na psoriase. (31)

Existem evidéncias de que a maior concentragdo de Firmicutes e menor de
Bacteroidetes influencia no metabolismo dos carboidratos e altera a produgao de acidos graxos
de cadeia média (AGCM), resultando em aumento de acetato e redugdo de butirato, condigdes
propicias para endotoxemia. (32)

Além disso, os géneros Actinomyces e Sutterella também foram identificados em
individuos com psoriase. Essas familias de bactérias sdo caracterizadas por um perfil
préinflamatorio e de modulagdo da resposta imunologica. Em contrapartida, também foram
identificados géneros Faecalibacterium, Blautia e Coprococcus em outro grupo de estudo, que
promovem ac¢do anti-inflamatoéria. (33)

Esses dados sugerem que existem comportamentos positivos e negativos das bactérias
e divergéncias na caracterizacdo do MI em humanos diagnosticados com psoriase, portanto
ressaltam a necessidade de novas investigacdes entre o M1 e a psoriase. (34)

Os niveis mais elevados de endotoxemia associados a psoriase tém o potencial de

mediar as comorbidades associadas, mas ¢ importante destacar que tanto a obesidade quanto o
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envelhecimento podem afetar a composi¢do do microbioma, por isso ainda existem muitas
questdes a serem elucidadas. Além disso, os pacientes com psoriase sofrem de multiplas
comorbidades, como a sindrome metabdlica e a obesidade, doencas que também estdo
associadas com disbiose intestinal (35-37).

Existem poucos estudos, mas que ja demonstraram uma estreita ligagdo entre o Ml e a
psoriase, essas mudangas identificadas na composi¢do do microbioma provavelmente se
traduzem em capacidades funcionais modificadas e homeostase intestinal, impactando
diretamente na regulagdo das respostas imunes intestinais. (38)

Nos ultimos 15 anos, as pesquisas incentivam que sejam realizados estudos clinicos
futuros, com abordagens em terapias utilizando o MI ou segmentagdes especificas de bactérias,
pois existe uma grande esperanc¢a de que o surgimento de terapias baseadas na modulagdo do
MI possa influenciar no metabolismo do hospedeiro e melhorar a satide. (39)

Estudos que caracterizem o MI na psoriase em pacientes brasileiros possuem
limitagdes amostrais e baixa reprodutibilidade, assim como se ha alteracdo com os seus subtipos
e comorbidades. (40)

Esta comprovacdo da associag@o entre o MI e a patogénese da psoriase ird apresentar
novas possibilidades terapéuticas para o tratamento da doenga como, por exemplo, intervencao
no estilo de vida (dieta e exercicio fisico), manipulagdes microbianas por meio da dieta,
eliminacdo de endotoxinas, adicdo de probioticos, uso de acidos biliares ou através de
transplante fecal. (41)

Portanto, uma andlise mais aprofundada da dinamica dessas alteragdes e das respostas
subsequentes € necessaria para melhor caracterizar o potencial modulador da imunidade afetada
pelo MI, além de uma compreensdo mais aprofundada entre a disbiose e a pele, com a intenc¢ao
do desenvolvimento de diagnosticos baseados na composicao e fungdo microbiana, a fim de

promover avango no tratamento e até mesmo a remissao da psoriase e comorbidades associadas.
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1. Proposta

O presente estudo visa trazer conhecimento original e especifico no campo da nutri¢cao
e da dermatologia, pois a caracteriza¢do do microbioma intestinal dos pacientes com psoriase,
em compara¢do com as formas clinicas e com os grupos sem psoriase permitirdo elaborar
hipoteses fisiopatologicas e propor intervengdes que visem a modulagdo do microbioma
intestinal para o controle da doenga e das comorbidades. Os resultados podem fundamentar
ensaios clinicos controlados que utilizem terapias de efeito intestinal, ndo imunossupressoras,

como adjuvantes no controle da psoriase.
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2. OBJETIVO GERAL
Caracterizar o microbioma intestinal de homens com psoriase em comparagdo com

onivoros e vegetarianos e a gravidade clinica da psoriase.

a. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Comparar o perfil nutricional dos pacientes com psoriase com a populagdo brasileira;

-Correlacionar o perfil nutricional com o microbioma intestinal de eutroficos, obesos e
vegetarianos sem psoriase;

-Descrever as caracteristicas do microbioma intestinal de pacientes brasileiros com
psoriase;

-Comparar as caracteristicas do microbioma intestinal de pacientes brasileiros com

psoriase com controles eutroficos, obesos e vegetarianos;

Para a configuracao do projeto, o estudo foi conduzido em quatro etapas (Quadro 1).

Quadro 1. Etapas da pesquisa do microbioma intestinal em psoriase.

IDENTIFICACAO DO PERFIL NUTRICIONAL
(Questionario de frequéncia alimentar em pacientes com psoriase (n=94))

CARACTERIZACAO DO MICROBIOMA INTESTINAL
(Controles onivoros e vegetarianos (n=21))

CARACTERIZACAO DO MICROBIOMA INTESTINAL
(Pacientes com psoriase (n=21))

COMPARACAO DO MICROBIOMA INTESTINAL
(Pacientes com psoriase, controles onivoros e vegetarianos (n=42))
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Abstract
KEYV_VORDS : Background: Psoriasis is a chronic inflammatory disease with systemic repercussions and an
Feeding behav19r; association with comorbidities such as metabolic syndrome, cardiovascular diseases, and obe-
Food consumption; sity. Psoriasis patients have a higher prevalence of obesity compared to the general population.
Psoriasis Diet is a relevant environmental factor, since malnutrition, inadequate body weight, and

metabolic diseases, in addition to the direct health risk, impair the treatment of psoriasis.
Objectives: To evaluate food intake patterns, anthropometric, and metabolic syndrome-related
aspects in psoriasis patients.

Methods: Cross-sectional study through anthropometric assessment and food frequency ques-
tionnaire. Food frequency questionnaire items were evaluated by exploratory factor analysis
and identified dietary patterns were analyzed by multivariate methods.

Results: This study evaluated 94 patients, 57% female, with a mean age of 54.9 years; the
prevalence of obesity was 48% and of metabolic syndrome, 50%. Factor analysis of the food
frequency questionnaire identified two dietary patterns: Pattern 1 - predominance of processed
foods; Pattern 2 - predominance of fresh foods. Multivariate analysis revealed that Patterns
1 and 2 showed inverse behaviors, and greater adherence to Pattern 2 was associated with
females, eutrophic individuals, absence of lipid and blood pressure alterations, and lower waist-
to-hip ratio and skin disease activity.
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Study limitations: Monocentric study conducted at a public institution, dependent on dietary

memory.

Conclusion: Two dietary patterns were identified in a Brazilian sample of psoriasis patients.
The prevalence of obesity and metabolic syndrome were greater than in the adult Brazilian
population. The fresh diet was associated with lower indicators of metabolic syndrome in this

sample.

© 2020 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introduction

Psoriasis is a chronic, genetically based, and immuno-
logically mediated inflammatory disease. It has systemic
repercussions and is associated with comorbidities, such as
metabolic syndrome (MS), arterial hypertension (AH), dys-
lipidemia, diabetes mellitus (DM), cardiovascular disease,
malignant neoplasia, and affective disorders. "

It affects about 1.31% of the Brazilian population and,
despite not being contagious and having a benign course, it
has an important economic impact, as well as an impact on
the quality of life of patients.’

Psoriasis triggers an abnormal release of cytokines
involved in the inflammatory process, including IFN-y, IL-
1, IL-6, IL-17, IL-8, and TNF-«, which promote a chronic
systemic inflammatory state, favoring the development of
comorbidities.*

There is a higher prevalence of obesity (34%) among
patients with psoriasis when compared with the general pop-
ulation (18%); moreover, the higher the body mass index
(BMI), the greater the risk of developing psoriasis.” Likewise,
there is an association between the increase in abdomi-
nal circumference (AC) and hip circumference (HC) and the
onset of psoriasis, which corroborates its association with
MS. MS comprises a set of risk factors for cardiovascular
disease and is also related to systemic inflammation.®’

In addition to drug treatment, changes in eating behav-
ior and physical activity emerge as potential strategies
for adjuvant treatment of psoriasis in order to reduce
comorbidities.®? Diet is an environmental factor of high
interest to patients, since malnutrition, inadequate body
weight, and metabolic diseases, in addition to the direct
risk they pose to the general health, impair the treatment
of psoriasis. "

Due to the lack of consensus and guidelines establish-
ing a specific diet for these patients and considering that
there are few studies that evaluated the food consumption
of patients with psoriasis, it is necessary to characterize
their nutritional profile and dietary patterns in order to out-
line dietary strategies aimed at improving the quality of the
diet in parallel with the treatment of the disease.

This study had as its primary objective the assessment of
food consumption patterns; secondly, it aimed to correlate
food consumption with anthropometric and clinical data and
with MS markers in patients with psoriasis treated at a public
dermatology clinic.

Methods

This was a cross-sectional study that included psoriasis
patients seen at the Dermatology outpatient clinic of the

Faculdade de Medicina de Botucatu - Universidade Estad-
ual Paulista, Botucatu, SP (Brazil), from February to August
2019.

The diagnoses of psoriasis were established by a qualified
dermatologist, and the study included adults (> 18 years) of
both sexes with all clinical types and all stages of severity.

Sampling was carried out for convenience, recruit-
ing consecutive, consenting patients during their medical
consultations at the institution. Patients following spe-
cific diets (such as celiac), patients with malabsorptive
syndromes or with limitations that would make dietary
or anthropometric characterization impossible were not
included.

All those who agreed to participate in the research signed
an informed consent form. The project was approved by
the institution’s Research Ethics Committee (protocol No.
3,317,869).

Study variables

The Food Frequency Questionnaire (FFQ), adapted to assess
food consumption, was applied; patients were asked about
the consumption of 76 types of food. This evaluation allowed
the identification of the consumption of these foods over a
period of one year, stratified as daily, weekly, monthly, and
annual portions. '

Demographic and socioeconomic data, as well as dura-
tion of psoriasis treatment, were collected at the time of
anthropometric and dietary assessment.

For anthropometric assessment, body weight and height
were measured and later on calculation of the body mass
index (BMI; kg/m?), the stratification for diagnosis was as
folloows: malnutrition (<18.5), eutrophy (18.5-24.9), over-
weight (25-29.9), and obesity (>30)."

Waist circumference (WC) was measured at the midpoint
between the last rib and the iliac crest using a tape mea-
sure; HC was also measured to establish the waist-to-hip
ratio (WHR=Waist [cm]/Hip [cm]), allowing the evaluation
of parameters of android obesity and the risk for cardio-
vascular disease according to the classifications by sex and
age.”

Food consumption (FFQ) and anthropometric assessments
were performed by a nutritionist, after routine consultation
at the dermatology outpatient clinic.

As all patients were under treatment, more detailed cli-
nometric scores (such as the Psoriasis Area and Severity
Index [PASI]) are impaired due to the treatment; therefore,
disease activity was estimated by the presence/absence of
skin and joint lesions at the consultation. '

The routine clinical assessment and the clinical exams
were used to assess the presence of MS using the crite-
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ria of the NCEP ATP Il (National Cholesterol Education
Program Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treat-
ment of High Blood Cholesterol in Adults) to evaluate the
components of metabolic syndrome: presence of DM or fast-
ing glucose > 100 mg/dL; abdominal circumference > 102 cm
for men and 88cm for women; triglycerides > 150 mg/dL;
HDL<40mg/dL for men and <50mg/dL for women; and
blood pressure greater than or equal to 130/85mmHg, or
hypertension treatment.'’

Statistical analysis

Qualitative data were described as absolute and per-
centage values. Quantitative data were represented as
means and standard deviations, or medians and quartiles
(p25-p75) if normality was not observed in the Shapiro-Wilk
test.'®

Dietary data (FFQ) were tabulated and converted into
daily food consumption, then subjected to an exploratory
factor analysis to determine dietary patterns and indi-
vidualized standardized adherence scores to each dietary
pattern (ranging from —3 to +3). The analysis included
those foods mentioned by at least 30% of the sample; in
the factorial model, only those with a factor load>0.3
were kept. Principal component analysis was used for the
extraction of dietary patterns, evaluated by the KMO test
(Kaiser-Meyer-0OKklin), with varimax rotation."”

To explain the variations in the scores of adherence
to each diet pattern, a generalized linear model (gamma
distribution, log binding function) was adjusted using the
anthropometric, demographic, and psoriasis variables (joint
disease and cutaneous activity) as predictor variables. The
B coefficient of the regression was used to estimate the
association effect.”

Subsequently, the variables were analyzed in a multivari-
ate manner based on the multiple correspondence analysis
of two dimensions and were then arranged on the percep-
tual map. The dimension of the effect was estimated by the
inertia in each dimension and the associations between the
variables were represented by their geometric proximity.”’
Continuous variables were categorized as tertiles.

The sample was calculated in order to represent variables
present in up to 10% of a population of up to 300 patients
with psoriasis, with a standard error of up to 5%.”” Two-
tailed p-values <0.05 were considered significant. SAS for
Windows, v.9.4 and IBM SPSS v. 25 were used for statistical
analyses.

Results

The study included 94 psoriasis patients; Table 1 presents
the main clinical and demographic data. The low educa-
tional and family income, high prevalence of comorbidities
(especially MS), obesity, and high risk for the onset of cardio-
vascular disease according to the WHR were noteworthy. All
patients were under treatment, and the PASI ranged from
0 to 17.6; 84% presented skin lesions on the day of the
interview.

As to systemic treatments, 32% used methotrexate, 23%
used acitretin, and 45% were on immunobiological drugs
(12% infliximab, 11% adalimumab, 10% secukinumab, 8%

Table 1 Demographic, socioeconomic, anthropometric,
and clinical characteristics of patients with psoriasis inter-
viewed at the dermatology clinic (n=94).

Variables Results
Sex®
Female 54 (57)
Male 40 (43)
Age (vears)® 54.9 (12.8)
Educational status®
Illiterate 313)
Elementary school 51 (54)
High school 31 (33)
University education 9 (10)
Family income (minimum wage)*
1 17 (18)
2 44 (47)
>3 33 (35)
Anthropometric profile
Weight (kg)° 84.8 (17.1)
Height (cm)® 1.7 (0.1)
BMI (kg/m?)° 31.1 (6.2)
Eutrophic (18.5-24.9)° 11 (12)
Overweight (25-29.9)* 38 (40)
Obesity (>30)* 45 (48)
Waist circumference (cm)” 109.0 (13.7)
Hip circumference (cm)® 104.2 (14.7)
WHR (cm)°® 1.06 (0.15)
Clinical data
Disease duration (years)” 15.7 (12.1)
Skin disease activity (plaques)® 75 (84)
Joint disease” 11 (12)
PASI® 5.3 (4.8)
Comorbidities®
Triglycerides (mg/dL) 43 (49)
Cholesterol (mg/dL) 39 (43)
Hypertension (mmHg) 42 (47)
Altered blood glucose or DM (mg/dL) 34 (38)
Metabolic syndrome 47 (50)

DM, diabetes mellitus; WHR, waist-to-hip ratio; BMI, body mass
index.

2 n (%).

b Mean (SD).

etanercept, 4% ustekinumab). There were no cyclosporine
users in this sample.

Patients with psoriasis did not follow an exclusive diet,
and all reported some variability in the food consumed. From
the factorial analysis of the food consumption reported by
the sample, two dietary patterns were identified (Table 2).
Pattern 1 (processed diet) consisted of industrialized foods,
rich in saturated fats, sugar, and sodium, i.e., a diet with
high caloric density and low nutritional quality. Pattern 2
(fresh diet) was characterized by the consumption of fruits
and vegetables, which are sources of vitamins, minerals,
fibers, and bioactive compounds, in addition to offering high
nutritional support in qualitative terms.
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Table 2
frequency questionnaire.

Food patterns and factorial loads of the foods that make up each pattern, identified by analyzing the sample food

Pattern 1 (processed diet) FL Pattern 2 (fresh diet) FL
Pizza 0.79 Raw vegetables 0.73
Deep fried savory snack 0.74 Cooked vegetables 0.73
Filled cookie 0.69 Tomato 0.70
Charcuterie 0.69 Cooked greens 0.68
Cheese 0.67 Broccoli 0.62
Sandwiches 0.66 Carrot 0.59
Soda 0.64 Lettuce 0.57
Flour 0.53 Orange 0.50
Burger 0.52 Salt 0.42
Mayonnaise 0.45 Apple 0.42
Baked savory snack 0.38 Olive oil/ cooking oil 0.39
Breads 0.38 Banana 0.38
Desserts 0.37 Melon 0.38
Sausage 0.35 Papaya 0.38
Industrialized juice 0.32 Potato 0.31
Butter 0.32

FL, factorial load; KMO=0.65.

Table 3
variables (n=94).

Multivariate comparison of the scores of dietary patterns with anthropometric, demographic, and psoriasis-related

Variable Pattern 1 (processed) Pattern 2 (fresh)
B coefficient p-Value® B coefficient p-Value®

Female gender —0.027 0.748 0.268 0.006
Age —0.01 0.123 0.05 0.045
Educational status

College or university degree 0.042 0.760 —0.183 0.329

High school —0.090 0.278 —0.069 0.547

Illiterate + elementary school (-)
Income (minimum wages) 0.020 0.327 0.099 0.003
BMI —0.009 0.076 —0.009 0.492
WHR 0.230 0.362 —0.340 0.054
Disease duration —0.005 0.034 —0.005 0.154
Skin activity —0.110 0.233 —0.353 0.001
Joint disease —0.145 0.096 —0.014 0.427
Arterial hypertension —0.074 0.256 —0.037 0.852
Diabetes mellitus 0.092 0.208 0.176 0.142
Hypertriglyceridemia —0.084 0.333 0.117 0.938
Hypercholesterolemia 0.187 0.057 —0.063 0.526

BMI, body mass index; WHR, waist-to-hip ratio.
@ Adjusted p-value.

Adherence scores to each dietary pattern (Table 3) were
assessed according to anthropometric, demographic, and
clinical (joint and cutaneous activity) variables. Pattern 1
was associated with more recent psoriasis. The female sex
showed greater adherence to Pattern 2, as well as patients
with higher age and income. There was an inverse associ-
ation of WHR with adherence to Pattern 2, as well as with
cutaneous activity (plaques).

The multivariate correspondence analysis (Fig. 1) indi-
cated a relationship between lower adherence to the
processed diet and greater adherence to the fresh diet, as
well as with females, absence of lipid and blood pressure

alterations, in addition to lower WHR and eutrophy. The
presence of joint psoriasis was related with obesity.

Discussion

Two patterns of food consumption were identified in patients
with psoriasis, which were associated with clinical and
anthropometric factors and MS markers.

Nutrition is a complex phenomenon, and since isolated
foods or nutrients are generally not considered to be harmful
to health, the assessment of the cumulative effect of diet on
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Figure 1 Perceptual map of the main demographic, clinical,
and anthropometric variables and adherence to dietary pat-
terns in 94 patients with psoriasis. Quantitative variables were
categorized according to the tertile of the distributions. DM,
diabetes mellitus; BMI, body mass index; WTH, waist-to-hip
ratio; AH, arterial hypertension. Standardized scores for P1 and
P2 ranged from —3 to +3 according to adherence to each dietary
pattern.

health through dietary patterns can help determine which
are the most favorable for a population and provide a more
accurate description of eating habits.”

Food patterns are transitioning worldwide, influenced by
several factors, such as income, food costs, individual food
preferences, beliefs, cultural traditions, and geographic,
behavioral, and socioeconomic aspects.?*

According to the Family Budget Survey (Pesquisa de
Orcamento Familiar; POF 2018/2019), an increase in the
consumption of foods with lower nutritional density, higher
concentration of energy, total lipids, sugar, and sodium has
been observed in Brazil over the past decades.””?* The
most important changes in this regard were a reduction in
the consumption of beans (31%), roots and tubers (32%),
and eggs (84%), and an increase in the consumption of
cookies (400%), soft drinks (400%), meats (50%), and milk
(36%), i.e., an increase in diets rich in processed and ultra-
processed foods, characterizing the so-called Western diet,
which is associated with increased obesity, MS, neoplasms,
and inflammatory diseases.”%*

The ‘*Western diet’’ pattern has been a characteris-
tic of the modern diet, with convenient, easily accessible,
industrialized foods with low nutritional content.” In the
present study, adherence to the Western pattern (Pattern 1)
was associated with overweight and presence of MS mark-
ers. All MS markers are modifiable risk factors; changes in
lifestyle, diet, and exercise can favorably impact the onset
of diseases.”**’

In contrast, Pattern 2 was characterized by the consump-
tion of fresh foods (fruits and vegetables), which are sources
of vitamins, minerals, fibers, and bioactive compounds, in
addition to offering a high nutritional intake. These are
foods that provide micronutrient balance. Nutrients present
mainly in fresh foods - such as fibers, vitamins, minerals,
and mono- and polyunsaturated fatty acids - have antioxi-
dant effects, which can reduce systemic inflammation and
potentially interfere in the clinical picture of psoriasis and
metabolic diseases.” '

Cross-sectional studies have shown that a ‘‘healthy’’
food pattern is associated with a lower prevalence of MS,
while western/unhealthy patterns are associated with an
increased risk of MS.*° In this sample, the fresh pattern was
associated with absence of alterations in the lipid profile and
blood pressure, in addition to a lower WHR, evidencing that
diets with a high fruit and vegetable content may mitigate
the effects of inflammation and MS."

A study conducted in Croatia with 82 inpatients found
improvement in psoriasis plaques and reduction in total
cholesterol, triglycerides, and low-density lipoprotein (LDL)
after four weeks of adherence to a low energy density diet.

An [talian study followed 61 patients for 24 weeks
and observed weight and WC reduction, in addition to
reduced PASI and serum levels of C-reactive protein, after a
calorie-reduced diet combined with low-dose cyclosporine
treatment.**

Another randomized clinical study, carried out in Den-
mark with 60 overweight psoriasis patients who adhered to
a low-calorie diet for eight weeks, showed improvement in
PASI and in the quality of life index when compared with the
control group.*

In Sweden, a study with 51 patients evidenced the influ-
ence of the Mediterranean diet (rich in fish, olive oil, and
vegetables); after three months of intervention, individuals
showed improvement in disease activity and quality of life.*
These findings corroborate the results of a study carried out
in Hawaii with five patients who showed improvement in PASI
of 47.8% when submitted for ten days to a diet rich in fish,
whole foods, fruits, vegetables, nuts, and herbal teas.*®

In the present study, the prevalence of obesity was 48%.
Obesity is a growing public health challenge, and is more
prevalent among individuals with psoriasis (34%) than in the
general population. In Brazil, over half of the population
(55.7%) are overweight and 19.8% are obese (23% in women
and 20% in men).”’~**

Longitudinal population-based studies suggest a causal
role of obesity in psoriasis, as well as an association with
poor response to treatment and greater disease severity.
The increase in obesity rates and adherence to the Western
diet, in addition to longevity and greater access to diagno-
sis, may be associated with the increase in the incidence of
psoriasis. *~*

Weight control can also improve the prognosis of pso-
riasis and quality of life. Moreover, caloric control leads
to significant improvements in skin lesions and systemic
inflammatory status. Therefore, low-calorie diets can be
considered an important aid factor in the prevention and
treatment of psoriasis, as well as in weight management,
reduction of inflammatory markers, improvement in the
lipid and glucidic profiles, and reduction of the risk of asso-
ciated diseases. “*

A vegetarian diet, provided it is well planned and struc-
tured, can be nutritionally adequate and have potential
health benefits, including for individuals with psoriasis.*”*
A new line of research, on plant-based diets, prioritizes
the consumption of foods of plant origin as natural and
as close to their original form as possible, advocating the
consumption of food in its most complete form, free from
refinement, processing, and artificial additives. It seems
possible that a plant-based diet is able to influence the
immune and metabolic response from changes mainly in
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the intestinal microbial state.”* However, these interven-
tions require studies with appropriate designs to clarify the
relationship with psoriasis.***

Nutritional strategies should be encouraged for patients
with psoriasis; patients should be instructed to follow
a low-calorie diet, with adjustment of macronutrients,
micronutrients, and stimulated to eat fresh foods, restrict-
ing the consumption of processed foods and alcohol. Dietary
interventions present positive results in the control of
comorbidities and response to clinical treatment, and may
help prevent diseases.”

In the present sample, the multivariate analyses rein-
forced the inverse correlation between MS markers and
adherence to Pattern 1. Moreover, the association between
diet, gender, income, and disease duration should be
assessed in later studies with appropriate designs.

Study limitations include its monocentric and non-
randomized design, including only a population of patients
from a public institution, and the evaluation through the
FFQ, which is memory-dependent.

The multidisciplinary care of patients with psoriasis
allows a broader assistance aimed at reducing comorbidities
along with the clinical treatment. The results of this study
support the need for a specific nutritional care for psoriasis,
aiming at possible improvement in disease activity and the
reduction of risks arising from chronic inflammatory status
and comorbidities.

Conclusion

Two dietary patterns were identified in a sample of patients
with psoriasis at a public healthcare institution. The preva-
lence of obesity and MS was significantly higher in this
population than in the adult Brazilian population. Adherence
to a fresh diet was associated with lower MS indicators.

Financial support

None declared.

Authors’ contributions

Tatiana Cristina Figueira Polo: Statistical analysis; approval
of the final version of the manuscript; conception and plan-
ning of the study; elaboration and writing of the manuscript;
obtaining, analyzing, and interpreting the data; effective
participation in research orientation; intellectual participa-
tion in propaedeutic and/or therapeutic conduct of studied
cases; critical review of the literature; critical review of the
manuscript.

José Eduardo Corrente: Statistical analysis; obtaining,
analyzing, and interpreting the data; critical review of the
manuscript.

Luciane Donida Bartoli Miot: Approval of the final ver-
sion of the manuscript; conception and planning of the
study; elaboration and writing of the manuscript; obtaining,
analyzing, and interpreting the data; intellectual participa-
tion in propaedeutic and/or therapeutic conduct of studied
cases; critical review of the manuscript.

Silvia Justina Papini: Approval of the final version of
the manuscript; conception and planning of the study;
obtaining, analyzing, and interpreting the data; effective
participation in research orientation; critical review of the
manuscript.

Hélio Amante Miot: Statistical analysis; approval of the
final version of the manuscript; conception and planning
of the study; elaboration and writing of the manuscript;
obtaining, analyzing, and interpreting the data; effective
participation in research orientation; intellectual participa-
tion in propaedeutic and/or therapeutic conduct of studied
cases; critical review of the literature; critical review of the
manuscript.

Conflicts of interest

None declared.

References

1. Souza CS, de Castro CCS, Carneiro FRO, Pinto JMN, Fabricio
LHZ, Azulay-Abulafia L, et al. Metabolic syndrome and psori-
atic arthritis among patients with psoriasis vulgaris: quality of
life and prevalence. J Dermatol. 2019;46:3-10.

2. Mil&i¢ D, JankoviE S, Vesi¢ S, Milinkovié M, Marinkovic J, Cirkovié
A, et al. Prevalence of metabolic syndrome in patients with pso-
riasis: a hospital-based cross-sectional study. An Bras Dermatol.
2017;92:46-51.

3. Romiti R, Amone M, Menter A, Miot HA. Prevalence of psoriasis in
Brazil - a geographical survey. Int J Dermatol. 2017;56:e167-8.

4. DiBonaventura M, Carvalho AVE, Souza CDS, Squiassi HB, Fer-
reira CN. The association between psoriasis and health-related
quality of life, work productivity, and healthcare resource use
in Brazil. An Bras Dermatol. 2018;93:197-204.

5. Kunz M, Simon JC, Saalbach A, Psoriasis:. Obesity and fatty
acids. Front Immunol. 2019;10:1807.

6. Carrascosa JM, Rocamora V, Fernandez-Torres RM, Jimenez-
Puya R, Moreno JC, Coll-Puigserver N, et al. Obesidad y
psoriasis: naturaleza inflamatoria de la obesidad, relacion entre
psoriasis y obesidad e implicaciones terapéuticas. Actas Der-
moifiliogr. 2014;105:31-44.

7. Jensen P, Skov L. Psoriasis and obesity. Dermatology.
2016;232:633-9.

8. Flegal KM, Kruszon-Moran D, Carroll MD, Fryar CD, Ogden CL.
Trends in obesity among adults in the United States, 2005 to
2014. JAMA. 2016;315:2284-91.

9. Madden SK, Flanagan KL, Jones G. How lifestyle factors and
their associated pathogenetic mechanisms impact psoriasis.
Clin Nutr. 2019;2:171.

10. Alotaibi HA. Effects of weight loss on psoriasis: a review of
clinical trials. Cureus. 2018;10:e3491.

11. Zuccotti E, Oliveri M, Girometta C, Ratto D, Di lorio C,
Occhinegro A, et al. Nutritional strategies for psoriasis: current
scientific evidence in clinical trials. Eur Rev Med Pharmacol Sci.
2018;23:8537-51.

12. Aquino EM, Barreto SM, Bensenor IM, Carvalho MS, Chor
D, Duncan BB, et al. Brazilian Longitudinal Study of Adult
Health (ELSA-Brazil): objectives and design. Am J Epidemiol.
2012;4:315-24.

13. World Health Organization Expert Committee. Physical status:
the use and interpretation of anthropometry: report of a WHO
Expert Committee. WHO Tech Rep Ser. 1995;854:1-452.

14. Alberti KG, Eckel RH, Grundy SM, Zimmet PZ, Cleeman JI,
Donato KA, et al. Harmonizing the Metabolic Syndrome: A Joint
Interim Statement of the International Diabetes Federation

26



458

Polo TCF et al.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

28.

29.

30.

Task Force on Epidemiology and Prevention; National Heart
Lung, and Blood Institute; American Heart Association; World
Heart Federation; International Atherosclerosis Society; and
International Association for the Study of Obesity. Circulation.
2009;120:1640-5.

Harari M, Shani J, Hristakieva E, Stanimirovic A, Seidl W, Burdo
A. Clinical evaluation of a more rapid and sensitive Psoria-
sis Assessment Severity Score (PASS), and its comparison with
the classic method of Psoriasis Area and Severity Index (PASI),
before and after climatotherapy at the Dead-Sea. Int J Derma-
tol. 2000;39:913-8.

Korman NJ, Zhao Y, Pike J, Roberts J. Relationship between
psoriasis severity, clinical symptoms, quality of life and work
productivity among patients in the USA. Clin Exp Dermatol.
2016;41:514-21.

National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel
on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Choles-
terol in Adults (Adult Treatment Panel Ill). Third Report of the
National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on
Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol
in Adults (Adult Treatment Panel Ill) Final Report. Circulation.
2002;106:3143-421.

Miot HA. Assessing normality of data in clinical and experimental
trials. J Vasc Bras. 2017;16:88-91.

Figueiredo Filho DB, Silva Jinior JA. Visao além do alcance: uma
introducao a analise fatorial. Opiniao Publica. 2010;16:160-85.
Norman GR, Streiner DL. Biostatistics: the bare essentials. 4th
ed. Connecticut: People’s Medical Publishing House; 2014.
Sourial N, Wolfson C, Zhu B, Quail J, Fletcher J, Karunananthan
S, et al. Correspondence analysis is a useful tool to uncover
the relationships among categorical variables. J Clin Epidemiol.
2010;63:638-46.

Miot HA. Tamanho da amostra em estudos clinicos e experimen-
tais. J Vasc Bras. 2011;10:275-8.

Fabiani R, Naldini G, Chiavarini M. Dietary patterns and
metabolic syndrome in adult subjects: a systematic review and
meta-analysis. Nutrients. 2019;11:E2056.

Mattei J, Malik V, Wedick NM, Hu FB, Spiegelman D, Willett
WC, et al. Reducing the global burden of type 2 diabetes by
improving the quality of staple foods: The Global Nutrition and
Epidemiologic Transition Initiative. Global Health. 2015;11:23.
Popkin BM, Reardon T. Obesity and the food system transforma-
tion in Latin America. Obes Rev. 2018;19:1028-64.

IBGE. Pesquisa de Orcamentos Familiares 2008-2009 - Despesas,
Rendimentos e Condi¢des de Vida. Rio de Janeiro: IBGE; 2010.

. Hassannejad R, Kazemi |, Sadeghi M, Mohammadifard N,

Roohafza H, Sarrafzadegan N, et al. Longitudinal association of
metabolic syndrome and dietary patterns: a 13-year prospec-
tive population-based cohort study. Nutr Metab Cardiovasc Dis.
2018;4:352-60.

Bray GA, Heisel WE, Afshin A, Jensen MD, Dietz WH, Long M,
et al. The science of obesity management: an endocrine society
scientific statement. Endocr Rev. 2018;2:79-132.

Martin A, Booth JN, Laird Y, Sproule J, Reilly JJ, Saunders
DH. Physical activity, diet and other behavioural interventions
for improving cognition and school achievement in children
and adolescents with obesity or overweight Cochrane Develop-
mental, Psychosocial and Learning Problems Group. Cochrane
Database Syst Rev. 2018;2018:CD009728.

Jensen P, Christensen R, Zachariae C, Geiker NR, Schaadt BK,
Stender S, et al. Long-term effects of weight reduction on the
severity of psoriasis in a cohort derived from a randomized trial:
a prospective observational follow-up study. Am J Clin Nutr.
2016;104:259-65.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

41.

42.

43.

45.

Yousefzadeh H, Mahmoudi M, Banihashemi M, Rastin M, Azad
FJ. Investigation of dietary supplements prevalence as com-
plementary therapy: comparison between hospitalized psoriasis
patients and non-psoriasis patients, correlation with dis-
ease severity and quality of life. Complement Ther Med.
2017;33:65-71.

Rucevic 1, Perl A, Barisi¢-Drusko V, Adam-Perl M. The role of the
low energy diet in psoriasis vulgaris treatment. Coll Antropol.
2003;27 Suppl. 1:41-8.

Gisondi P, Del Giglio M, Di Francesco V, Zamboni M, Girolomoni
G. Weight loss improves the response of obese patients
with moderate-to-severe chronic plaque psoriasis to low-dose
cyclosporine therapy: a randomized, controlled, investigator-
blinded clinical trial. Am J Clin Nutr. 2008;88:1242-7.

Jensen P, Zachariae C, Christensen R, Geiker NR, Schaadt BK,
Stender S, et al. Effect of weight loss on the severity of pso-
riasis: a randomized clinical study. JAMA Dermatol. 2013;7:
795-801.

Skoldstam L, Hagfors L, Johansson G. An experimental study of
a Mediterranean diet intervention for patients with rheumatoid
arthritis. Ann Rheum Dis. 2003;62:208-14.

Brown AC, Hairfield M, Richards DG, McMillin DL, Mein EA, Nel-
son CD. Medical nutrition therapy as a potential complementary
treatment for psoriasis - five case reports. Altern Med Rev.
2004;3:297-307.

Chaparro MP, Pina MF, de Oliveira Cardoso L, Santos SM, Bar-
reto SM, Giatti Gongalves L, et al. The association between
the neighbourhood social environment and obesity in Brazil:
a cross-sectional analysis of the ELSA-Brasil study. BMJ Open.
2019;9:e016800.

Malta DC, Silva AG, Tonaco LAB, Freitas MIF, Velasquez-Melendez
G. Time trends in morbid obesity prevalence in the Brazil-
ian adult population from 2006 to 2017. Cad Salde Publica.
2019;35:223-518.

Martins-Silva T, Vaz JS, de Mola CL, Assuncao MCF, Tovo-
Rodrigues L. Prevalence of obesity in rural and urban areas
in Brazil: National Health Survey, 2013. Rev Bras Epidemiol.
2019;22:190049.

. Mahil SK, McSweeney SM, Kloczko E, McGowan B, Barker JN,

Smith CH. Does weight loss reduce the severity and incidence
of psoriasis or psoriatic arthritis? A critically appraised topic. Br
J Dermatol. 2019;181:946-53.

Eder L, Widdifield J, Rosen CF, Cook R, Lee KA, Alhusayen R,
et al. Trends in the prevalence and incidence of psoriasis and
psoriatic arthritis in Ontario, Canada: a population-based study.
Arthritis Care Res (Honoken). 2019;71:1084-91.

Ferrandiz C, Carrascosa JM, Toro M. Prevalence of psoria-
sis in Spain in the age of biologics. Actas Dermosifiliogr.
2014;5:504-9.

Rastmanesh R. Psoriasis and vegetarian diets: a role for cortisol
and potassium? Med Hypotheses. 2009;3:368.

. Unger AL, Torres-Gonzalez M, Kraft J. Dairy fat consumption and

the risk of metabolic syndrome: an examination of the saturated
fatty acids in dairy. Nutrients. 2019;12, pii:E2200.

Medawar E, Huhn S, Villringer A, Witte Av. The effects of plant-
based diets on the body and the brain: a systematic review.
Transl Psychiatry. 2019;1:226.

. Chi CC, Ko SH, Yeh ML, Wang SH, Tsai YS, Hsu MY. Lifestyle

changes for treating psoriasis. Cochrane Database Syst Rev.
2015;11:CD011972.

. Zmora N, Suez J, Elinav E. You are what you eat: diet,

health and the gut microbiota. Nat Rev Gastroenterol Hepatol.
2019;16:35-56.

27



Artigo Cientifico 11

Characterization of the intestinal microbiome in

eutrophic, obese omnivores, and vegetarians

28



Nutrire (2022) 47:2
https//doi.org/10.1186/541110-021-00153-5

RESEARCH

I

Characterization of the intestinal microbiome in eutrophic, obese
omnivores, and vegetarians

Tatiana Cristina Figueira Polo" © - Mariana Righetto de Ré Lai' - Hélio Amante Miot'®

Received: 13 September 2021 / Accepted: 23 December 2021
© The Author(s), under exclusive licence to Springer Nature Switzerland AG 2022

Abstract

Purpose To characterize the intestinal microbiome (IM) of omnivores (obese or eutrophic) and vegetarians and correlate
them with their nutritional profile in a Brazilian adult male sample.

Method Cross-sectional study involving 21 adult males: eutrophic omnivores (EuOn), obese omnivores (ObOn), and
eutrophic vegetarians (EuVeg). Demographic, anthropometric, and dietary data were assessed. The characterization of IM
was carried out using stool samples (fecal microbiome ) and subsequent metagenomic analysis (16S amplicon).

Results EuVeg had a higher fiber intake and more daily meals than the other groups, however, caloric, protein, and carbohy-
drate intake was higher among obese individuals. ObOn showed the lowest ecologic richness index; in addition to a greater
Firmicute/Bacteroidetes ratio. Two profiles of intestinal microbioma were identified that allowed the characterization of
the groups. EuOn were mainly represented by the Christensenellaceae family and the Faecalibacterium prausnitzii species.
EuVeg were represented by the Coriobacteriaceae family, and the Prevotella copri species. ObOn were represented by the
Enterobacteriaceae family and by the Blautia producta species.

Conclusion Omnivorous (obese and eutrophic) and vegetarian men presented different patterns of IM according to the
ecologic diversity and the ratio of Firmicutes/Bacteroidetes phyla. The patterns of IM were correlated with the nutrient
composition of the diet, substantiating dietetic interventions for the modulation of IM.

Keywords Gastrointestinal microbiome - Diet - Vegetarian diet - Western diet - Obesity - Microbiota

Introduction

The microbiome is characterized as the collection of all
microorganisms and their genetic load in a particular envi-
ronment (e.g., skin or gut) that can interact with their host.
Currently, the human IM is the most studied, particularly
because it is strongly related to the metabolism of carbo-
hydrates, fatty acids, lipopolysaccharides, and bile acids,
additionally, it participates in the modulation of systemic
inflammation. [1]
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IM consists of an unstable flora that varies according to
several factors, such as sex, type of delivery, breastfeeding,
age, diet, lifestyle (smoking, alcohol consumption, stress,
and skeep profilke), hygiene, antimicrobial therapy, physical
exercise practice, geographic location, and some diseases.
121

The imbalance of bacterial populations is called dys-
biosis, which is the target of intense research related to the
development of various disorders such as intestinal diseases
(Crohn’s disease, celiac disease, irritable bowel syndrome,
and pseudomembranous colitis), cardiometabolic diseases
(metabolic syndrome, diabetes, and obesity), psychiatric
disorders (depression, anxiety, and autism), dermatologi-
cal conditions (atopic dermatitis and psoriasis), and auto-
immune diseases (rheumatoid arthritis and systemic lupus
erythematosus). Despite the simplicity of the phylogenetic
characterization of individual IM (e.g., each species), it does
not provide deep information on functional repertoires, an
ecologic approach is accepted as more informative. [3-5]
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Bacterial cells are unequally distributed along the length
of the gastrointestinal tract and, the number of bacteria can
vary in different compartments: 10 to 103 bacteria/g in the
stomach and duodenal contents, 104 to 107 bacteria/g in the
small intestine, and 1.011 to 1.012 bacteria/g in the large
intestine, the most studied compartment. The proportion
of the most abundant large intestinal phyla: Firmicutes and
Bacteoridetes (F/B), is associated with nutrient absorption
and with the metabolism of carbohydrates and lipids. [6]
From a metabolic point of view, the higher F/B ratio charac-
terizes a variation in the population of bacteria that metabo-
lize L-carnitine to trimethylamine N-oxide (TMAO), a pro-
atherogenic metabolite that alters the turnover of cholesterol
and stimulates macrophage activity. [7]

The F/B ratio also influences the metabolism of carbohy-
drates, leading to an excess of energy to the host and altera-
tion in the production of medium-chain (MCFA) and short-
chain (SCFA) fatty acids. A greater F/B ratio is associated
with the increase of intestinal synthesis acetate and reducing
butyrate, which promotes insulin resistance and ghrelin pro-
duction (increasing hunger). Thus, intestinal dysbiosis can
act simultaneously as a cause and consequence of obesity
and related diseases. [8, 9]

Diet can modulate the IM composition. The excess of
saturated fat and low fiber consumption leads to the reduced
intestinal synthesis of MCFA and butyrate. Moreover,
it increases the production of acetate, leading to impair-
ment of the integrity of the intestinal permeability. This is
explained by the activation of mast cells in the intestinal
mucosa, which implies the secretion of inflammatory media-
tors (TNF-a, IL- 1B, IL-4, and IL-13), favoring the translo-
cation of lipopolysaccharide (LPS) through the intestinal
wall. [10, 11] High concentrations of LPS were associated
with a high-fat diet, and it can also trigger chronic subclini-
cal inflammation. [12, 13]

Animal source proteins, saturated fats, sugars, and
sodium predominates on the Western diet affect the
composition of IM. Characteristically, Bacteroides and
Clostridia/Ruminococcus are prevalent in the IM from indi-
viduals under animal protein-rich diets. Nevertheless, nondi-
gestible fibers are the main modulating factor of IM, which
are associated with an increase in the diversity of bacteria
that can carry out the fermentation process of dietary fibers,
such as Prevotella and Lachnospira. This pattern regularizes
the production of butyrate, propionate, and acetate. These
bacteria are directly linked to the regulation of hormones
responsible for appetite control, epithelial cell proliferation,
and intestinal permeability. [14-17]

Instead, vegetarians consume plant-based proteins, lead-
ing to lower ingestion of vitamin B 12, sodium, iron, and
cholesterol. However, it is rich in fiber, bioactive com-
pounds, potassium, magnesium, ascorbic, and folic acids.
Thus, vegetarians, vegans, and ovolactovegetarians have
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reduced TMAO levels, which may be a consequence of a
different IM composition. [18-20]

Studies that investigate IM in vegetarians and omnivores
with a Western diet are scarce. In Brazil, the IM of vegetar-
ians has not been characterized yet, nor have their character-
istics been compared with omnivores (eutrophic and obese).
This investigation aimed to characterize the IM of omnivo-
rous Brazilian adult males (obese or eutrophic) and compare
them with vegetarians. In addition, to correlate aspects of
the intestinal microbiome with their dietarythe participants
resulted in the identificationof profile (Fig. 1).

Methods

The present study has a cross-sectional design, involving
21 nonsmokers males (18-65 years): 7 eutrophic omnivores
(EuOn), 7 obese omnivores (ObOn), and 7 eutrophic veg-
etarians (EuVeg), who had not changed their diet on the
last 3 months, neither used antibiotics, laxatives, or anti-
inflammatory drugs, nor report bowel changes in the last
week. Women were not included to homogenize the sample.

The study was approved by the Ethics Committee for
Research on Human Beings of the Faculdade de Medicina
de Botucatu - FMB/UNESP (no. 3.743.366), and all indi-
viduals signed the informed consent form.

The research was conducted at the Dermatology outpa-
tient clinic of the Faculdade de Medicina de Botucatu from
March 2020 to February 2021. The sample was originated
from the residents of Botucatu-SP, recruited from the der-
matological clinic.

Demographic, socioeconomic, and dietary data were
obtained through personal interviews: the anthropometric
and dietary assessments were carried out by nutritionists.

Dietary assessment was obtained using the 24-h recall
(24hR), with a detailed report on food consumption in the
last 24 h, regarding data on types of food, beverages on size,
portions, or volume. Subsequently, the data were trans-
formed into grams of energy, macronutrients, and micronu-
trients by the NDSR (Nutritional Data System for Research)
software. [21]

The composition and diversity of the IM were estimated
based on the fecal microbiome of the participants. Stool
samples were collected to obtain the genetic material and
subsequent analysis of them. The individuals were instructed
to carry out the collection of the first evacuation of the day
in a specific tube at their residence. After the collection, the
stool samples were delivered to the responsible researcher
and transported refrigerated (dry ice:—28 °C) to the Bio-
technology Research and Innovation Laboratory (BPI, Botu-
catu-SP), where they were stored in a freezer— 80 °C until
the moment of DNA extraction and further analysis.
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Fig.1 Cladogram with the main species and phyla (Firmicutes and Bacteroidetes) identified in the intestinal microbiome of the sample (base:
NCBI: https//www.ncbi.nim.nih.gowTaxonomyAC ommonT ree/wwwcmt.cgi)

To extract the genetic material, 1 g aliquots and the
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep kit (Zymo Research)
were used according to the protocol described by the manu-
facturer. Subsequently, the material was subjected to quality
testing through fluorescence quantification using the Qubit®
3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) equipment.

For the amplification reactions of the 16S region, trip-
licate samples were performed, with a final volume of 20
pL, containing 10 pL of GoTaq® Colorless Master Mix
2x (Promega, USL), 0.3 pM of forwarding oligonucleotide,

and 0.3 pM of oligonucleotide reverse, 3 pL of genomic
DNA, and sufficient sterile ultrapure water to make up to 20
pL. Amplification reactions were conducted in a Veriti™
Thermal Cycler (Applied Biosystems) thermocycler.

After the amplification reaction of each sample, the
proof of amplification was through electrophoresis in
a 2% agarose gel stained with Gel Red (Uniscience),
approximately 300 bp (amplicon size). PCRs were sub-
mitted for purification steps using A gencourt AMPure XP
magnetic bead (Beckman Coulter) for removal of very
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small fragments from the total population of molecules
and primers and reaction debris. After this step, the quan-
tification was performed using the real-time PCR meth-
odology using QuantStudio 3 Real-Time thermocycler
(Applied Biosystems) and KAPA-KK4824 Kit (Library
Quantification Kit, Illumina/Universal), all according to
the manufacturers protocol.

Anequimolar pool of DNA was generated by normalizing
all samples to 3 nM for sequencing, which was conducted
using the next-generation Illumina MiSeq sequencing sys-
tem (Illumina® Sequencing) and MiSeq Reagent Kit V2 kit
Nano 300 cycles— 2x 150 bp reading.

The Greengenes database 13_8 99% OTUs from
515F/806R region of sequences was used to identify the
taxon sequences and only sequences with more than 97% of
analogy (reliability) were considered. [22]

The main variables of the study are the diversity of the
intestinal flora identified in each microbiome evaluated by
the diversity indices (Hill) according to each category of
taxonomic unit (UTN) and the proportion between the F/B
phyla between the groups. [23] Variables were evaluated
according to diet, age, food intake pattern, n, and body mass
index.

Qualitative variables were represented by percentages,
and the quantitative variables were represented as means
and standard deviations. The normality of the samples was
assessed using the Shapiro-Wilk test. [24] The quantifi-
cation of the relative abundances of UTN was compared
between groups by generalized linear models and adjusted
for the age of the participants. The models were adapted
to the most appropriate probability distributions for each
sample (e.g., gamma), and the correction for multiple com-
parisons was performed using the Sidik procedure. [25]
Significance was set as p-value <0.05.

The relative abundance of UTN in the samples was
explored from their components, which were extracted by
the PLS (partial least squares) method. Data were scaled by
their standard deviations. [26, 27]

The loadings of PLS components were correlated with
clinical, demographic, and dietary elements by Spearman’s
correlation test. [28]

The data were tabulated in MS Excel 2010 and analyzed
using IBM SPSS 25v and Statistica 10v software. [29]

Results

The main demographic and dietary data are shown in
Table 1. The number of meals and fiber intake was higher
in EuVeg, while the total intake of energy, protein, and car-
bohydrates was higher in ObOn.

The IM analysis of the participants resulied in the identi-
fication of 1376 taxonomic units (UTN) (Figure 3 and Sup-
plementary Table 4).

The IM diversity of the participants was estimated by
the relative abundance of the groups, the Hill diversity indi-
ces (wealth, Shannon, and Simpson), and the relationship
between the F/B phyla (Table 2). The ObOn group had the
lowest diversity index and a higher F/B ratio than the EuOn
group.

Three PLS components accounted for up to 93.5% of
group variance. Figure 2 shows the projection of cases
according to the load of the components. Loads of EuOn
components were higher than ObOn and EuVeg for PLSI
(p<0.05); EuVeg loads were higher than ObOn for PLS2
(p<0.01).

The UTN that carried the largest components of
PLS1 (EuOn) were the families Mogibacteriaceae,

:::hgmp;'zh;ms Eutrophic omnivorous Obese omnivor Eutrophic vegetarian
(n=21) Age (years)* 397 (14.1) 421(9.5) 254 (2.5pF
BMI (kg/m?)* 234(1.2) 389 (6.5 243(2.6)
No. of meals/day* 52(0.8 29(0.7) 6.1 0.7
Total energy (kcal)® 2775.1 (9.4 4943.6 (946.1) 23143 (129.1)F
Carbohydrates (g)* 385.4(328) 693.6 (134.9/% 362.2(22.8)
Carbohydrates (%)* 555(4.2) 563(49) 622 (1.9
Prokins (2)* 143.5(15.1) 2543 (T1.5/F 584 (21.6)°
Prokeins (%)* 20.6 (2.6) 204(3.2) 10 3.8
Fats (g)* 73.9(19.7) 128.6 (47 6/F 72(9.7)
Fats (%)* 23.9(60) B3(7.2) 718(3.2)
Fibers (2)* 29.1 (3.6 13.1(47) 424 (7.1)p=
Sugar (2)* 50.2(14.1) 2693 (44.47F 8.3 (787)

*Mean (standard deviation); p<0.05, eutrophic versus omnivorous obese omnivor; ®p<0.05, eutrophic
versus omnivorous eutrophic vegetarian; “p<0.05, obese versus omnivorous eutrophic vegetarian; BM/,
body mass index; keal, kilocalories; g, grams; %, percentage of intake.
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Table 2 Diversity indices (mean

Eutrophic omnivorous Obese omnivore

Eutrophic vegetarian p-value*

and standard deviation) between

groups (n=21) Relative abundance 66.622 (12.370) STA09(11.822) 63744 (13.691) 0.180
Hill’s diversity
4=0 (Richness) 168.86 (56.45) 113.57 (3552 13657 (21.14) 0.005
g=1 (Shannon) 44.40 (19.07) 31.50(1562)  33.59(15.18) 0.161
g=13 (Simpson) 14.20 (6.45) 12.63 (7.35) 11.83(7.29) 0824
Firmicutes/'Bacteroidetes 195 (0.46) 17.89 2118 647 (13.11) 0.019

*p-value adjusted for age. % <0.05, eutrophic versus omnivorous obese omnivore; ®p<0.05, eutrophic
versus omnivorous eutrophic vegetarian; “p <0.05, obese versus omnivorous eutrophic vegetarian.

Fig.2 Loads of participants
according to the three PLS
components (n=21) »

I

PLS1 (37.6%)

v

&.2"5_.” =3

Ruminococcaceae, Christensenellaceae, the genera Butyrici-
monas Sp., Oscillospira sp., and the order Clostridiales.

The largest loads of the PLS2 component (EuVeg) were
the Coriobacteriaceae family, the genera Desulfovibrio sp.,
Paraprevotella sp., the order Clostridiales, and the species
Ruminococcus callidus, Ruminococcus flavefaciens, Prevo-
tella copri, and Eubacterium cylindroides.

The smallest loads of the PLS2 component (ObOn) were
the family, Enterobacteriaceae and the genera Rumminococ-
cus sp., Coprococcus sp., Holdemania sp., beyond species
Ruminococcus torques and Blautia producta.

The correlations of the demographic and dietary data
with the component loads were significant only for PLS1 and
PLS2 (Tablke 3). There were positive correlations between
PLS2 with the number of meals and fiber intake; and nega-
tive with protein and carbohydrate consumption, as well
negative correlations between PLS1 and BML

Discussion

In this study, omnivorous eutrophics, omnivorous obese, and
vegetarian eutrophics differed in alimentary aspects and also
in the characterization of IM. Especially a lower IM diver-
sity and a higher F/B ratio were identified in omnivorous
obese compared to the omnivorous eutrophic. Diversity is
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Table 3 Cormelation coefficient (rho) between the main demographic
and dietary data of the participants, with the main component loads
(n=21)

PLSI PLS2 PLS3
Age (years) -003 —0.57* -024
BMI (kg/m?) —072* —0.59* -041
No. of meal¥/dia 0.40 0.86* 0.25
Energy intake (kcal) -032 —0.90* -0.27
Carbohydrates (g) —0.51* —0.71* -0.50
Carbohydrates (%) -021 0.54* -0.17
Proteins (g) -0.19 —0.84* -039
Proteins (%) 0.17 —0.61* -0.29
Fats (g) —046* —0.54* 002
Fats (%) -001 021 032
Fibers (g) 030 092* 033
Sugar (2) —0A8* —0.64* —046*
BM I, body mass index.

*p<0.05.

crucial to a healthy gut microbiome, accounting for mul-
tiple microorganisms capable of performing similar func-
tions. [30] Actually, the microbial composition highly differs
among healthy individuals, however, the greater microbial
diversity shows a preventive effect on long-term weight
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gain, and most studies have noted that the ratio of Firmi-
cutes to Bacteroidetes is significantly higher in obese sub-
jects. [31-35] Furthermore, there are positive correlations
between an increased amount of Bacteroidetes in stools and
low weight, as well as between Firmicutes and the develop-
ment of obesity. [36]

The gut microbiota plays a major role in energy metabo-
lism through the production of SCFAs that are produced
by colonic fermentation involving anaerobic catabolism of
dietary fiber, protein, and resistant starch. In other words,
microbial waste products produced by IM contribute to the
balance of gut homeostasis. SCFAs, specifically acetate, pro-
pionate, and butyrate, can impact human metabolism. The
favorable effects of metabolic of these products have been
observed on body weight, insulin sensitivity, and glucose
balance. [37-40]

The greater diversity of IM is involved in the strength-
ening of the intestinal barrier, reducing inflammation, and
has a positive effect on lipid metabolism. [41] Furthermore,
SCFAs contribute to regulating satiety and reducing appe-
tite. [42] Especially, butyrate production is a key mecha-
nism by which gut microbes contribute to the maintenance
of gut homeostasis and protect against dysbiosis, however,
the overproduction of acetate leads to an influx of substances
into the bloodstream, providing chronic inflammatory and
immunological alterations, both locally and systemic. [43,
44]

The lower ecological diversity in the IM of obese individ-
uals was evidenced in different population groups, the lower
richness and diversity of species reveals intestinal dysbiosis
and, consequently, can be a factor for increased permeability
and the other consequences mentioned above. [45]

In this study, it was observed that the vegetarians had
the habit of having more number daily meals, ingesting a
higher amount of fiber, but smallest values of total energy
and protein compared to the other groups. Foods consumed
in natura are sources of soluble fiber present in vegetables,
fruits, vegetables, cereals, and pulses, characteristic that rep-
resents most of the dietary routine of those adept at ve getari-
anism. [46] The “Mediterranean” and vegetarian diets, that
is, with a greater demand for fresh foods (abundant fruits,
vegetables, olive oil, and oily fish) are known for their anti-
inflammatory effects that can prevent dysbiosis and subse-
quent intestinal disease. [47]

On the other hand, obese people had a higher total intake
of carbohydrates, fats, and proteins. These elements consti-
tute a dietary pattern of a Western diet, low in fresh foods
and nutrients, important to maintain a healthy microbiome.
The increased consumption of industrialized products might
promote the development of diseases and weight gain. [48]

Among the groups that characterized EuOn, Chris-
tensenellaceae is a family recently described in the Firmi-
cutes phylum. In different populations studied, its relative

€ springer

abundance in human IM is inversely related to BMI. Fur-
thermore, it is negatively associated with the development
of inflammatory bowel disease. [49]

Faecalibacterium prausnitzii was also more abundant
among EuOn. This species is considered one of the main
producers of butyrate, obtained through fiber fermentation
that has a crucial role in intestinal health and the well-being
of the host by strengthening the intestinal barrier. [S0]

Plant-based diets appear to promote the development of
more diverse and stable microbial systems. Among the bac-
terial groups that characterized the EuVeg, it was possible to
identify the Coriobacteriaceae family. In an animal model
that followed kale supplementation, there was an increase
of this family in the intestine. These bacteria play important
roles, such as the conversion of bile salts, steroids, and acti-
vation of dietary polyphenols, besides being fundamentals
on the production of menaquinone-6 homologs of vitamin
K.[51]

The Prevotella copri species were also more abundant
in EuVeg, corroborating recent findings of this species in
association with a diet rich in plant polysaccharides. [52, 53]

In ObOn, the Blautia producta is associated with the
release of pro-inflammatory cytokines (T NFa, interleukins
(IL) 1, 2, 6, and 7), being more abundant in patients with
insulin resistance. [54, 55]. Interestingly, there was a reduc-
tion in this gender after the intervention of physical exercise
in obese, prediabetic, and sedentary individuals, also pro-
moting a balance of endotoxemia. [56]

It is important to emphasize that the genus Blautia was
associated with the accumulation of visceral fat, regardless
of sex in adults. The accumulation of visceral fat located
around the abdominal organs such as the liver, stomach,
gallbladder, intestines, kidneys is strongly associated with
the development of diseases such as myocardial infarction,
hormonal disorders, cancer, and mortality. [57]

Despite the association between IM and cardiovascular
diseases, there are still few studies about the influence of
the exact composition or the functional capacity of IM con-
cerning these diseases. A study with stool metagenome of
218 individuals with atherosclerotic cardiovascular disease
identified an increase in the abundance of the genus Strepto-
coccus and the Enterobacteriaceae family compared to 187
healthy controls. [58]

The profiles of IM of our sample allowed us to charac-
terize the groups, and they were also correlated with the
nutritional dietary composition of the participants, like
carbohydrates, fat, protein, and fibers. The strongest cor-
relations were observed in fiber consumption, protein, and
energy intake. Further prospective investigations should be
performed to prove dietary intervention modifying IM and
clinical parameters in this population.

This study has limitations, mostly related to modest
sampling, which did not prevent the identification of IM
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patterns between groups. In addition, the common origin
in terms of population group and geographic location
maximizes the homogeneity of the groups. Another aspect
refers to the sampling of the fecal microbiome, which con-
sists of the transitory flora of the colon, in contrast to the
permanent flora, that is linked to the epithelium, which
is less subject to variation. However, this investigation
requires an endoscopic procedure for sampling. Moreover,
most of the studies on IM are based on the fecal microbi-
ome. [59-63]

Furthermore, detailed research of the processed food
ingestion (e.g.. NOVA classification) should be performed
using a food frequency questionnaire (FFQ) to infer the role
of different food, instead of their nutrient composition, in
the IM.

Conclusion

Omnivorous (obese and eutrophic) and vegetarian males
presented different patterns of IM according to the ecologic
diversity and the proportion of F/B phyla. The patterns of
IM were correlated with the nutrient composition of the diet,
substantiating dietetic interventions for the modulation of
IM.

List of Abbreviations SCFA: Short chain fatty acid; AGCM: Medium
chain fatty acid; BMI: Body mass index ; EuOn: Eutrophic omnivores;
EuVeg: Eutrophic vegetarians; F/B: Firmicutes and Baceroidetes;
FFQ: Food frequency questionnaire; IM: Intestinal microbiome;
IR: Insulin resistance; LPS: Lipopolysaccharide; NDSR: Nutritional
data system or research; ObOn: Obese omnivores; TMAO: Trimethyl-
amine N-oxide; UTN: Taxonomic unit
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Resumo

FUNDAMENTOS: Psoriase ¢ doenca inflamatéria cronica, associada a inflamagao
sistémica e comorbidades. Alteragdes na composicdo do microbioma intestinal sdo
envolvidas na patogénese de doengas inflamatoérias e sindrome metabolica. Caracterizar
o microbioma intestinal de pacientes com psoriase pode ser relevante no entendimento de
seu curso clinico e na prevengao de comorbidades.

OBJETIVO: Caracterizacio do microbioma intestinal de homens com psoriase em
compara¢do com controles (sem psoriase) onivoros e vegetarianos.

METODO: Estudo transversal envolvendo 42 homens adultos: 21 onivoros com
psoriase; e controles: 14 onivoros e 7 vegetarianos. A caracterizacdo do microbioma
intestinal foi realizada por analise metagendmica. Avaliaram-se os niveis séricos da
proteina ligadora de lipopolissacarideo (LPB) e proteina C reativa (PCR).
RESULTADOS: Os grupos diferiram entre si quanto a aspectos nutricionais e do
microbioma, individuos com psoriase apresentaram maior consumo de proteinas, e menor
de fibras. Niveis de LPB, PCR e a relagdo Firmicutes/Bacteroidetes foi maior no grupo
com psoriase que no grupo vegetariano (p<0,05). Os géneros Prevotella, Mogibacterium,
Dorea, Bifidobacterium e Coprococcus, diferiram no grupo com psoriase em comparacao
com vegetarianos, ja os géneros Mogibacterium, Collinsella e Desulfovibrio, diferiram
dos onivoros. Identificou-se um padrdo de microbioma ligado a psoriase (plsPSO) que se
associou a maiores niveis de LPB (rho=0,39; p=0,02), e menor ingesta de fibras dietéticas
(rho=-0,71; p<0,01).

LIMITACOES: Avaliaram-se apenas homens adultos.

CONCLUSAO: Houve diferenca no microbioma intestinal de homens adultos com
psoriase, em relagdo a onivoros e vegetarianos saudaveis. O padrdo de microbioma
encontrado correlacionou-se com a ingesta de fibras alimentares, € com os niveis séricos

de LPB.

Palavras-chave: Microbioma gastrointestinal, Dieta, Dieta vegetariana, Dieta Ocidental,

Obesidade, Microbiota, Psoriase.
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Abstract

BACKGROUND: Psoriasis is a chronic inflammatory disease associated with systemic
diseases and comorbidities. Changes in the composition of the gut microbiome are
involved in the pathogenesis of inflammatory and metabolic diseases. Characterizing the
gut microbiome in patients with psoriasis may be relevant to understanding clinical course
and preventing comorbidities.

OBJECTIVE: Characterization of the gut microbiome of men with psoriasis compared
with omnivorous and vegetarian (non-psoriasis) controls.

METHOD: Cross-sectional study involving 42 adult men: 21 omnivores with psoriasis;
and controls: 14 omnivores and 7 vegetarians. The characterization of the gut microbiome
was performed by metagenomic analysis. Serum levels of lipopolysaccharide binding
protein (LPB) and C-reactive protein (CRP) were evaluated.

RESULTS: The nutritional and microbiome groups differed from each other in terms of
higher protein consumption with psoriasis, and lower fiber consumption. Levels of LPB,
CRP and the Firmicutes/Bacteroidetes ratio were higher in the psoriasis group than in the
vegetarian group (p<0.05). The genera Prevotella, Mogibacterium, Dorea,
Bifidobacterium and Coprococcus differed in the psoriasis group compared to
vegetarians; The genera Mogibacterium, Collinsella and Desulfovibrio, however, differed
from the omnivores. A psoriasis-linked microbiome pattern (plsPSO) was identified that
is associated with higher levels of LPB (rtho=0.39; p=0.02), and lower dietary fiber intake
(tho=-0.71; p <0.01).

LIMITATIONS: Only adult males were evaluated.

CONCLUSION: There was a difference in the gut microbiome of adult men with
psoriasis, compared to omnivores and vegetarian men. The microbiome pattern found
correlated with an intake of dietary fiber, and with serum levels of LPB.

Keywords: Gastrointestinal microbiome, Diet, Vegetarian diet, Western diet, Obesity,

Microbiota, Psoriasis.
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Introduciao

Psoriase ¢ doenca cronica inflamatoria sistémica, que afeta entre 1 e 2 % da
populagdo.! Sua patogénese ¢ multifatorial, ndo sendo totalmente esclarecida, mas que
envolve, além de uma base genética e estimulos ambientais, a ativagdo do sistema imune
(inato e adaptativo), que desencadeia respostas inflamatorias locais na pele e articulagdes,
assim como promove inflamagéo sistémica de baixo grau.?

Comorbidades como obesidade, hipertensdo arterial, diabetes mellitus, sindrome
metabolica, doenca cardiovascular, dislipidemia, e transtornos afetivos (depressao,
ansiedade) sdo frequentes em pacientes com psoriase, substanciando o processo
inflamatorio sistémico subjacente.’

Microbioma intestinal (MI) consiste em uma flora inconstante, constituida nos
primeiros anos de vida, mas que varia conforme estimulos ambientais, como dieta, estilo
de vida (tabagismo, consumo de &lcool, exercicios fisicos, estresse, sono), higiene,
terapéutica com antimicrobianos, localizacdo geografica, sexo, idade e certas doengas.
Cerca de 57% do MI ¢ influenciado pela dieta e apenas 12% por fatores genéticos.* No
microbioma fecal existem entre uma e duas mil espécies de bactérias, distribuidas em
mais de cinquenta filos. Cerca de 90% do MI é composto pelos filos Firmicutes e
Bacteroidetes, onde uma propor¢ao maior de Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) ¢ associada
a maior estimulo inflamatorio sistémico.’

A disbiose intestinal, caracterizada pelo desequilibrio da composi¢ao do MI, pode
levar ao aumento da permeabilidade intestinal e a translocacdo de mediadores
inflamatorios intraluminais. Portanto, a caracterizagdo do MI pode contribuir na
compreensdo sobre a patogénese de doencas inflamatérias sistémicas como psoriase,
doenga de Crohn, artrite reumatoide, e obesidade; pois hé indicios de que a composi¢do
do MI esteja envolvida no curso das mesmas.5

Estudos clinicos foram conduzidos para explorar a relagdo entre MI e a atividade
clinica da psoriase, com resultados ainda conflitantes.” Entretanto, considera-se a
modulag¢do do MI por meio de tratamento dietético, suplementagdes com probidticos e
transplante fecal, com potencial de interferir, além da atividade da psoriase, no curso de
comorbidades, além de maximizar sua resposta terapéutica.®

Lipopolissacarideo (LPS) ¢ uma endotoxina que compde a parede celular de
bactérias gram-negativas e promove ativagdo do sistema imune a partir da estimulacdo
direta de macr6fagos, monocitos, células dendriticas e linfocitos B; desencadeando febre,

vasodilatagdo (0xido nitrico), € secre¢do de eicosanoides.” A proteina de ligagdo de
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lipopolissacarideos (LPB) liga-se ao LPS e transfere monomeros de LPS para as células
inflamatorias através de CD14. Os niveis plasmaticos de LPB sdo influenciados pelas
concentragdes circulantes de LPS, que t€ém meia-vida muito breve. A exposi¢ao ao LPS
induz um aumento duradouro da producao de LPB no figado dentro de 15 a 30 minutos,
com um nivel sérico maximo ocorrendo apos 24 a 48 h. O complexo LPS-LBP-CD14-
MD?2 induz uma resposta pro-inflamatoria pela ativagdo de NF-kB mediada pelo receptor
toll-like 4 (TLR4), e, como tal, os niveis circulantes de LPB foram associados a
inflamagao sistémica. Além disso, niveis plasmaticos da proteina C reativa quantitativa
ultrassensivel (PCRqt), um biomarcador sérico de inflamacao sist€émica sintetizado pelo
figado, estdo associadas ao aumento de LPS.!°

Na América do Sul, sdo raros os estudos controlados que caracterizem o MI de
pacientes com psoriase. Dessa forma, o objetivo desta investigacdo foi caracterizar o MI
de homens adultos brasileiros com psoriase, comparando-os com controles onivoros, e

vegetarianos.

Método

Estudo transversal envolvendo 42 homens adultos (21 — 65 anos): 21 com psoriase
(PSO); e 21 controles sem psoriase: 14 onivoros (ONI), e 7 vegetarianos (VEG).

Todos os participantes incluidos eram ndo-tabagistas, ndo-etilistas, nao
apresentaram alteracdes na dieta nos ultimos trés meses; ndo usaram antibioticos,
laxantes, anti-inflamatorios, ou referiram alteragdes intestinais na ultima semana,
auséncia de doenga inflamatéria intestinal, infec¢des, doengas autoimunes ¢ uso de
probiodticos. A amostra de homens adultos do interior do Estado de Sao Paulo foi
escolhida para reduzir a variabilidade do MI, que também ¢ influenciada pelo sexo, idade
e localizagdo geografica da populagao.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, da
Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB/UNESP (parecer no. 3.743.366); e todos os
participante assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A pesquisa foi realizada no ambulatério de dermatologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu, no periodo de marco de 2020 a fevereiro de 2021. A populagdo
teve origem entre moradores da regido de Botucatu-SP, pacientes com diagnostico de

psoriase, seus acompanhantes, e convidados vegetarianos.
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Foram obtidos dados clinicos, demograficos, socioecondmicos e dietéticos por
meio de entrevistas presenciais; as avaliagdes antropométrica e dietética foram realizadas
por nutricionista experiente (T.C.F.P.).

A avaliacdo dietética, foi obtida pelo recordatorio de 24 horas (R24h), a partir do
relato detalhado do consumo alimentar nas ltimas 24 horas, com dados sobre os tipos de
alimentos e bebidas, além do tamanho, por¢des, volume ou medidas caseiras.
Posteriormente, os dados foram transformados em gramas, valores de energia,
macronutrientes e micronutrientes pelo software NDSR (Nutritional Data System for
Research).

Para estimar a gravidade da doenca, foi utilizado o escore PASI (Psoriasis Area
and Severity Index), avaliado por dermatologista titulado (L.D.B.M. ou M.R.R.L).

Para avaliar o MI, coletaram-se amostras de fezes para obten¢do do material
genético. Os individuos foram orientados a realizar a coleta de fezes em tubo especifico
em sua residéncia, sendo a primeira evacuagao do dia. Apds a coleta, as amostras de fezes
foram entregues a pesquisadora responsavel (T.C.F.P.) e transportadas refrigeradas (gelo
seco: -28°C) até o laboratério Biotecnologia Pesquisa e Inovacdo (BPI, Botucatu-SP), e
armazenadas em freezer -80°C até o momento da extragdo do DNA.

Para extracdo do material genético, foram utilizadas aliquotas de 1g e o kit Quick-
DNA Fungal/Bacterial Miniprep (Zymo Research) de acordo com protocolo descrito pelo
fabricante. Posteriormente, o material passou pelo teste de qualidade através da
quantificagdo por fluorescéncia com a utilizagdo do equipamento Qubit® 3.0 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific).

Para as reacdes de amplificagdo da regido 16S foram realizadas triplicatas de
amostras, tendo como volume final de 20 uL, contendo 10 uL de GoTaq® Colorless
Master Mix 2x (Promega, USL), 0,3uM de oligonucleotideo forward e 0,3uM de
oligonucleotideo reverse, 3 pL. de DNA genomico e dgua ultrapura estéril suficiente para
completar 20pL. As reacdes de amplificagdo foram conduzidas em termociclador
Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Apo6s a reacdo de amplificacio do DNA de cada amostra, a comprovagao da
amplificacdo foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 2% corado com Gel
Red (Uniscience), aproximadamente 300bp (tamanho do amplicon). Submeteu-se PCRs
para etapas de purificacdo utilizando bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter), para remocao de fragmentos muito pequenos da populagdo total de moléculas e

restos de primers da reagdo. Apds essa etapa, foi realizada a quantificacdo pela
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metodologia de PCR Tempo Real utilizando termociclador QuantStudio 3 Real Time
(Applied Biosystems) e Kit KAPA-KK4824 (Library Quantification Kit -
1llumina/Universal), todos de acordo com protocolo do fabricante.

Foi gerado um pool equimolar de DNA, através da normaliza¢do de todas as
amostras a 3nM, para realiza¢do do sequenciamento, o qual foi conduzido utilizando o
sistema Illumina MiSeq de sequenciamento de nova geracao (//lumina Sequencing) e kit
MiSeq Reagent Kit V2 Nano 300 ciclos — leitura de 2 x 150pb.

Utilizou-se o banco de dados Greengenes 13 8 99% OTUs from 515F/806R
region of sequences para identificacdo das sequencias de tdxons e foram consideradas
apenas sequéncias com mais de 97% de analogia (confiabilidade).

A abundancia relativa das UTN nas amostras foi explorada a partir de seus
componentes extraidos pelo método PLS (Partial Least Squares), com dados escalonados
pelos desvios-padrao.

As principais varidveis do estudo sdo a diversidade da flora intestinal identificada
em cada MI avaliado, segundo cada categoria de unidade taxondmica (UTN): abundéancia
relativa dos grupos, pelos indices de diversidade de Hill (riqueza, Shannon e Simpson), a
relagdo entre os filos Firmicutes/Bacteroidetes, abundancia dos géneros bacterianos (alfa
diversidade), e os componentes dos padrdes PLS (beta diversidade), identificados para os
grupos. Define-se riqueza como numero total de UTN identificadas na amostra.

Foram ainda coletadas amostras de 10 ml de sangue dos pacientes no ambulatorio
de dermatologia, pela médica responsavel pelo tratamento dos pacientes (M.R.R.L.) para
avaliacdo do LPB e PCRqt séricos. Apos as coletas, as amostras foram imediatamente
levadas sob refrigeracdo para a Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da FMB-
Unesp, para centrifuga¢do e extracdo do soro. Para a andlise do LPB, foi utilizado o
método ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sandwich, conforme as
orientacdes do fabricante do kit (Human LBP DuoSet ELISA - DY870-05, R&D Systems,
Inc., Minneapolis, MN, USA), as amostras foram diluidas na fracdo 1:500. As
concentragdes finais de LPB foram determinadas conforme a curva padrdo. As andlises
do PCRqt foram realizadas pelo método de imunoturbidimetria.

Variaveis qualitativas foram representadas pelos percentuais. Varidveis
quantitativas foram representadas como médias e desvios-padrdo, se a normalidade for
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, ou medianas e quartis (P2s—P7s), se indicado. As
abundancias dos géneros foram comparadas entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis.

Os indices de diversidade ecoldgica foram comparados entre os grupos por modelos
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lineares generalizados, ajustado pela idade dos participantes. Os modelos foram ajustados
para as distribuicdes de probabilidade mais adequadas a cada amostra (p.ex. gama), e a
correcio para miltiplas comparacdes foi realizada pelo procedimento de Sidak.

As cargas dos componentes PLS foram correlacionadas com dados nutricionais,
niveis de LPB, e de PCRqt pelo teste de correlagdo de Spearman, e representado como
mapa térmico. Os dados foram tabulados em MS Excel 2010 e analisados nos softwares
IBM SPSS 25v e Statistica 10v. A significancia estatistica foi definida como p <0,05,
bicaudal.

Como se trata de estudo exploratorio, foi utilizada amostragem por conveniéncia
a fim de se determinar o comportamento global dos grupos, e fundamentar a andlise
pormenorizada de amostras a posteriori. Além disso, o método PLS ndo exige
amostragem minima para sua execu¢do. Para as andlises de correlagdo bivariada,
considera-se suficiente uma amostra de 41 participantes para a deteccdo de uma

correlacdo moderada (rho <0,70), considerando a = 0,01 e poder de 90%.(35)

Resultados

Os principais dados clinicos, demograficos, alimentares, LPB sérico e PCRqt
estdo dispostos na tabela 1. Idade e IMC dos grupos PSO e ONI foram maiores que do
grupo VEG. Do ponto de vista alimentar, os grupos PSO e ONI relataram maior consumo
de carboidratos e proteinas que o grupo VEG. Quanto as fibras alimentares, o grupo PSO
relatou menor ingesta de fibras que ONI e que VEG. Os niveis plasmaticos de LPB, assim
como os niveis de PCRqt, foram maiores no grupo PSO em relacdo ao VEG, porém,
PCRqt foi maior no PSO em rela¢do ao ONI.

Entre os pacientes com psoriase, oito (32%) apresentavam doenga articular, seis
(24%) eram tratados exclusivamente com topicos, seis (24%) utilizavam metotrexato, oito
(32%) utilizavam acitretina, e cinco (20%) utilizavam secuquinumabe. O PASI variou
entre 1 ¢ 18, com mediana (P25—P75) de 4 (1-7).

Quanto as comorbidades, entre os pacientes com psoriase, encontraram-se dois
(17%) com diabetes mellitus, trés (25%) com hipertensdo arterial, e cinco (42%) com
dislipidemia. Entre os onivoros, dois (13%) eram diabéticos, quatro (28%) hipertensos
seis (43%) com dislipidemia. Nenhum dos vegetarianos apresentava comorbidades.

A andlise do MI dos participantes resultou na identificagdo de 1.496 diferentes
unidades taxondmicas (UTN), reunidos em 94 géneros (Tabela suplementar 1). Os

indices de diversidade ecologica do MI diferiram entre os grupos, e estdo representados
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na tabela 2. Quando ajustado pela idade e IMC, o filo Firmicutes foi menos abundante
em VEG, e a relagdo F/B foi maior no grupo PSO que no VEG.

Quando comparados os obesos com psoriase, € controles obesos, a relacdo F/B
ndo apresentou diferenca (p=0,078). Entretanto, quando sdo comparados eutréficos com
psoriase e controles eutroficos, os portadores de psoriase apresentaram maiores valores
médios (dp) da relagdo F/B (12,1 [2,9] vs. 2,0 [1,0]; p<0,01).

Em relacdo a alfa-diversidade, entre os 13 géneros mais prevalentes nos trés
grupos (Figura 1), foi identificado maior proporcao do género Prevotella (36%) no grupo
VEG, e Blautia em PSO (14%) e ONI (18%).

Em relacdo ao grupo PSO, houve diferen¢a na abundéancia dos géneros Prevotella,
Mogibacterium, Dorea, Bifidobacterium e Coprococcus, quando compararados com

VEG. Ja os géneros Mogibacterium, Collinsella, Desulfovibrio, diferiram entre os grupos
PSO e ONI (Figura 2).

Tabela 1. Principais dados demogréficos, alimentares, LPB e PCRqt séricos dos

participantes (n = 42).

Controles Controles .
Onivoros Vegetarianos F;:O:';:)e p-valor
(n=14) (n=17)

Idade (anos)* 41,6 (11,3) 254 (2,5) 51,1 (11,1)a <0,001
IMC (kg/m2)* 31,1(9,2)2 24,4 (2,5) 29,5 (6,2) <0,001
Energia (cal) 3.859,4 (12975  2.314,3(129,9)  3.058,0 (512,0)a>  <0,001
Carboidratos (g)*  539,5(185,7)2 362,2 (22,8) 466,9 (86,8)q <0,001
Proteinas (g)* 198,9 (76,0)2 58,4 (21,6) 133,4 (39,3)ap <0,001
Lipidios (g)* 101,2 (45,5)2 72,0 (9,7) 73,9(23,2) 0,022
Fibras (g)* 21,1(9,3) 42,4 (7,1) 13,8 (7,4)ap <0,001
LPB (mg/mL)* 6,1(2,9) 48 (1,5) 7,6(2,9) 0,007
PCRqt (mg/L) 2,6 (3,2 1,0 (0,6) 5,2 (9,2)ab 0,003

*

média (desvio-padrdo); IMC: Indice de massa corporal; LPB: proteina ligadora de
polissacarideos (valor de normalidade 5 a 10 mg/ml); PCRqt: proteina C reativa ultrassensivel,
teste quantitativo (valor de normalidade: abaixo de 0,3mg/dL);

a p<0,05 — Comparado ao Vegetariano;

b p<0,05 — Comparado ao Onivoro.
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Tabela 2. Indices de diversidade ecolégica do microbioma intestinal entre os grupos (7
=42).

Controles Controles Psori
, . soriase "
Onivoros Vegetarianos (n=21) p-valor
(n=14) (n=17)
Abundéncia relativa (103)# 62,0 (12,6) 63,7 (13,7) 63,6 (11,0) 0,989
Diversidade de Hill#
g=0 (Riqueza) 141,2 (53,6) 136,6 (21,1) 138,5 (49,8) 0,353
g=1 (Shannon) 38,0 (18,0) 33,6 (15,2) 39,4 (18,1) 0,507
g=3 (Simpson) 13,4 (6,7) 11,8 (7,3) 14,5 (7,5) 0,813

Abundéncia segundo o filo##

Firmicutes (10%) 40,1 (37,9-46,6)2  35,1(29,6-37,0) 39,1 (33,1-48,8)2 0,049
Bacteroidetes (103) 17,7 (6,5-23,1)  32,0(10,9-40,4)  13,1(6,8-23,5) 0,335
Relagdo F/B 2,5(1,8-6,0) 1,0 (0,9-3,5) 3,1(2,2-5,9) 0,045

*p-valor ajustado para idade e indice de massa corporal; #*média (desvio-padréo); # mediana (P25—P7s);

F | B: Firmicutes/Bacteroidetes;

a p<0,05 — Comparado aos Vegetarianos;

b p<0,05 — Comparado aos Onivoros.

Género

M Bacteroides sp.

M Blautia sp.

M Catenibacterium sp.
M Coprococcus sp.
[“IDialister sp.

M Dorea sp.

| IFaecalibacterium sp.
M \Megasphaera sp.

M Oscillospira sp.
|_lOutros
[TPhascolarctobacterium sp.
[“IPrevotella sp.

B Ruminococcus sp.

M Streptococcus sp.

PSO VEG ONI

Figura 1. Alfa diversidade. Distribuicao da proporc¢ao dos 13 géneros mais prevalentes
entre 0s grupos.
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Figura 2. Alfa diversidade. Compara¢do da mediana da abundancia dos géneros que
apresentaram diferenga entre os grupos (p<0,05).

Quanto a beta diversidade, dois componentes PLS representaram até 79,5% da
variancia dos subgrupos. A figura 3 apresenta a projecao dos casos de acordo com a carga
de seus componentes, individualizando-os em quadrantes distintos. O padrdo plsPSO
pode ser compreendido como os carregamentos negativos de PLS1 e 2 (plsPSO = -PLS1-
PS2); inversamente, o padrio plsVEG pode ser representado pelos carregamentos
positivos de PLS1 e 2 (plsPVEG = PLSI1+PLS2); ja o padrio plsONI pode ser
representado pelo carregamento positivo de PS1 e negativo de PS2 (plsONI = PLS1-
PLS2).
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Figura 3. Carregamento dos participantes segundo os componentes PLS (7 = 42). Em
destaque, composicdes que discriminam os grupos.
PLS: componente partial least squares; ONI: controles onivoros; VEG: controles

vegetarianos; PSO: psoriase.

Os carregamentos das UTN segundo os PLS 1 e 2 estdo dispostos na figura
suplementar 1. Segundo os componentes plsPSO, as bactérias com maior carregamento
do padrio de MI do grupo PSO foram do género Coprococcus., Lachnospira,
Paraprevotella, e as espécies Faecalibacterium prausnitzii sp., Prevotella stercorea sp.,
Prevotella copri sp., € Ruminococcus callidus sp. Ja, as com menor carregamento foram
dos géneros Lactobacillus, Streptococcus, Dialister, Megasphera, Slackia, e as espécies
Bacteroides fragilis sp., Bacteroides uniformis sp., Blautia producta sp., Butyricoccus
pullicaerum sp. e Parabacteroides distasonis sp..

A figura 4 apresenta as correlagdes entre os niveis de LPB, PCRqt, ingesta
nutricional e os padrdes de MI: PSO, ONI, e VEG. Os niveis de LPB se correlacionaram
inversamente com a ingesta de fibras (rho = -0.53; p < 0,01), porém, positivamente com
o componente do padrdo de MI dos pacientes com psoriase (rho = 0,39; p = 0,02). O
comportamento do PCRqt ndo se associou ao componente do padrao plsPSO (rho = 0.28,
p =0.11), mas com a ingesta de carboidratos (tho = 0,41; p = 0,02) e com os niveis de
LPB (rho = 0,46; p < 0,01). Do ponto de vista alimentar, o componente do padrao de MI

plsPSO se correlacionou de forma fortemente negativa com a ingesta de fibras (tho = -
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0,71; p <0,01), assim como a menor ingesta de fibras se associou a maiores niveis de LPB

e PCRqt.

LPB — 0.455 0.255 0.219 0.143 0.390
PCRqt — | 0.455 0.406 0.172 0.143 -0.341 0.278
CHg - 0.255 0.406 0.328 0.282
PRg — 0219 0.172 0.052 -0.411 0.176
LIPg = 0.143 0.143 0.328 0.052 -0.298 -0.045
FIBg — -0.341 -0.411 -0.298
plsPSO — 0.390 0.278 0.282 0.176 -0.045
[ I [ I I
\g@ QQ"& N QQ.Q \>QQ

Figura 4. Mapa térmico com as correlagdes bivariadas entre os niveis de LPB, PCR,
caracteristicas nutricionais da dieta e o padrao de microbioma intestinal dos pacientes

com psoriase.

LPB: nivel sérico da proteina de ligagdo de lipopolissacarideos; PCRqt: nivel sérico da proteina C reativa
ultrassensivel (teste quantitativo); CHg: Carboidratos (em gramas); PRg: Proteinas (em gramas); LIPg:
Lipidios (em gramas); FIBg: Fibras (em gramas); plsPSO: componente PLS do microbioma intestinal dos

participantes com psoriase.

Discussao
Foi caracterizado o MI de homens adultos com psoriase que diferiu de controles
onivoros e vegetarianos, residentes da mesma regido do Brasil. Aspectos etarios,
alimentares e de composi¢do corporal podem contribuir para parte dessas diferengas.!!
Neste estudo, o grupo PSO apresentou maior ingesta de carboidratos, porém, baixa

em fibras, mostrando ainda uma maior relagdo F/B no MI, que o grupo VEG, que possui
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maior ingesta de fibras e menor abundancia de Firmicutes. Além disso, os habitos
alimentares dos pacientes com psoriase mostraram-se desequilibrados, pois também
identificou-se aumento de gorduras de baixa qualidade e alta densidade calodrica,
caracteristicas da dieta ocidental que ¢ associada a disbiose intestinal e reducdo de
diversidade bacteriana. Tais habitos dietéticos podem se correlacionar com a gravidade
da doenga e das comorbidades, ja que gorduras saturadas, agucares, carne bovina e alcool
interferem no status inflamatério sistémico. Enquanto, a ingesta de fibras alimentares
pode contribuir com a supressao de certas vias inflamatdrias e na inducao de células T
reguladoras.!>!4

A disbiose intestinal também atua no desequilibrio dos acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), dos quais butirato e acetato sdo os mais estudados, e sdo produzidos a
partir da fermentacdo de fibras pelas bactérias intestinais. Acetato ¢ associado a producdo
de grelina, que controla o apetite e resisténcia a insulina, ja o butirato ¢ fonte de energia
para células intestinais, associado com prevencao e reducdo da inflamacao sistémica e
aumento da diversidade bacteriana, favorecendo a proliferagcdo de bactérias do filo
Bacteroidetes. Dietas com alto teor de fibras, vegetais e frutas promovem aumento de
Bacteroidetes, e por consequéncia maior diversidade bacteriana. Por outro lado, dietas
com excesso de frituras, sodio, proteina e gordura animal, podem propiciar maior ativagao
pro-inflamatéria sistémica e propor¢do F/B no ML!®  Além disso, os AGCC sdo
moduladores diretos da sintese de IL17 por linfocitos T.!¢

A disbiose intestinal pode promover o aumento intraluminal de LPS,!” ¢ dietas
com baixa qualidade nutricional (p.ex. dieta ocidental), estresse fisico e psicologico,
certos medicamentos (p.ex. antimicrobianos), sdo fatores que favorecem o aumento da
permeabilidade intestinal. Um intestino mais permeavel propicia a transloca¢do de LPS
para a corrente sanguinea (endotoxemia metabolica), favorecendo resisténcia a insulina,
inflamacdo no tecido adiposo, infiltragdo tecidual de monoécitos / macréfagos, que
aumentam o e risco de doencas como esteatose hepatica, obesidade, diabetes. Dessa
forma, parte da resposta inflamatéria sistémica pode ser atribuida a composi¢do do
MI'18,19

Em modelo murino de psoriase induzida por imiquimod, a administragao oral de
Staphylococcus aureus e Streptococcus danieliae levou a inflamacdo cutanea e ao
aumento da expressdo de TNF, e IL17, subsidiando a hipotese que a disbiose intestinal

possa levar a piora clinica da doenga.?°
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Este estudo investigou, de forma original, relagdes entre niveis plasmaticos de
LPB, PCRqt, e padrao alimentar em onivoros, vegetarianos e pacientes com psoriase,
demonstrando que os niveis de LPB se correlacionaram inversamente com o consumo de
fibras. Nesta amostra, os participantes com psoriase apresentaram niveis de LPB maiores
que os vegetarianos, levando a hipotese que a modulacdo do MI (p.ex. através da dieta)
contribua com a redugdo dos niveis de LPB séricos, portando esses achados subsidiam
que a saude intestinal pode ser modulada por meio das escolhas alimentares. Além disso,
os niveis de PCRqt foram maiores em PSO, associados a ingesta de carboidratos e LPB.
Apesar da permeabilidade intestinal ndo ser avaliada de forma direta, os niveis elevados
de LPB e PCRqt podem indicar maior permeabilidade intestinal em pacientes com
psoriase.

Pesquisas com niveis séricos de LPB em humanos sdo escassas, mas existem
evidéncias de que o LPB esteja elevado em pacientes com psoriase, havendo correlagao
com os niveis de PCRqt. Dessa forma, LPB pode ser um indicador de inflamacdo
sistémica e progressio para sindrome metabdlica em pacientes com psoriase.2! E
importante ressaltar que, recentemente, o LPB revelou-se um biomarcador para a
permeabilidade intestinal em adultos, independentemente da idade, IMC e género.??

Em estudos controlados que analisaram o MI de pacientes com psoriase,
utilizando grupos populacionais diversos, foram encontrados achados diferentes.”?Em um
estudo israelense que avaliou a diversidade beta em pacientes com psoriase (n=24) em
comparag¢do com controles (n=46) sem psoriase, pareados por idade, IMC e comorbidades
identificou-se aumento significativo em Ruminoccocus gnavus, Dorea formicigenerans e
Collinsella aerofaciens, no MI da psoriase, enquanto Prevotella copri e Parabacteroides
distasonis foram significativamente menores em comparagdo com os controles.>* Um
padrdo algo diverso da estrutura de MI que foi encontrada em nossa amostra.

Outro estudo conduzido na China evidenciou que pacientes com psoriase t€ém
perfis de MI significativamente perturbados, pois ao analisar o MI de 35 pacientes com
psoriase e 27 controles, mostrou diferenga nas abundancias relativas de Firmicutes e
Bacteroidetes, com aumento de Bacteroides, Actinobacteria e reducao de Firmicutes,
Proteobacteria ¢ Bifidobacterium.>> Em contrapartida, outro estudo de pacientes com
psoriase (n=19), em comparacdo com um grupo controle saudavel (n=20) realizado na
Espanha mostrou menor diversidade bacteriana e diferente abundancia relativa de certos
taxons bacterianos em pacientes com psoriase, com aumento de Actinobacteria,

Firmicutes e reducio de Bacteroidetes, Proteobacterias, Fecalibacterium.?¢
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Em uma andlise do MI de 52 pacientes com psoriase (PASI >6), em comparagao
com populagdo saudavel (n=300), evidenciou-se maior frequéncia do padrao chamado
enterdtipo 2, com tendéncia a apresentar translocacdo bacteriana mais frequente e maior
estado inflamatério (71%) do que outros enterdtipos, havendo predominio de
Akkermansia, Faecalibacterium, Ruminococcus € menor propor¢do de Bacteroidetes.”’
Nossa amostra também indicou maiores propor¢cdes de Faecalibacterium e
Ruminococcus, além de menores indices de Bactroidetes no perfil (PLS) dos pacientes
com psoriase.

Recentemente, um estudo conduzido na Argentina demonstrou mudancas na
composi¢do do MI dependendo do status da psoriase, com aumento de Firmicutes e
deplecdo de Bacteroidetes em 55 pacientes com psoriase, em comparacdo com 27
controles, além disso, os géneros Faecalibacterium e Blautia foram maiores em
pacientes com psoriase enquanto Bacteroides e Paraprevotella em controles sem
psoriase.?® Como nossos pacientes estavam em tratamento, e a maior parte com PASI <
4, ndo foi possivel estratificar o MI de acordo com a gravidade da doenca.

Outro estudo de caso-controle da Asia Central, com pacientes entre 30 a 45 anos,
com psoriase (n=20) e controles (n=20), pareados por idade e sexo, encontrou associa¢cao
com psoriase e niveis elevados de Firmicutes, Faecalibacterium e abundancia reduzida
de Oscillibacter e Roseburia, mas nao houve diferenca na diversidade e relagdao F/B,
bastante alinhado com nossos resultados.?

Um estudo brasileiro mostrou menor diversidade no MI de mulheres com psoriase
(n=21) em comparagdo com controles (n=24), identificando aumento do género Dialister
e da espécie Prevotella copri sp.; mas reducdo nos géneros Ruminococcus, Lachnospira,
Blautia e nas espécies Akkermansia muciniphila sp.>°

No presente estudo, o perfil de MI encontrado nos homens adultos portadores de
psoriase foi associado aos descritos em outras comorbidades, como na sindrome
metabolica, obesidade e doencas afetivas, o que pode decorrer do estilo de vida ocidental.
Ainda de acordo com a literatura o Coprococcus foi associado a doengas afetivas como
depressdo, obesidade € ma qualidade do sono®!, Lachnospira foi associado com o
desenvolvimento de diabetes mellitus’> € Paraprevotella com maior ingestio de
gorduras.®® Apesar de haver associagdo com dietas vegetarianas, Prevotella também é
relacionada a elevada ingesta de carboidratos, e como possui alta diversidade genética

dentro e entre espécies, podem explicar sua descri¢do tanto em MI saudaveis como em
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disbioticos; e ainda uma carga elevada de Prevotella no MI foi associada a obesidade,
resisténcia a insulina, hipertensio e doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica.>*

A composicao do MI de psoriase encontrado nessa amostra se opds a encontrada
nos vegetarianos, ricos em Bacteroides, € Lactobacillus, associados a menor
permeabilidade intestinal. De fato, a prevaléncia de psoriase em vegetarianos ¢
excepcional, e a dieta vegetariana leva a melhora de lesdes cutineas da psoriase, o que
sugere que a modulagdo do MI possa subsidiar o desenvolvimento de doengas
inflamatorias, como a psoriase.>>3¢

Estudos metagendmicos do MI apresentam alta variabilidade de resultados entre
as publicacdes. Diferencas populacionais étnicas, culturais e alimentares podem explicar
os resultados controversos entre os estudos que caracterizaram MI em psoriase.

Deste modo, ainda n3o foi definido o que constitui um MI saudavel, quando
excluidas as bactérias sabidamente patogé€nicas. Por isso ¢ essencial destacar que as
espécies comensais ndo devem ser consideradas absolutamente “boas” ou “ruins”, ja que
todas desempenham fungdes no ecossistema intestinal. A problemdtica emerge do
desequilibrio, ou seja, a predominancia de grupos de espécies comensais que promovem
alteracdes na permeabilidade intestinal. Além disso, quando se caracteriza o MI de um
grupo, pretende-se entender qual o padrdo de desequilibrio, apesar da composi¢cdo do MI
ser unica em cada individuo, adquirida nos primeiros anos de vida e moldada pelas
caracteristicas ambientais, como os habitos alimentares, ao longo da vida.?”-*°

Este estudo apresenta limitacdes ligadas & amostra modesta, ndo aleatorizada, o
que nao impediu a identificagdo de padrdes de MI entre os grupos, além disso, a origem
comum quanto ao grupo populacional maximiza a homogeneidade da amostra. O efeito
dos tratamentos da psoriase no MI ¢ tema a ser investigado, entretanto, o uso de
adalimumabe ndo mostrou modificar o padrdo de MI em 10 pacientes.*® OQutro aspecto se
refere a amostragem do microbioma fecal, que consiste na flora transitéria do colon, em
contrapartida a flora permanente que ¢ ligada a mucosa, menos sujeita a variagao.
Finalmente, LPB ¢ utilizado como um proxy da medida de LPS, devido a sua labilidade.
As variagdes alimentares podem dificultar as comparagdes entre os grupos, visto que
mesmo dentro dos grupos onivoros, vegetarianos e psoriase, existem alimentos que
podem atuar de forma diferente no MI.

Estudos clinicos controlados em psoriase que visem a manipulacdo do MI, quer

com transplante de fezes, intervengdes dietéticas (p.ex. adequacdo de fibras),
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pro/prebioticos, ou sais biliares, devem ser conduzidos para uma melhor compreensdo do

papel do MI na atividade clinica da psoriase.

Conclusao

Identificou-se diferenca no MI de homens adultos brasileiros com psoriase, em
relacdo a onivoros e vegetarianos saudaveis. O padrao de MI encontrado correlacionou-
se com a ingesta de fibras alimentares, com os niveis séricos de LPB. Mudancas nos
héabitos alimentares podem remodelar o MI, e por consequéncia, auxiliar no controle
clinico da psoriase. Ressalta-se a necessidade de conscientizacdo da importancia

nutricional no tratamento da doenga e no manejo das comorbidades.
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Tabela suplementar 1: Unidades taxondmicas (UTN = 1.496), distribuidas em filos, classes, ordens, familias, géneros e espécies.

Filo (12) Classe (22) Ordem (31) Familia (52) Género (94) Espécie (64)
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Prevotella Prevotella copri
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Lachnospiraceae Bacteroides Faecalibacterium prausnitzii
Actinobacteria Coriobacteriia Coriobacteriales Prevotellaceae Ruminococcus Prevotella stercorea
Proteobacteria Erysipelotrichi Erysipelotrichales Coriobacteriaceae Oscillospira [Ruminococcus] gnavus
Tenericutes Bacilli RF39 Bacteroidaceae Blautia Parabacteroides distasonis
Cyanobacteria Mollicutes Lactobacillales Erysipelotrichaceae Coprococcus Blautia producta
Lentisphaerae Betaproteobacteria Burkholderiales Veillonellaceae Faecalibacterium Bacteroides uniformis
Synergistetes Gammaproteobacteria Desulfovibrionales [Paraprevotellaceae] [Ruminococcus] [Eubacterium] biforme
Euryarchaeota Deltaproteobacteria Enterobacteriales [Odoribacteraceae] Butyricimonas [Eubacterium] dolichum
Fusobacteria Actinobacteria Actinomycetales Christensenellaceae Parabacteroides Bacteroides plebeius
Verrucomicrobia Alphaproteobacteria YS2 [Mogibacteriaceae] Sutterella Bacteroides ovatus
Elusimicrobia 4C0d-2 RF32 S24-7 Catenibacterium Blautia obeum
[Lentisphaeria] Victivallales Porphyromonadaceae Dorea Coprococcus eutactus
Synergistia Synergistales Desulfovibrionaceae [Prevotella] Butyricicoccus pullicaecorum
Fusobacteriia Fusobacteriales Rikenellaceae Paraprevotella Alistipes indistinctus
Methanobacteria Aeromonadales Alcaligenaceae [Eubacterium] Ruminococcus callidus
Opitutae Methanobacteriales Streptococcaceae Megasphaera Lactobacillus ruminis
Verrucomicrobiae Bifidobacteriales [Barnesiellaceae] Streptococcus Bacteroides eggerthii
RF3 [Cerasicoccales] Lactobacillaceae Lactobacillus Collinsella stercoris
Epsilonproteobacteria Bacillales Enterobacteriaceae Roseburia Ruminococcus bromii
Thermoplasmata Turicibacterales Clostridiaceae Collinsella Clostridium spiroforme
Elusimicrobia Verrucomicrobiales Actinomycetaceae Dialister Ruminococcus flavefaciens
ML615J-28 Peptococcaceae Lachnospira Bacteroides coprophilus
Campylobacterales Dehalobacteriaceae Slackia Akkermansia muciniphila
Anaeroplasmatales Victivallaceae Clostridium Bacteroides fragilis
Elusimicrobiales Fusobacteriaceae Odoribacter Bacteroides caccae
E2 Succinivibrionaceae Desulfovibrio Streptococcus anginosus
SHA-98 Synergistaceae Phascolarctobacterium Coprococcus catus
Neisseriales Methanobacteriaceae Dehalobacterium Eggerthella lenta
Pasteurellales [Tissierellaceae] Acidaminococcus Bulleidia p-1630-c5
Gemellales Bifidobacteriaceae Actinomyces Desulfovibrio D168
[Cerasicoccaceae] Bulleidia Dorea formicigenerans
Leuconostocaceae Christensenella Veillonella dispar
Helicobacteraceae Alistipes Clostridium hathewayi
Eubacteriaceae Adlercreutzia Collinsella aerofaciens
Oxalobacteraceae Bilophila Pyramidobacter piscolens
Turicibacteraceae Butyricicoccus Streptococcus agalactiae
Micrococcaceae Succinivibrio Clostridium symbiosum
Verrucomicrobiaceae Anaerostipes Butyrivibrio crossotus
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Pasteurellaceae Methanobrevibacter Bacillus halodurans
Staphylococcaceae Mitsuokella Clostridium butyricum
Aerococcaceae Megamonas Rothia mucilaginosa
Bacillaceae Holdemania Clostridium colicanis
Gemellaceae Lactococcus Bulleidia moorei
Dethiosulfovibrionaceae AF12 [Ruminococcus] torques
EtOH8 Anaerofilum Streptococcus sobrinus
Elusimicrobiaceae Oribacterium Clostridium hiranonis
[Methanomassilicoccaceae] Coprobacillus [Eubacterium] cylindroides
Neisseriaceae Synergistes Lactobacillus delbrueckii
Corynebacteriaceae Mogibacterium Roseburia inulinivorans
Peptostreptococcaceae Fusobacterium Lactobacillus helveticus
Anaeroplasmataceae Leuconostoc Ruminococcus albus
Lachnobacterium Lactobacillus mucosae
Veillonella Alistipes putredinis
Bifidobacterium Clostridium lavalense
Atopobium Ruminococcus gauvreauii
Anaerotruncus Lactobacillus zeae
Butyrivibrio Coprobacillus cateniformis
Rc4-4 Lactococcus garvieae
Eggerthella Succinatimonas hippei
Cloacibacillus Clostridium perfringens
Parvimonas Victivallis vadensis
Akkermansia Clostridium ramosum
Peptococcus Alistipes massiliensis
Turicibacter
Helicobacter
Porphyromonas
Pseudoramibacter_Eubacterium
SMB53
VadinCA11
Alloscardovia
Neisseria
Peptoniphilus
Nesterenkonia
Finegoldia
Anaerococcus
Corynebacterium
Proteus
Victivallis
Anaerovibrio
Oxalobacter
Pyramidobacter
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Figura suplementar 1. Dispersdo das UTN segundos as cargas PLS1 e PLS2.
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ANEXOS



TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 1 - CONTROLES
RESOLU(,‘KO 466/2012
(Participante maior de 18 anos)

CONVIDO o Senhor para participar do Projeto de Pesquisa intitulado
“Caracterizacao e modulagdao do microbioma em pacientes com psoriase”, que sera
desenvolvido por mim Tatiana Cristina Figueira Polo, nutricionista, com orientacao do
profissional médico Dr. Luciane Donida Bartoli Miot e docente da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP.

0O nosso intestino € composto por uma populacdo de micro-organismos, como
bactérias, virus e fungos, e tem como funcdes manter a saude intestinal e controlar a
proliferacdo de bactérias que podem causar doencas, chamamos esse conjunto de
bactérias presentes no nosso intestino de MICROBIOMA INTESTINAL. As bactérias do
intestino se tornaram um alvo de estudo extremamente relevante para o conhecimento

e tratamento de determinadas doencas, portanto, esta pesquisa é essencial para
encontrar resultados que possam levar a novos conhecimentos sobre as doencas.

Ndo existem estudos controlados que avaliem o impacto da suplementacdo de
acidos biliares na psoriase, assim como seu efeito na saude intestinal. Da mesma forma,
nao existem estudos que caracterizem o microbioma intestinal na psoriase em pacientes
brasileiros, assim como se ha alteracdo com os seus subtipos e comorbidades.

Portanto esta pesquisa, tem como objetivo caracterizar o microbioma intestinal
dos pacientes com psoriase, identificar mudan¢as no microbioma intestinal e a

gravidade clinica da psoriase.

Para esta caracterizacdao precisamos comparar o _microbioma intestinal de
individuos com psoriase e com individuos sem psoriase, portanto, vocé podera fazer
parte de nosso grupo controle, ou seja, que ndao tem psoriase.

Para avaliar o microbioma intestinal, € preciso coletar amostra de fezes. Para
isso, sera realizada a orientacdao completa do exame, fornecido material e orientacao
para a realizacao de coleta de fezes em frasco préprio, em sua propria residéncia. Apds
a coleta, a nutricionista responsavel ird recolher o frasco em sua casa e realizar o
transporte ao laboratério responsavel pelas analises. Apés a analise das fezes, todo
material sera descartado.

Esta analise ndo oferece riscos a sua saude, iremos orienta-lo para garantir que
nao ocorra qualquer tipo de constrangimento durante a entrevista e coleta de fezes.

Vocé sera entrevistado, no ambulatério de dermatologia do HC-Unesp, quanto
aos seus habitos alimentares e sera aferido seu peso e altura, pela nutricionista
responsavel pela pesquisa e sera esclarecido sobre a mesma diante do exposto acima,
esta entrevista e avaliacdo tem tempo estimado de 10 minutos, e sera realizada no
ambulatdrio de dermatologia.

Seu beneficio em participar sera auxiliar os pesquisadores na obtencdao do
conhecimento dos resultados da pesquisa que avaliara as composicoes das bactérias das
fezes de acordo com sua dieta e peso.

Havera total sigilo sobre seu nome e os resultados de seu exame de fezes.

Fique ciente de que sua participacao neste estudo é voluntaria e que mesmo
apos ter dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a
qualgquer momento.

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

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contato 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
Juanior — Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo
descritos.

Apds terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo,
CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntaria, 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, desde que minha identidade nao seja revelada.

Botucatu, / _/

Pesquisador Participante da Pesquisa
Nome (Pesquisador): Tatiana Cristina Figueira Polo Nome (Orientador): Luciane Donida Bartoli Miot
Endereco: RubiZo Junior - Botucatu/SP - CEP 18618-970 Endereco: Rubido Janior - Botucatu/SP - CEP 18618-970
Telefone: (14) 38880-1750 Telefone: (14) 3880-1267

e-mail: tatiana.figueira@yahoo.com.br e-mail: lucianemiot@fmb unesp br



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 2 - PSORIASE
RESOLUGAO 466/2012
(Participante maior de 18 anos)

CONVIDO o Senhor para participar do Projeto de Pesquisa intitulado
“Caracterizacao e modulacdo do microbioma em pacientes com psoriase”, que sera
desenvolvido por mim Tatiana Cristina Figueira Polo, nutricionista, com orientacdo do
profissional médico Dr. Luciane Donida Bartoli Miot e docente da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP.

0O nosso intestino € composto por uma populacdo de micro-organismos, como
bactérias, virus e fungos, e tem como funcdes manter a saude intestinal e controlar a
proliferacdo de bactérias que podem causar doencas, chamamos esse conjunto de
bactérias presente no nosso intestino de MICROBIOMA INTESTINAL. As bactérias do
intestino se tornaram um alvo de estudo extremamente relevante para o conhecimento
e tratamento de determinadas doencas, portanto, esta pesquisa € essencial para
encontrar resultados que possam levar a novos conhecimentos sobre as doencas.

Ndo existem estudos controlados que avaliem o impacto da suplementacdo de
acidos biliares na psoriase, assim como seu efeito na saude intestinal. Da mesma forma,
nao existem estudos que caracterizem o microbioma intestinal na psoriase em pacientes
brasileiros, assim como se ha alteracdo com os seus subtipos e comorbidades.

Portanto esta pesquisa, tem como objetivo caracterizar o microbioma intestinal
dos pacientes com psoriase, identificar mudan¢as no microbioma intestinal e a

gravidade clinica da sua psoriase.

Para avaliar o microbioma intestinal, & preciso coletar amostra de fezes. Para
isso, sera realizada a orientacdo completa do exame, fornecido material e orientacao
para a realizacao de coleta de fezes em frasco proprio, em sua propria residéncia. Apds
a coleta, a nutricionista responsavel ird recolher o frasco em sua casa e realizar o
transporte ao laboratdrio responsavel pelas analises. Apds a analise das fezes, todo
material sera descartado.

Esta analise ndo oferece riscos a sua saude, iremos orienta-lo para garantir que

nao ocorra qualquer tipo de constrangimento durante a entrevista e coleta de fezes.

N3o serdo consultados dados de seus registros clinicos do HC-Unesp.
Apds consulta médica e avaliacbes de rotina, vocé sera entrevistado, no

ambulatério de dermatologia do HC-Unesp, quanto aos seus habitos alimentares e sera

aferido seu peso e altura, pela nutricionista responsavel pela pesquisa e sera esclarecido

sobre a mesma diante do exposto acima. A dermatologista Dra. Luciane Miot realizara

a avaliacdo da extensao da sua doenca de pele. Esta entrevista e a avaliacdo tém tempo

estimado de 10 minutos, e sera realizada no ambulatério de dermatologia do HC-Unesp.

O tratamento de psoriase prescrito pelo dermatologista, ndo deve ser alterado.
Seu beneficio em participar sera auxiliar os pesquisadores na obtencdo do

conhecimento dos resultados da pesquisa que avaliara as composicoes das bactérias das

fezes de acordo com sua dieta, peso e tipo de psoriase.

Havera total sigilo sobre seu nome e os resultados de seu exame de fezes.

Fique ciente de que sua participacao neste estudo é voluntaria e que mesmo
apos ter dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a
qualquer momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento.

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

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contato 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
Janior — Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de localizacdo dos pesquisadores estdao abaixo
descritos.

Apds terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo,
CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntaria, estando ciente que todos os meus
dados estarao resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram.
Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados em revistas
cientificas, desde que minha identidade n3ao seja revelada.

Botucatu, / /

Pesquisador Participante da Pesquisa
Nome (Pesquisador): Tatiana Cristina Figueira Polo Nome (Orientador): Luciane Donida Bartoli Miot
Endereco: RubiZo Janior - Botucatu/SP - CEP 18618-970 Endereco: Rubido Junior - Botucatu/SP - CEP 18618-970
Telefone: (14) 38880-1750 Telefone: (14) 3880-1267

e-mail: tatiana.figueira@yahoo.com.br e-mail: lucianemiot@fmb unesp br



ANEXO 3
(Termo de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE 3)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 3 — INTERVENCRO
RESOLU(}KO 466/2012
(Participante maior de 18 anos)

CONVIDO o Senhor para participar do Projeto de Pesquisa intitulado
“Caracteriza¢do e modulagido do microbioma em pacientes com psoriase”, que sera
desenvolvido por mim Tatiana Cristina Figueira Polo, nutricionista, com orientacdao do
profissional médico Dr. Luciane Donida Bartoli Miot e docente da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP.

0O nosso intestino € composto por uma populacdo de micro-organismos, como
bactérias, virus e fungos, e tem como funcdes manter a saude intestinal e controlar a
proliferacdo de bactérias que podem causar doencas, chamamos esse conjunto de
bactérias presente no nosso intestino de MICROBIOMA INTESTINAL. As bactérias do
intestino se tornaram um alvo de estudo extremamente relevante para o conhecimento
e tratamento de determinadas doencas, portanto, esta pesquisa € essencial para
encontrar resultados que possam levar a novos conhecimentos sobre as doencas.

N3o existem estudos controlados que avaliem o impacto da suplementacado de
acidos biliares na psoriase, assim como seu efeito na composicdao das bactérias
intestinais.

Portanto esta pesquisa, tem como objetivo caracterizar o microbioma intestinal
dos pacientes com psoriase, identificar mudancas nas bactérias intestinais e a gravidade
clinica da psoriase ap6s tratamento com um produto produzido pela vesicula em forma
de comprimido (acido ursodesoxicolico).

Para avaliar o microbioma intestinal, € preciso coletar amostra de fezes. Para
isso, sera realizada a orientacdo completa do exame, fornecido material e orientacao
para a realizacao de coleta de fezes em frasco préprio, em sua propria residéncia. Apos
a coleta, a nutricionista responsavel ird recolher o frasco em sua casa e realizar o
transporte ao laboratério responsavel pelas analises. Apds a analise das fezes, todo
material sera descartado.

Apds a coleta de fezes, sera realizada a intervencdo com a administracao do
comprimido de acido ursodesoxicolico, 1 comprimido por dia, durante 6 semanas.
Durante esse tratamento, podem ocorrer efeitos colaterais como fezes pastosas e
diarreia. Estaremos em contato direto para qualquer duvida ou intercorréncia no
tratamento. Apds o periodo de ingesta do acido ursodesoxicolico, sera realizada uma
nova avaliacdo, para aferir seu peso e avaliacdo da extensao da psoriase, no ambulatério
de dermatologia, caso seja necessario, iremos nos responsabilizar pelo custo com
transporte para sua presenca neste momento.

O médico e a nutricionista responsaveis irao esclarecer todo o protocolo de
intervencao, o tratamento sera totalmente disponibilizado e todas as duvidas sobre o
mesmo serao sanadas, para que seja convidado a participar desta segunda etapa do
trabalho.

O tratamento de psoriase prescrito pelo dermatologista, ndo deve ser alterado.
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Seu beneficio em participar serd auxiliar os pesquisadores na obtencdo do
conhecimento dos resultados da pesquisa, que avaliard a variacao da composicao das
bactérias das fezes, e a modificacdo da psoriase.

Havera total sigilo sobre seu nome e os resultados de seu exame de fezes.

Fique ciente de que sua participacao neste estudo € voluntaria e que mesmo
apos ter dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a
qualquer momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento.

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

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contato 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 Chéacara Butignolli s/n2 em Rubido
Janior — Botucatu - S3o Paulo. Os dados de localizacdo dos pesquisadores estdo abaixo
descritos.

Apds terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo,
CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntéaria, estando ciente que todos os meus
dados estarado resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram.
Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados em revistas
cientificas, desde que minha identidade nao seja revelada.

Botucatu, / /

Pesquisador Participante da Pesquisa
Nome (Pesquisador): Tatiana Cristina Figueira Polo Nome (Orientador): Luciane Donida Bartoli Miot
Endereco: Rubio Junior - Botucatu/SP - CEP 18618-970 Enderego: Rubido Junior - Botucatu/SP - CEP 18618-970
Telefone: (14) 38880-1750 Telefone: (14) 3880-1267

e-mail: tatiana.figueira@yahoo.com.br e-mail: lucianemiot@fmb unesp .br



PARECER DE APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISAS
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Comité de E1ien pm Pesquisa
em Srree Mumanor

é@ UNESP -FACULDADE DE Plataforma
0o oros MEDICINA DE BOTUCATU asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAO E MQDULAQAO DO MICROBIOMA INTESTINAL EM
PACIENTES COM PSORIASE

Pesquisador: Tatiana Cristina Figueira Polo

Area Tematica:

Versdo: 5

CAAE: 18578719.0.0000.5411

Instituicao Proponente: Departamento de Patologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.743.366

Apresentacao do Projeto:

Segundo os pesquisadores, Psoriase é doenca crénica recorrente, inflamatoria, sistémica e
imunologicamente mediada, acomete 2% a 3% da populagdo mundial e pode desencadear uma liberacdo
anormal de proteinas envolvidas no processo inflamatério. Existe influéncia da psoriase no desenvolvimento
de outras comorbidades, como a obesidade, hipertenséo, obesidade, diabetes mellitus, sindrome
metabdlica, entre outras. A prevaléncia de obesidade em individuos com psoriase € duas vezes maior
quando comparada a populagdo em geral. O microbioma humano € composto por trilhdes de bactérias
e o0 DNA dessas bactérias supera o genoma humano. O intestino € o maior érgéo linfoide do corpo e devido
sua importéncia e impacto na saude e doenca, tem sido amplamente estudado o microbioma intestinal. Na
psoriase, ha um intestino permeavel, com indicios de endotoxemia sistémica, pois os peptidoglicanos
bacterianos tém efeitos toxicos diretos no intestino, por efeito da disbiose intestinal, que consequentemente,
promove um processo inflamatorio sistémico que pode refletir na pele. Em busca de alternativas eficientes e
a longo prazo, para complementar o tratamento medicamentoso convencional, o uso de acidos biliares,
como o acido ursodesoxicolico, vém sendo estudado, devido aos efeitos citoprotetores, antiapoptoticos,
estabilizadores de membrana, antioxidadentes e imunomoduladores. N&o existem estudos controlados que
avaliem o impacto da suplementacdo de acidos biliares na psoriase, assim como seu efeito no microbioma
intestinal. Da mesma forma, ndo existem estudos que

Enderego: Chéacara Butignolli, s/n

Balrro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municiplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mall: cep@ fmb.unesp.br
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caracterizem o microbioma intestinal na psoriase em pacientes brasileiros, assim como se ha alteragdo com
0s seus subtipos e comorbidades.

O estudo pretende: (1) caracterizar o microbioma intestinal de 21 pacientes com psoriase, comparado com
15 controles (eutréficos onivoros, vegetarianos e obesos); além de (2) identificar mudancas no microbioma
intestinal apés a intervencédo de 6 semanas com acido ursddexicélico oral em 21 pacientes com psoriase
atendidos o ambulatério de dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), com a intencdo de
prospectar novas terapéuticas adjuvantes.

Critério de Incluséo:

A populagdo sera composta por um grupo controle (sera recrutado no ambulatério de dermatologia, entre os
acompanhantes dos pacientes) sera composto por cinco individuos adultos (18-60 anos) do sexo
masculino, eutréficos onivoros. O grupo psoriase sera composto por 21

pacientes portadores de psoriase nos ultimos 15 anos, adultos (18-60 anos) do sexo masculino, sem
alteracdes intestinais na ultima semana, sendo:

7 portadores de psoriase e artrite, 7 portadores de psoriase extensa, 7 portadores de psoriase obesos. Os
pacientes com psoriase serdo recrutados

no ambulatério de Dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — Sdo Paulo (FMB). A exclusividade
do sexo masculino se deve a possiveis

variagdes do microbioma intestinal quanto ao sexo, tornando os grupos comparativos mais homogéneos. A
exclusividade de adultos (18-60 anos)

também é justificada pela importancia de homogeneizar a amostra quanto a variagées do microbioma
devidos ao envelhecimento do trato digestorio.

Critério de Excluséo:

Sem alteragdo na dieta nos ultimos trés meses, sem comorbidades, sem uso de antibidticos, laxantes e anti-
inflamatodrios e sem alteracoes intestinais na ultima semana; cinco individuos adultos (18-60 anos) do sexo
masculino, eutréficos vegetarianos ha mais de um ano, sem alteragcdo na dieta nos Ultimos trés meses, sem
comorbidades, sem comorbidades, sem uso de antibiéticos, laxantes e anti-inflamatérios e sem alteracées
intestinais na dltima semana e cinco individuos adultos (18-60 anos) do sexo masculino, obesos, sem
alteracdo na dieta nos ultimos trés meses, sem

uso de antibiéticos, laxantes, imunossupressores e anti-inflamatérios e sem alteragdes intestinais na dltima

semana.

Enderego: Chacara Butignolli, s/n

Balrro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municiplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mall: cep@ fmb.unesp.br
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar o microbioma intestinal dos pacientes com psoriase, identificar mudangas no microbioma
intestinal apés a intervengdo com acido ursédexicélico oral e a gravidade clinica da psoriase.
Objetivo Secundario:

-Descrever as caracteristicas do microbioma intestinal de pacientes brasileiros com psoriase;-Comparar as
caracteristicas do microbioma intestinal de pacientes brasileiros com psoriase com controles eutréficos,
obesos e vegetarianos;-Correlacionar o microbioma intestinal com as formas clinicas de psoriase;-Avaliar o
microbioma intestinal nos pacientes com psoriase apds suplementagéo oral do acido ursédexicolico (300mg)
por 6 semanas; -Avaliar a gravidade clinica da psoriase apds suplementagcdo oral do &cido ursodexicolico
(300mg) durante 6 semanas;-Avaliar a tolerabilidade do acido ursédexicolico oral nos pacientes com
psoriase.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Pode ocorrer diarréia com a ingestdo do &cido biliar, os pacientes serdo orientados e acompanhados
durante o tratamento. E importante ressaltar que o tratamento estabelecido pelo ambulatério de
dermatologia sera mantido durante o trabalho, ndo havera interferencia no protocolo habitual, sera apenas
acrescentado a suplementagdo com o &cido ursodesoxicélico. No periodo de intervencdo, podem ocorrer
efeitos colaterais como fezes

pastosas e diarreia. Estaremos em contato direto para qualquer davida ou intercorréncia com os pacientes
em estudo. Pode haver constrangimento durante a entrevista e coleta de fezes.

Beneficios:

Os resultados deste projeto devem aumentar o conhecimento sobre a doenga e aludir ao desenvolvimento
de novos tratamentos. Os pacientes com psoriase submetidos & intervengao com acido ursodesoxicolico
irdo ter esta suplementacéo gratuita e assistida pelo médico responsavel.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante, exequivel. Financiamento proprio, com custo de R$23.150,55.

Enderego: Chéacara Butignolli, s/n

Balrro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Munliciplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mall: cep@ fmb.unesp.br

Fagina 03 os 08

77



Comes de E1iea prr Pesquisa
om Srree Mumanor

(Ef!@ UNESP -FACULDADE DE £ Plobaforma
< MEDICINA DE BOTUCATU asil

PP el s COMER owe 04000 TOWY

Continuagéo do Parecer: 3.743.366

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Apresentou documentagdo obrigatéria. Apresentou 3 TCLEs corrigidos, conforme solicitagdao do Colegiado,

anteriormente: a)Jum para o grupo controle; b) um para a etapa de caracterizagdo do microbioma e da

psoriase no momento inicial da pesquisa e c)outro TCLE para a intervencdo com o &cido ursodesoxicolico.

Anexado documento enviado pelo pesquisador.

Ainda em relagdao aos TCLE, os TCLE 1 (Grupo controle) e TCLE 2 (Grupo psoriase mas sem
esclarecimento sobre a intervencdo) consta a informagdo equivocada que o participante sera convidado a
participar na pesquisa apos ja ter sido entrevistado quanto a seus habitos alimentares e examinado quanto a
peso e altura.

Uma observagdo menor sobre os TCLEs diz respeito ao posicionamento dos dados da orientadora

diretamente abaixo do campo dedicado a assinatura do participante, algo que pode gerar alguma confusdo.

O ideal seria que abaixo da assinatura do participante constasse seu nome e que os dados da orientadora
estivessem abaixo dos dados da pesquisadora principal.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Apés analise em REUNIAO ORDINARIA, o Colegiado deliberou APROVADO o projeto de pesquisa
apresentado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberacdo do Colegiado, em REUNIAO ORDINARIA do Comité de Etica em Pesquisa
FMB/UNESP, realizada em 02/12/2019, o Projeto de Pesquisa encontra-se APROVADO.

O Projeto de Pesquisa devera ser iniciado apés aprovagdo do CEP.

Ao final da execucgdo da Pesquisa, o Pesquisador devera enviar o Relatério Final de Atividades, na forma de
Notificagcdo, via Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa FMB/UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Chacara Butignolli, s/n

Balrro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Munlciplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mall: ocep@ fmb.unesp.br
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
TCLE / Termos de  |tcle_mi.pdf 04/12/2019 |SILVANA ANDREA Aceito
Assentimento / 09:30:28 | MOLINA LIMA
Justificativa de
Auséncia
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/11/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1390834.pdf 08:26:57
Outros Cartaresposta.pdf 29/11/2019 |Tatiana Cristina Aceito
08:26:38 | Figueira Polo

TCLE /Termos de | TCLEcorrigidos.pdf 29/11/2019 |Tatiana Cristina Aceito

Assentimento / 08:24:48 |Figueira Polo

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |projetocomtrackchanges.pdf 29/11/2019 |Tatiana Cristina Aceito

Brochura 08:23:56 | Figueira Polo

Investigador

Projeto Detalhado / |projetocompleto.pdf 29/11/2019 | Tatiana Cristina Aceito

Brochura 08:23:19 | Figueira Polo

Investigador

Outros formularios.pdf 31/10/2019 | Tatiana Cristina Aceito
10:50:11 | Figueira Polo

Outros regulamento_biorrepositorio_pdf 25/09/2019 | Tatiana Cristina Aceito
14:57:05 |Figueira Polo

Outros TermoDeAnuencialnstitucional. pdf 23/07/2019 | Tatiana Cristina Aceito
17:22:30 | Figueira Polo

Outros AnuenciaHcfmbSipepdf. pdf 23/07/2019 | Tatiana Cristina Aceito
17:21:32 | Figueira Polo

Declaragéo de AnaliseDgaaSipe240pdf.pdf 23/07/2019 |Tatiana Cristina Aceito

Instituicdo e 17:21:06 | Figueira Polo

Infraestrutura

Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada.pdf 23/07/2019 | Tatiana Cristina Aceito
17:19:11 | Figueira Polo

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

N&o

Enderego: Chéacara Butignolli, s/n

Balrro: Rubido Junior CEP: 18.618-970

UF: SP Munliciplo: BOTUCATU

Telefone: (14)3880-1609 E-mall: ocep@ fmb.unesp.br
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BOTUCATU, 04 de Dezembro de 2019

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador(a))
Enderego: Chacara Butignolli, s/n
Balrro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Munliciplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mall: cep@ fmb.unesp.br

Pagina 08 ds 08

80



Bactérias implicadas nos estudos de microbioma

intestinal e psoriase

81



Bactérias implicadas nos estudos de microbioma intestinal e psoriase

Fonte Bactéria Fungao
Staphylococcus aureus Psoriase mais grave
Gao et al., PloS ONE. 2008; aumento de th17
3:€2719.
Streptococcus Inflamac&o sitémica
Lewis et al.Clin. Dermatol.2019; pyogenes
97:160-166.
Gao et al.PloS ONE. 2008; Cutibacterium Reducao de Treg
3:€2719. Staphylococcus
epidemidis
Shapio et al.J Firmicutes Diferenga na beta diversidade
Dermatol.2019;46:595-603 Antinobacteria Aumento nas vias metabdlicas na
Blautia funcéo do LPS
Faecalibacterium
Huang et al.Sci China Life Bacteroidetes Gravidade da psoriase
Sci.2019;62:807-15. Antinobacteria
Huang et al.Sci China Life Veillonella Aumento de PCR
Sci.2019;62:807-15.
Hidalgo-Cantabrana et al.Br J Antinobacteria Baixa diversidade bacteriana
Dermatol.2019;181:1287-95. Firmicutes Diferenca na abundancia relativa
Codoner et al.Sci Akkermansia Translocagao bacteriana
Rep.2018;8:3812. Faecalibacterium Maior estado inflamatorio
Ruminococcus
Eppinga et al.J Crohns Ecoli Aumento de PCR
Colitis.2016;10:1067-75. Baixa abundancia
Dei- Cas.et al. Sci Faecalibacterium Regulagéo de células Th17
Rep.2020;10:1-11. Blautia Menor diversidade
Firmicutes
Proteobacteria
Dei- Cas.et al. Sci Faecalibacterium Produtor de butirato
Rep.2020;10:1-11. prausnitzii
Scher et al.Arthritis Coprococcus Maior diversidade bacteriana
Rheumatol.2015;67:128-39. Akkermansia
Ruminococcus
Pseudobutyvibrio
Bacteroidetes
Tan et al.Exp Bacteroides Ativagao de Th17
Dermatol.2018;27:144-9. Enterococcus Obesidade
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Use of ROC curves in clinical and experimental studies
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Decision-making in clinical practice and
operationalization in research are both dependent
on precise and objective definitions of phenomena
or outcomes (e.g. sick vs. healthy, severe vs. mild,
operable vs. inoperable). However, such classifications
are not always direct or unequivocal and secondary
elements may be needed for categorization. Moreover.
several conditions have more than one system that
can be used for diagnosis, such as diabetes mellitus
(fasting glycemia vs. oral glucose tolerance test),
critical ischemia (clinical parameters vs. percentage
arterial obstruction), or depression (DSM V criteria
vs. the Beck inventory), and each classification has
different sensitivity and specificity.!

In truth, in the majority of cases the criteria used
to classify outcomes are not completely predictive,
leading to incorrect classification of a proportion of
sick (false negatives) or healthy individuals (false
positives), so it is important fo compare the effectiveness
of the different classification systems.

A series of statistical estimators are used to analyze
the performance of classificatory models and one of the
most widely used is the receiver operating characteristic
(ROC) curve. This is a graphical representation of
the performance of a quantitative data model plotting
its sensitivity (proportion of true positives) against
the proportion of false positives (1-specificity) for
different test values.*’ Classificatory systems based
on clinical symptoms, diagnostic scales, radiological
findings, assays of different substances and. primarily.
choice of the optimal cutoff points to maximize the
performance of diagnostic tests are the most common
applications for ROC curves.5!

Figure 1A illustrates an example of a hypothetical
test with high sensitivity and high specificity for
diagnostic classification. This hypothetical test (test 1)
has two distribution curves for the test results of sick
and healthy individuals. Point A1 is the value at which
best performance is achieved, considering both false
positive and false negative rates (the point of maximum

entropy). In turn, point A2 offers maximum specificity,
because values higher than this point will not classify
any false negatives, while point A3 is the point at
which greatest sensitivity is reached, since values
below this point will not classify any false positives.
A duplex scan of the carotid is one example of a test
that has this type of performance. with findings that
are highly predictive of carotid stenosis.??

The ROC curve for test 1 (Figure 1B) illustrates
how sensitivity and specificity vary as cutoff points
change, making it easy to identify points Al, A2,
and A3. As a cutoff point with higher sensitivity is
chosen, the diagnostic classification is unavoidably
penalized by lower specificity, and vice-versa.

The closer the ROC curve approaches to the top
left corner of the graph, the better the quality of the
test in terms of its capacity to discriminate between
groups. Moreover. the diagonal reference line on the
ROC graph equates to a totally random region, where
a test is incapable of classifying either healthy or sick
individuals (sensitivity = specificity).

It is also possible to compare the performance of
two or more classificatory models (or diagnostic tests)
simultaneously using their ROC curves. Figure 2
illustrates two other tests (tests 2 and 3) for classifying
sick and healthy individuals. The results curves for
test 2 (Figure 2A) illustrate that there is a certain degree
of superimposition of values from cases over values
from controls, but show that the test performs well
at low values (high sensitivity). A D-dimer assay for
diagnosis of deep venous thrombosis is one example
of a test with this behavior: very low values safely
rule out the disease, but high values need additional
confirmation (risk of false positive).??

On the other hand, test 3 (Figure 2B) adequately
classifies sick individuals (high specificity). but is
compromised by the possibility of false negatives.
The ankle-brachial index is one example of a test
with this behavior, since it is highly predictive of
cardiovascular outcomes when results are abnormal,

'Universidade Estadual Paulista — UNESP, Faculdade de Medicina de Botucatu, Departamento de Dermatologia e Radioterapia, Botucatu, SP, Brasil.
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Figure 1. A) lllustration of the distribution curves of results of a
hypothetical test to classify patients as sick or healthy. B) ROC
curve for the results of test 1 plotting sensitivity against false
positive rate. Point A1 is the test value (cutoff point) with greatest
sensitivity and specificity (greatest proximity to the upper-left
corner of the graph). Point A2 is the test value above which
maximum sensitivity is achieved (zero false positive). Point A3
is the point of maximum specificity, below which there will be
no false negatives.

but normal results do not rule out this risk.'* Plotting
the ROC curves for tests 1, 2, and 3 (Figure 2C) on the
same graph demonstrates at which values sensitivity
is optimized as a function of specificity.

In addition to analysis of points along the curve
itself, ROC curves can also be used to indicate the
dimension of an effect. The indicator most used is the
area under the curve (AUC). The AUC is the result
of integration of all of the points along the path of
the curve and simultaneously computes sensitivity
and specificity, offering an estimator of the overall
behavior and accuracy of a test.’* The AUC offers an
estimation of the probability of correctly classifying
a random subject (test accuracy); an AUC of 0.7
indicates a 70% likelihood of correctly classifying
the case. In general, AUC values are interpreted as
follows: 0.5-0.6 (failed), 0.6-0.7 (worthless), 0.7-0.8
(poor). 0.8-0.9 (good), > 0.9 (excellent).’ There are
various algorithms for calculating the AUC: if the

ROC Curves
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Figure 2. A and B) Illlustration of the distribution curves for the
results of tests (tests 2 and 3) to classify patients as sick or healthy.
C) ROC curves for the results of Tests 1, 2, and 3, plotting their
sensitivities against their false positive rates.

ROC curve follows a smooth, curved, and symmetrical
path (e.g. Figure 1B), a parametric estimator can be
used, but if the curve has “steps” and asymmetries,
then a non-parametric method must be chosen, which
is more common in biomedical experiments.

The sensitivity and specificity points and the AUC
estimate all have inferential properties with standard
errors that are dependent on their effect sizes and
the sample size. AUC statistics should therefore be
presented together with their 95% confidence intervals.
enabling comparison with the null hypothesis, for
which AUC =0.5.

In Figure 2C, it can be observed that test 1 has the
best overall performance, with an AUC of 0.96 (95%
confidence interval [CI) 0.95-0.97: p<0.01]. The AUC
fortest 215 0.77 (95%CI 0.75-0.79; p <0.05) and the
AUC for test 3 is 0.87 (95%CI 0.85-0.89; p < 0.05).

Polo et al.) Vasc Bras. 2020;19:e20200186. https://doi.org/10.1590/1677-5449.200186 2/4



There are several circumstances in which a test
may be chosen for its high sensitivity. even having
low specificity (or vice-versa). if it is cheaper or more
accessible, which is the case of rapid tests for HIV
screening.' In the examples, tests 2 and 3 achieve high
sensitivity or specificity using specific cutoff values,
even though overall performance is not superior to
test 1.° Researchers should therefore be careful not
to generalize the AUC value as the only measure of
test utility. In such situations a partial AUC value
can even be calculated, within a set range of test
values, maximizing comparability between different
classification methodologies. However, such analyses
are beyond the scope of this text.}72°

Construction of a ROC curve is not dependent
on data following a normal distribution and is not
substantially affected by sample asymmetry of positive
or negative cases. However, it is fundamentally
dependent on unequivocal a priori classification of
cases and controls, generally using a gold standard
diagnostic test or examination (e.g.. autopsy or
pathology).>*!?2 Sample size estimation for studies
using ROC curves are primarily dependent on type
I and IT (power) errors and the estimated AUC for
each test.”?* Sample sizes and the most important
characteristics of ROC curves can be estimated on-
line using tools available on the easyROC website
(http://www.biosoft.hacettepe.edu.tr/easyROC/). 2%

Use of ROC curves has been extended to evaluation
of the performance of multivariate models for diagnosis,
prognosis, machine learning (e.g.. image or voice
recognition), and data mining. Recently, Amato et al.?¢
conducted a cross-sectional study using clinical
information and a bank of images from 110 patients
who had undergone angiotomography of the aorta to
predict identification of the artery of Adamkiewicz.
Using multivariate analysis. they constructed a
predictive model and evaluated its discriminatory
properties using a ROC curve, showing that it enabled
correct identification in 61% of the patients using a
combination of nine covariates.

It is also possible to use ROC curves to represent
ordinal classifications (e.g.. mild, moderate, severe;
stage I-IV; intensity from O to 4+), rather than binary
classes,” for two or more simultaneous classifications
(ROC surface),®3% and the results of ROC curves can
be adjusted for other covariates using multivariate
models (e.g., multiple logistic regression).’! However,
these procedures demand input from an experienced
statistician.

Finally, ROC curves are a very robust and infuitive
option for description and comparison of classification
models, in addition to providing support for choice of
cutoff points to optimize categorization of phenomena.

ROC Curves

‘When employed in research, the parameters used must
be precisely described in the methodology.
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Concerning the heterogeneity of the studies included in
meta-analyses. Comment on: “Effects of hydrolyzed
collagen supplementation on skin aging: a systematic
review and meta-analysis”

Dear Editor,

The oral supplementation of hydrolyzed collagen (HC) is
purported as an effective intervention for improving signs of skin
aging, despite controversial results in biomedical literature.
Therefore, we read with interest the meta-analysis from de Mir-
anda et al” in which they conclude that the ingestion of HC for
90 days is effective in diminishing signs of skin aging because
it reduces wrinkles and improves skin elasticity and hydration.
Notwithstanding, we have some concerns about the interpreta-
tion of the results.

International Journal of

Dermatology

Neither the main research question nor the exclusion cri-
teria of the studies selected were disclosed, hampering the
reproducibility of this research.2® The protocol was not regis-
tered in an international database (e.g., PROSPERO) whose
external review minimizes the risk of bias. The funding
sources of the independent studies were not declared®® In
addition, the authors utilized multiple outcomes and combined
the effects of different measures, leading to incongruous con-
clusions.

The main forest plots (elasticity, hydration, and roughness)
resulted in an I = 93%, and this considerable heterogeneity is
a magjor limitation for pooling the results. This was also
observed for most of the subgroup analyses, and the two sub-
group forest plots in which the heterogeneity was tolerable

Study, Dosage, Length Std Mean Difference.
Bolke; 2019 - 2.5g x 12w - 1.15[0.68, 1.62)
Choi; 2014 - 3g x 12w L = 2.03[1.19, 2.87]
Inoue; 2016 - 0.5g x 8w I-I—i 0.25 [-0.28, 0.78]
Inoue; 2016 - 10g x 8w I—l—{ 0.54 [-0.01, 1.09)
Ito; 2018 - 10g x 12w —— -0.23 [-1.09, 0.63)
Koizumi; 2018 - 3g x 12w - 2.27 [1.80, 2.74)
Myanaga; 2020 - 1g x 12w }-—l—l 0.33 [-0.16, 0.82)
Myanaga; 2020 - 5g x 12w Fa 0.27 [-0.22, 0.76]
Nomoto; 2020 - 10g x 8w |- 1.17 [0.54, 1.80]
Sagswuan; 2020 - 5g 4w ‘. 0.80 [0.15, 1.45)
Schwartz; 2019 - 0.6g x 12w I-I-l 0.50 [0.183, 0.87])
Sugihara; 2015 - 2.5g x 8w I—I—l 0.60 [0.07, 1.13]
Yoon; 2014 - 3g x 12w Ha 0.31 [-0.28, 0.90)
RE Model - 0.77 [0.38, 1.15]
| | I I I 1
2 -1 0 1 2 3
Observed Outcome
Heterogeneity: I° = 84%; p<0.001
Meta-regression (Empirical Bayes):
Effect of dosage (p=0.972);
Effect of intervention length (p=0.474).

Figure 1 Forest plot for the combined standardized results, dosage, and length of treatment from the included studies evaluating skin
elasticity in patients supplemented with hydrolyzed collagen (HC) and patients in the placebo group

© 2021 the International Society of Dermatology
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Figure 2 Funnel plot for the combined standardized results of the
included studies evaluating skin elasticity in patients supplemented
with hydrolyzed collagen (HC) and patients in the placebo group

(1% < 60%) resulted in no improvement (including the supple-
mentary material).* Furthermore, the authors combined different
brands of HC, dosages (500-10 g), association with antioxi-
dants, lengths of intervention (4-12 weeks), age-groups of par-
ticipants, measurements from different body sites, and small
sample size trials (n < 30).

As the process of data selection was not clearly described,
the analysis of publication bias is impracticable. In addition, the
authors did not define which outcome was used to compose the
funnel plot, in which asymmetry suggests publication bias; this
kind of bias occurs in more than 30% of the meta-analyses in
dermatology.®

Moreover, the risk of bias in the study was underrated.
Most of the selected trials did not use allocation concealment,
and the method of randomization, despite Figures 9 and 10,
neglected it. Most studies underreported the reasons for drop-
outs and missing data and the groups in which they occurred.
Additionally, the mean values were mistyped for some analyses
(e.g., Figure 3: Koizumi, Proksch, and Yoon).

In an attempt to reanalyze the data on skin elasticity, we
excluded the study from Czajka, Genovese, Proksch, and
Zmitek because they used different measurement techniques
for elasticity, rectified sample sizes and measures, and
included a recent publication with 99 adult Japanese women
who were randomized to use a placebo or two HC regimens
(1g and 5@)° Despite the pooled results that indicated
improved skin elasticity, the heterogeneity remained high
(12 = 84%), and the funnel plot still suggested publication bias
(Figures 1 and 2). Furthermore, in a meta-regression analysis,

International Journal of Dematology 2021

neither dosage nor length of HC use influenced the elasticity
results.

Meta-analyses are important in improving the precision of
the evidence, especially for controversial issues, such as oral
HC for aging skin. Notably, in dermatology, >90% of systematic
reviews and meta-analyses are of low quality. Moreover, seri-
ous spin was identified in 74% of the abstracts from meta-anal-
yses of atopic dermatitis.” ® As meta-analyses and systematic
reviews strongly influence health policies and prescription
habits, a critical appraisal of the methods and reporting quality
is mandatory.™

In conclusion, the meta-analysis from de Miranda et al
grouped heterogeneous studies and provided spinning conclu-
sions. We recommend the authors change their conclusion to
reflect that, “because of the low quality and heterogeneity of the
available studies, further large-sample double-blind randomized
controlled trials, especially using histological outcomes, are nec-
essary to establish HC effectiveness on skin aging”.
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IMPACT OF THE PANDEMIC (COVID-19) ON EATING BEHAVIOR AND PHYSICAL
ACTIVITY ROUTINE IN BRAZIL: AN INTERNET-BASED SURVEY

RESUMO

Redugdo da mobilidade e de contato interpessoal foram recomendados a populagdo para
controle da pandemia (COVID-19). O objetivo foi dimensionar os principais efeitos quanto
ao habito alimentar, atividade fisica e alteragao do peso de brasileiros. Estudo transversal,
a partir de dados coletados de inquérito na Internet. Foram representadas prevaléncias nas
alteragOes de ingesta alimentar e de atividade fisica; padroes dietéticos revelados por analise
de cluster e os fatores associados a variagao do peso por modelo linear generalizado. Foram
avaliados 2.907 participantes, 75% mulheres, idade média de 42 anos. A comparagdo do
peso antes da pandemia, mostrou que 11% dos eutroficos tornaram-se sobrepeso, 23%
evoluiram para obesidade e 40% dos que eram ativos, tornaram-se sedentarios. Aumentou
o consumo de paes, doces, chocolate e vinho. O ganho de peso foi associado a maior faixa
etaria, sedentarismo, exercicio de baixa intensidade, menor escolaridade. dieta ocidental
e carboidrato simples. Os principais fatores emocionais relatados foram: ansiedade,
medo, estresse, depressdo, indisposi¢do, dificuldade para dormir, inatividade fisica,
compulsdo alimentar e alteracdo de humor. Os resultados apontam mudangas no estilo de
vida decorrentes da restrigdo social que implicam em risco para saude: aumento de peso,
sedentarismo, consumo de alcool e dieta com alta densidade energética.

Palavras-chave: infecgcdes por coronavirus; quarentena; estilo de vida: obesidade;
sedentarismo.
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ABSTRACT

Reduced mobility and interpersonal contacts were recommended to the entive population for the
control of the COVID-19 pandemic. The objective of this study was to measure the main effects of
this social restriction in terms of eating habits, physical activity, and weight change, of Brazilians.

This is a cross-sectional study, based on data collected from an Internet survey. The prevalence of
changes in food intake and physical activity was represented. Dietary patterns were revealed using
hierarchical cluster analysis. The factors associated with the variation in body weight were explored
using a generalized linear model. 2,907 participants were evaluated, 75% of whom were female,

and the mean age (sd) was 42 (14) years. As for body weight compared to before the pandemic,

11% of eutrophic people became overweight;, and 23% of those who were already overweight,

progressed to obesity. As for the practice of physical activity, 40% of those who were active, became

sedentary. The foods with the greatest increase in consumption were bread (40%), sweets (39%),

chocolate (30%) and wine (27%). Body weight gain was associated with a higher age group,

physical inactivity, low-intensity physical activities, less education, adherence to Western standard
diets, and simple carbohydrates (p<0.01). Factors related to lifestyle changes in the pandemic

have been reported, such as: anxiety, fear, stvess, depression, malaise, change in family and work
routine, difficulty sleeping, physical inactivity, binge eating, insecurity, increased work and change

in mood. The results point to changes in lifestyle resulting from social restriction that imply health

risk: weight gain, physical inactivity, alcohol consumption, and high energy density diet.

Keywords: coronavirus infections;, Quarantine; Lifestyle; obesity; sedentary lifestyle.
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INTRODUCAO

A COVID-19 € uma doenga infecciosa causada pelo coronavirus da sindrome res-
piratoria grave 2 (SARS-CoV-2), que surgiu em dezembro de 2019 na China, e se espa-
lhou para o mundo. Os primeiros registros no Brasil datam de fevereiro de 2020 (WU et
al,2020). Diante da potencial gravidade da doenga, alta infectividade e rapida difusdo ao
redor do planeta, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) declarou emergéncia interna-
cional em saude publica em 11 de margo de 2020, implementando medidas de controle e
prevencao para contingenciamento da pandemia, entre elas, a restricio de mobilidade e
distanciamento social (RODRIGUEZ,2020).

Popularmente denominado “isolamento social”, as principais estratégias para restri-
¢ao de mobilidade e contato interpessoal, foram o fechamento de escolas, do comércio ndo
essencial e de areas publicas de lazer. Portanto a populagao teve que aderir ao isolamento
social para prevencdo da infecgdo pelo COVID-19, para atenuar a curva de contagio e re-
duzir a demanda hospitalar (FARIA 2020).

Dietas com maior aporte de alimentos ultraprocessados, com alto teor de agucares,
gorduras e o sedentarismo, sdo os principais elementos associados a obesidade, um agravo
em ascendéncia em todo o mundo, cuja associagao com mortalidade cardiovascular e neo-
plasias, fazem-na um problema prioritario de satude publica (STREB et al.,2020).

A pandemia, o impacto econdmico e o isolamento social confribuiram para o aumen-
to do estresse psicologico e a dificuldade em lidar com a ameaca a saude, o que corrobora
para o descontrole alimentar, compulsao e em alguns casos, dificuldade em se alimentar(-
VAN et al.,2000). As medidas de controle da mobilidade, com fechamento de academias e
locais para a pratica de atividade fisica também levaram a limitacao daqueles que estavam
motivados a se exercitar de forma regular(BROOKS et al..2020).

Estas situagdes de estresse emocional que alteram as praticas alimentares, estimula
o consumo de alimentos com maior densidade energética, com alto teor de agucares, gor-
duras e ultraprocessados que, associado a diminui¢3o da atividade fisica sdo fatores e risco
para o aumento de peso de desenvolvimento das doencas cronicas nio transmissiveis e
neoplasias (STREB et al.,2020).

OBJETIVO
Dimensionar os principais efeitos da restricao de social pela pandemia quanto aos
habitos alimentares, pratica de atividade fisica, e alteragcao do peso, de brasileiros.
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METODOS
Estudo transversal exploratorio. O projeto fo1 aprovado pelo comité de ética institu-
cional (CAAE: 35562720.4.0000.5411), e conduzido entre 31julho e 24 agosto de 2020.

Os dados foram obtidos através de um formulario enviado por meio eletrénico,
(whatsapp e facebook), desenvolvido na plataforma Google Forms, foi elaborado pelos
pesquisadores, composto por perguntas objetivas sobre modificagdes do habito alimentar e
pratica de atividade fisica durante o periodo de isolamento social para o enfrentamento da
pandemia COVID-19.

O link para acesso e preenchimento do formulario fo1 distribuido para 510 numeros
de telefones celulares validos, disponiveis nos contatos dos pesquisadores, convidando-os
para participar da pesquisa e solicitando alavancagem do formulario entre os seus conta-
tos pessoais (snowball sampling), configurando uma amostra nao probabilistica com viés
de conveniéncia. Naio foi necessario nenhum tipo de identificagao dos respondentes € a
participacdo foi voluntaria. A pesquisa reuniu dados em meio ao universo da populagio
brasileira, mais especificamente entre aquela que dispde de algum equipamento digital com
acesso a Internet, configurando uma amostra nao probabilistica com viés de conveniéncia.
Registros duplicados e inconsistentes foram excluidos da analise (MIOT,2019).

As prevaléncias das alteracdes dietéticas e da atividade fisica foram representadas
pelos percentuais e seu intervalo de confianca de 95%. Os padroes de consumo alimentar
dos participantes foram avaliados a partir da analise de cluster hierarquico, método de Ward
(ORMAN, STREINER 2014). Os pesos relacionados a aderéncia a cada padrao alimentar
dos participantes foi atribuido pelo componente linear de cada padrio identificado.

A variagdo percentual do peso foi analisada de acordo com sexo, faixa etaria, IMC
(indice de massa corporal), variagdo da atividade fisica e o peso dos padroes alimentares,
de forma multivariada, por modelo linear generalizado (analise robusta).

Para representar uma prevaléncia de 40% nas mudangas no estilo de vida, com um
erro-padrao de até 2%, foram estimadas a necessidade de 2.305 entrevistas (erro alfa: 5% e
erro beta: 20%) (MIOT, 2011). Essa amostra foi suplementada, visando enriquecer a repre-
sentatividade de subgrupos (sexo, idade e IMC) para analise multivariada.

Os dados foram analisados no software IBM SPSS 25. O nivel de significancia foi
definido como p=0.01.

RESULTADOS

Foram avaliadas 2.907 entrevistas validas, entre voluntarios brasileiros. Os princi-
pais dados da amostra estudada estdo descritos na tabela 1. Destaque-se a representativida-
de de diferentes faixas etarias, predominancia do sexo feminino e do ensino superior.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas, socioecondmicas e antropométricas dos

entrevistados (n=2.907).
"aridvels Resultados
n (%)
Sexo
Femiamo 2173 (74.8)
Mazculine 734(23.2)
Idade (anoz) 42,58 (14.4)
<30 727 (25.0)
31-60 1823 (62.8)
>60 355(12.2)
Escolandade
Ensino Nio Superior 237(8,2)
Ensino Superior 2670(91.3)
Meédia (DP)
IMC (kg'm)Antes da pandemia 15,6 (4.8)
<185 30(2)
1852240 1430 (40.5)
25.20.9 030 (32,0
=30 479 (16,3)
Variagdo do pesc (%) 1.48(3.2)
Frequéncia de atividade fisica antes da pandemin
n Y IC 95 %
Nenhuma 1147 395 37.7-413
<2x/semana 133 33 43-61
3-4x/semana 345 18.8 17.4-20.2
3-Tx/semana 1060 36,5 34,8-38,3

n (¥5); ** Madia (DP); kz: quilozramas; cm: cenfimeto:; iy - metos quadrados; IMC: [ndica de Ma:sz Corporal

De acordo com os dados de peso e altura relatados, mesmo antes da pandemia, 48,5%
da amostra ja se apresentava sobrepeso ou obesidade. E baixa frequéncia de atividade fisica
e alta prevaléncia de sedentarios (39,5%).

Com a pandemia o aumento do peso de, ao menos de 5%, ocorreu em 21.4% da
amostra. Considerando-se o indice de massa corporal (IMC), 13% da amostra que estava
abaixo do peso (IMC<18,5 kg/m?) passou para eutrofia, 10,9% dos eutréficos (IMC
18.5-24.9 kg/m®) tornaram-se sobrepeso e 23% eram sobrepeso (IMC 24.9-20 9 kg/m?),
evoluiram para obesidade (IMC =299 kg/m?). Dos 701 (39,9%) participantes que eram
ativos, tornaram-se sedentarios, enquanto apenas 393 (34,2%) dos sedentarios tornaram-se
ativos (Tabela 2).

96



Reviata POLO, Tatiana Cristina Figueira: MIOT, Helio Amante; PAPINI, Silvia Justina.
s a(mu' a IMPACTO DA PANDEMIA (COVID-19) NO COMPORTAMENTO ALIMENTAR E
ROTINA DE ATIVIDADE FISICA, NO BRASIL: UM INQUERITO BASEADO NA

INTERNET. SALUSVITA, Bauru, v. 40, n.2, p. 11-24, 2021.

Chen ¢l as Moo © 08 $a05e

Tabela 2: Alteragoes no peso corporal e atividade fisica dos entrevistados (n=2.907)

n Percentual (99) IC 954
Aumento do peso maior que 1080 140 5.1 4460
Auvaentn do peso maior gue 5% 613 2114 20,0-25.0
Frequéncia de advidade fisica na pandemia
Nenbuwma 1454 30,1 4835109
xzemana 183 63 55-7,2
3 —dx semana 488 16.8 155-18.2
3 = Tx semana 778 26.8 252285
Intensidade da advidade fisica na pandemia
Leve 1378 474 474-826
Modeczada Tntensa 306 174 17.4-100,0

Quanto a alimentacdo, os alimentos com maior aumento no consum durante a
pandemia estdo listados na tabela 3, destaca-se paes, doces, chocolate e vinho.

Tabela 3: Aumento na ingesta alimentar durante a pandemia (n=2.907).

Alimento n Porcentagem (99) I1C 95%
Pacabolos 1150 39,6 37,8415
Doces 1126 38,7 37405
Chocolate 868 2009 28,2-3L5
Vinho 777 26,7 25,1.284
Café'cha 685 23,6 22-25.1
Frutaz 63Q 22, 20,5.23.5
Saladas Folhas 623 214 2023
Fasi foodlanches 607 208 19,4.224
Pizza 602 207 19,3.222
Massas Macanio 551 19.0 17,6-204
Cerveja 468 161 14,.8-17.5
Refrigerantes 437 15,0 15.8-164
Aoz ¢ fefjao 407 140 12,8-1535
Cames 372 12,8 11,5-14

Odendrogramadafigura 1 evidenciouquatropadrdesalimentaresentre os participantes
que foram denominados “saudavel” (arroz, cames, frutas e saladas), “carboidratos simples™
(paes, bolos, doces e chocolate), “ocidental” (fast-food, pizza, refrigerantes e massas) e
“bebidas estimulantes™ (vinho, cerveja e caf€). Para cada participante foi1 atribuidos pesos,
variando de 0 a 1, dependendo da aderéncia aos padrdes alimentares identificados.
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Figura 1. Dendrograma dos padrdes do consumo alimentar na pandemia (n = 2.907).
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As modalidades de atividade fisica relatadas pelos participantes foram muito di-
versificadas e foram consideradas como “Atividade fisica de lazer/baixa intensidade™ os
relatos de: exercicios em casa, caminhada, danga, pilates, yoga, hidroginastica, treino fun-
cional, subir escada, trabalho no campo. mobilidade, pesca, método derose, pole dance,
alongamento, plataforma vibratoria, faxina, servicos domeésticos, jump, tai chi chuan; e,
como “Esporte/Exercicio fisico moderado/alta intensidade™ academia, ciclismo, corrida,
natacao, crossfif, basquete, futebol, muay thai, artes marciais, futevélei, remo, capoeira, e
hiit.

A analise multivariada (Tabela 4) revelou que as variagdes do peso corporal se as-
sociaram de forma positiva a2 maior faixa etaria, aderéncia as dietas de padrao ocidental e
carboidratos simples porém, se associou inversamente a maior nivel de estudo, ao estado
nutricional (IMC) pré-pandemia, aderéncia a dieta saudavel, maior frequéncia e intensida-
de de atividade fisica.
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Tabela 4. Modelo linear generalizado estimando a variagao percentual no peso durante a
pandemia, de acordo com as principais covariaveis (n = 2.907).

Variavel Estimador beta IC 95% p-valor
Sexo feminino 0,10 033a020 0,655
Faixa etaria
=60 anos 0,75 0,16a 1,34 0,013
31 a 60 anos 0,78 033a1.23 0,001
<30 anos 1,00 (-)
Ensino superior -2,07 -2,86a-128 <0,001
IMC pré-pandemia -0,10 0,14 a -0,05 <0,001
Intensidade da atividade
Moderada / alta -1,79 -230a-1.28 <0,001
Baixa intensidade -1,26 -1,70a -0,82 <0,001
Sem atividade 1.00 (=)
Atividade fisica >2x/sem -0,57 -097a-0.17 0,006
Padrdes alimentares
Ocidental 3,50 4292759 <0,001
Carboidratos simples 3,59 4.17a 1424 <0,001
Bebidas estimulantes 0.70 1,38a4,14 0,042
Saudavel -2.41 -3,16a-1.67 <0,001

p(modelo) < 0,01; p(intercepto) < 0,01; IMC: indice de massa corporal.

Quanto a questdo aberta, ao final do formulario os principais pontos relacionados a
mudanga do estilo de vida na pandemia, levantados pelos entrevistados foram: ansiedade,
medo, estresse, depressdo, indisposi¢dao, mudanga na rotina da familia e do trabalho, di-
ficuldade para dormir, inatividade fisica, compulsdo alimentar, inseguranca, aumento do
trabalho e alteragao de humor.

DISCUSSAO

Desde a gripe espanhola ha mais de um século, a humanidade como um todo ndo
teve de lidar com uma pandemia, cuja necessidade de isolamento social e os agravos psi-
cologicos refletiram diretamente no estilo de vida das pessoas, especialmente nos habitos
alimentares e a pratica de atividade fisica.

O isolamento social pode influenciar na ingestao alimentar, no gasto de energia, afe-
tar o balango energético e contribuir para o ganho de peso (BHUTANI, COOPER, 2020).
Quando o valor calorico ingerido € superior ao gasto, o balango energético diario torna-se
positivo, promovendo aumento do estoque de energia em forma de gordura, por consequén-
cia ocorre ganho de massa corporal gorda. A longo prazo, predispde a obesidade, condigdo
que ja € considerada uma epidemia mundial, independente da sifuagido econdémica ou so-
cial. Doengas cardiovasculares e metabolicas, como a resisténcia a insulina, hipertensao,
diabetes, aterosclerose, dislipidemia e doengas inflamatorias cronicas (POLO et al.,2020),
sao associadas a obesidade, além disso. obesidade e diversas comorbidades estio associa-
das a um pior prognostico em casos de COVID-19 (SIMONNET et al.,2020).
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No Brasil, mais de um quinto da populagio € obesa, a propor¢ao de obesidade entre
adultos passou de 12.7% em 1996 para 33,1% em 2016, sendo 25,4% mulheres e 18,5%
homens adultos, 11% das criangas brasileiras sdo obesas. Nos Estados Unidos a obesidade
atinge 34,2% da populagdo adulta. De acordo com a Organizagao para a Cooperagio e
Desenvolvimento Econémico (OCDE), a previsao para 2020 — 2050, o excesso de peso
ira reduzir a expectativa de vida dos brasileiros em média de trés anos, porém, este estudo
foi publicado em 2019, antes da pandemia, possivelmente esse numeros podem ser ainda
maiores que os estimados, devido a combinagdo de modificacoes de habitos promovidas
pelo isolamento social e o 6nus econdmico da pandemia. Apesar da defini¢do de fatores ge-
néticos ligados a obesidade. o importante aumento da sua prevaléncia, nos ultimos 20 anos,
nos paises desenvolvidos, € imputado a fatores comportamentais, como a inadequagdo na
dieta e sedentarismo(JAACKS et al 2019).

O presente estudo demonstrou aumento do peso corporal e principalmente aumento
da prevaléncia de obesidade entre os participantes, durante a pandemia. O ganho de peso
associou-se com o comportamento alimentar, devido ao aumento do consumo de alimentos
com maior densidade energética, ricos em agucares, gorduras e calorias, que s3o associados
a doencas cardiovasculares, hipertensdo, diabetes e obesidade (SALLIS et al.,2020).

A dieta tipo ocidental e a inatividade fisica, além de serem fatores de risco para
doencas cardiovasculares e neoplasias, estao diretamente associadas ao ganho de peso cor-
poral(ZINOCKER, LINDSETH, 2018). Nesse estudo, a dieta ocidental foi associada ao
aumento do peso corporal, assim como maior faixa etaria e a ingestdo de carboidratos sim-
ples. A taxa metabolica cai com a idade, e o estresse psicologico ocasionado pela restrigdo
social, medo, tristeza e inseguranga econdémica, podem desencadear alteragdes organicas,
principalmente devido ao estimulo de cortisol e a grelina (aumento do apetite), a0 mesmo
tempo, o estresse reduz os niveis de leptina. Este desequilibrio € associado ao acumulo de
gordura abdominal e perda de massa magra(TOMIYAMA 2019).

A pandemia também promoveu grande morbidade psicologica na populagdo, prin-
cipalmente nas dimensoes afetivas e da ansiedade, o que podem refietir no comportamen-
to alimentar(DUARTE, et al.,2020). Este estudo apontou aumento da ingestao de alcool
(cerveja e vinho), massas, bolos e doces, relatados pelos entrevistados, um comportamento
bastante usual em transtomos de ansiedade ou depressdo. A sensa¢do de bem-estar referida
pela ingesta de alguns alimentos ocorre pela agao do triptofano, um aminoacido essen-
cial que produz a serotonina, que € um neurotransmissor que atua na regulagdo do humor,
sono, apetite e temperatura corporal(STRASSER 2016). A disponibilidade de carboidratos
também aumenta a penetragao de triptofano através da barreira hemato-encefalica(ROSSI,
TIRAPEGUI 2004). Entretanto, o excesso na ingesta desses alimentos pode desencadear
outras comorbidades, em especial a obesidade(SILVA, et al. . 2015).
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Uma pesquisa online conduzida por Malta e colaboradores, no Brasil, durante a
pandemia da COVID19, também evidenciou aumento no consumo de agucares, gorduras
e calorias, principalmente por alimentos ultraprocessados e de alta densidade energética,
como batatas fritas, pipoca, chocolates, sorvetes e alcool(MALTA, et al.,2020).

Na China (Hubei), uma pesquisa online, mostrou grande incremento na ingesta de
alcool, imputado ao isolamento social por consequéncia do aumento da ansiedade, depres-
s3o e reducdo do bem-estar mental, além disso os autores também fazem um alerta para
o desenvolvimento ou agravamento de transtornos psicologicos associados ao isolamento
social (AHMED et al.,2020).

Em nossa amostra, vale ressaltar que alguns participantes conseguiram adotar (ou
manter) bons habitos dietéticos e de atividade fisica, consequentemente, verificaram-se
perda ou manutengao do peso corporal. De fato, a nutri¢do € parte importante na promogao
de saude fisica e mental. Para a populagao brasileira, recomenda-se que a dieta seja com-
posta em maior parte por alimentos in nafura ou minimamente processados, com destaque
para a diversidade e quantidade adequada, de forma constante( BJORNARA et al.2019).

A atividade fisica € oufro baluarte para a promogao da saude coletiva, por reduzir
sintomas de ansiedade e depressao, pressao arterial, dor cronica, niveis de glicose e insu-
lina, além de estimular a taxa metabolica basal, evitando o ganho de peso(DIAMOND,
2000).

De acordo com o Colégio Americano de Medicina do Esporte, a pratica regular de
exercicios fisicos (com intensidades e volumes moderados) € recomendada para todos os
individuos, até mesmo os de grupo de risco para COVID-19, pois a melhora da homeostase
promovida pelo exercicio tem potencial de favorecer a resposta organica a infecgdo, além
de atuar na preven¢ao de morbidades psicologicas e cardiovasculares dos individuos res-
fritos pelo 1solamento social(LADDU et al.,2020). CHEN et al.,2020, foram os primeiros
a relatar a importancia da pratica de atividade fisica durante a pandemia da COVID-19 e
teve como base a cidade de Wuhan (China), posteriormente pesquisadores americanos e
espanhois (JIMENEZ et al..2020).

No presente estudo, 39.9% participantes que eram ativos, tornaram-se sedentarios
e consequentemente esta mudanga refletiu no ganho de peso e pode propiciar risco a saude
dessas pessoas.

No Brasil, Pitanga et al 2020 enfatizaram a importancia de reduzir o comporta-
mento sedentario (tempo sentado, deitado ou reclinado em frente a televisdao) durante a
pandemia e que a necessidade da atividade fisica fosse considerada essencial, além de
destacar como forma de reduzir os impactos da pandemia a mudanga no estilo de vida, com
alimentacao saudavel e pratica regular de atividade fisica.

101



Reviata POLO, Tatiana Cristina Figueira; MIOT, Helio Amante; PAPINI, Silvia Justina.
8 MV’ a IMPACTO DA PANDEMIA (COVID-19) NO COMPORTAMENTO ALIMENTAR E
ROTINA DE ATIVIDADE FISICA, NO BRASIL: UM INQUERITO BASEADO NA

INTERNET. SALUSVITA, Bauru, v. 40, n.2, p. 11-24, 2021.

Este estudo apresenta limitagdes ligadas a amostragem nio randomizada, restrin-
gindo sua generalizagdo para toda a populagdo do Brasil, o que ndo impediu de se explorar
associagdes internas, entre os subgrupos. Da mesma forma, o grande componente de parti-
cipantes ingressos no ensino superior, deve alertar para um viés de selecdo de pessoas com
maior status socioecondmico, o que € esperado pelo acesso a tecnologia necessaria para
inquéritos baseados na Intemet.

E importante ressaltar que a pesquisa online é um método promissor, principal-
mente para rastrear comportamentos e doengas em situagdes de mobilidade reduzida, tais
como a imposta pela pandemia, além de ser de baixo custo de operacionalizagio (SIDOR,
RZYMSKI.2020) (ALI et al.,2020).

As alteragOes alimentares, consumo de alcool, do peso corporal e de pratica de
atividade fisica observadas nesta pesquisa, apontam comportamentos de risco para saude.
Dessa forma € essencial utilizar os dados coletados para alertar a populac3o e profissionais
da saude para estratégias a fim de reverter e/ou minimizar os prejuizos ocasionados durante
este processo. Tanto a morbidade psicologica (ansiedade, depressdo), como os impactos
no peso corporal e sedentarismo devem, potencialmente, refletir na emergéncia posterior
de eventos cardiovasculares na populagdo, especialmente, infarto do miocardio e acidente
vascular cerebral. Que devem ser avaliados, apos o final da pandemia, de acordo com os
indicadores de mortalidade.

CONCLUSAO

O processo de 1solamento social e os agravos psicologicos decorrentes da pandemia
de COVID-19 refietiram no comportamento alimentar e rotina de atividade fisica da amos-
tra estudada.

O aumento de peso, verificado em mais de 20% dos participantes, associou-se a fai-
Xa etaria mais avangada, ao padrdo alimentar, a frequéncia e a intensidade de atividade fi-
sica, durante a pandemia. A adogao de um estilo de vida saudavel deve ser promovida para
toda populagdo a fim de se garantir bem-estar fisico, psicologico e favorecer a homeostase
organica, tanto para o enfrentamento da atual pandemia (COVID-19), quanto para a adap-
tagdo ao periodo de retomada das atividades.
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