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RESUMO

A sindrome metabdlica é definida como um conjunto de quadros clinicos composto
por dislipidemia, baixa de HDL, obesidade central, glicemia elevada e hipertenséo
arterial, que predispdéem um individuo ao risco de desenvolver doencas cronicas
como diabetes mellitus tipo 2, resisténcia a insulina e doencas cardiovasculares.
Estima-se que a prevaléncia mundial é de cerca de 25% da populacdo, contudo
esse valor pode ser superior, uma vez que ndo ha uma unanimidade sobre como
os fatores constituintes da sindrome metabdlica devem ser analisados ou atribuidos
para constituir a sindrome. A obesidade, principal doenca deflagradora da sindrome
metabdlica, é caracterizada como uma doenca crénica inflamatoria ndo contagiosa
que também pode induzir outras comorbidades como doencas cardiovasculares,
hipertenséo e diabetes mellitus tipo 2. O objetivo desse estudo é avaliar de forma
comparativa uma populacao de individuos adultos com e sem sindrome metabdlica,
considerando aspectos sociodemograficos, clinicos, o estado nutricional (de acordo
com o Indice de Massa Corporal) e a composi¢do bacteriana da microbiota oral.
Para este fim foram coletas amostras de saliva de 103 voluntarios, sendo os
mesmos categorizados inicialmente conforme suas medidas antropométricas em
peso normal, sobrepeso ou obeso. Os voluntarios responderam a questionarios
anamneésicos e foram submetidos a coleta de saliva, exame sanguineo e clinico. Os
metagenomas da saliva foram extraidos, seguindo-se amplificagdo do 16S rDNA e
illuminasequenciamento. Como resultado, observamos que a maioria dos fatores
antropométricos (com excecao da altura e sexo) e clinicos (excetuando o HOMA-
e creatinina) podem ser potenciais indicadores da Sindrome. Quanto a microbiota,
as bactérias dos géneros Desulfomicrobium, Prevotella, Shinella, Leuconostoc e
Cobetia também se mostraram possiveis bioindicadores da doenca. Ja os géneros
Gpl6, Anaerovorax, Geminicoccus e Nocardia foram mais abundantes no grupo

controle, podendo estar relacionados com a prote¢do contra a sindrome.

Palavras-chaves: Sindrome Metabdlica, Microbioma oral, Metagenémica, indice de

Massa Corporal.



ABSTRACT

Metabolic syndrome is defined as a set of clinical conditions consisting of
dyslipidemia, low HDL levels, central obesity, high blood glucose and arterial
hypertension, which predispose an individual to the risk of developing chronic
diseases such as type 2 diabetes mellitus, insulin resistance and cardiovascular
diseases. It is estimated that the worldwide prevalence is about 25% of the
population, however this value may be higher, since there is no unanimity on how
the constituent factors of the metabolic syndrome should be analyzed or attributed
to constitute the syndrome. Obesity, the main disease triggering the metabolic
syndrome, is characterized as a non-contagious chronic inflammatory disease that
can also induce other comorbidities such as cardiovascular disease, hypertension
and type 2 diabetes mellitus. a population of adult individuals with and without
metabolic syndrome, considering sociodemographic and clinical aspects, nutritional
status (according to the Body Mass Index) and the bacterial composition of the oral
microbiota. For this purpose, saliva samples were collected from 103 volunteers,
who were initially categorized according to their anthropometric measurements into
normal weight, overweight or obese. Volunteers answered anamnestic
guestionnaires and underwent saliva collection, blood and clinical examination.
Saliva metagenomas were extracted, followed by 16S rDNA amplification and
illuminasequencing. As results, major of the anthropometric (except for height) and
clinical factors (except for HOMA-B and creatinine) showed potentiality as indicators
for the Syndrome. In microbiomes, bacteria from Desulfomicrobium, Prevotella,
Shinella, Leuconostoc and Cobetia genus showed putative use as metabolic
syndrome bioindicators. But the Gpl6, Anaerovorax, Geminicoccus e Nocardia
genus, that were more abundant in the control group, could be probably related to

the syndrome protection.

Keywords: Metabolic Syndrome, Oral microbiome, Metagenomics, Body Mass

Index
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1. INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM), segundo a Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia (2008) e a American Heart Association (AHA) (2016),
€ um agrupamento de cinco quadros clinicos associados a disfuncdes metabdlicas.
Para alguém ser diagnosticado com SM deve apresentar pelo menos trés dos cinco
fatores associados a doenca. Estes quadros clinicos sao: (i) obesidade abdominal,
na qual os homens apresentam circunferéncia abdominal acima de 102 cm e as
mulheres circunferéncia acima de 88 cm; (ii) nivel glicémico igual ou maior que 110
mg/dl ou ser diagnosticado com diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2); (iii) triglicerideos
acima de 150 mg/dl; (iv) lipoproteina de alta densidade (HDL), sendo menor que 40
mg/dl para homens e 50 mg/dl para mulheres; (v) hipertenséo, com pressao arterial
sistélica (PAS) e pressao arterial diastélica (PAD) iguais ou maiores que 130 mmHg

e 85 mmHg, respectivamente.

Por se tratar de uma sindrome que relne cinco fatores clinicos anteriores,
muitos dos estudos estéo relacionados a prevaléncia, tratamento e epidemiologia
de cada um dos fatores independentemente, contudo a estimativa € de que um
quarto da populacdo mundial esteja com Sindrome Metabdlica (SAKLAYEN, 2018).
Outros aspectos que dificultam uma estimativa mais proxima do real € o fato de que
os valores clinicos descritos para cada um dos quadros clinicos que compdem a
SM mudam de acordo com o0 sexo, a etnia e com a classificacdo de cada
organizacdo de saude, a exemplo, World Health Organization (WHO), European
Group for the Study of Insuline Resistance (EGIR), American Association of Clinical
Endocrinologists (AACE) e Adult Treatment Panel 1l (ATPIIl) no National
Cholesterol Education Program (NCEP) (DELVARI et al, 2009; SAMSON &
GARBER 2014).

A obesidade, uma das principais doencas associadas a SM, é classificada
como uma doenca cronica inflamatoria ndo contagiosa (BVSMS, 2000; WHO, 2000),
que também pode induzir outras comorbidades como doencas cardiovasculares,
hipertensédo e DMT2 (BERG, 2005; MOZAFFARIAN, 2016). Estudos apontam que
a prevaléncia da obesidade quase triplicou entre os anos de 1975 e 2016. Mais de

1,9 bilhdo de pessoas adultas no mundo com 18 anos de idade ou mais estdo com



sobrepeso e 650 milhdes estdo obesas, compreendendo respectivamente a 39% e
13% dos adultos do mundo (WHO, 2018).

Desde a elaboracdo da Teoria do Holobionte por Lynn Margulis, em 1991,
diversos estudos defendem que para entender as caracteristicas de cada individuo,
€ preciso levar em consideracdo as caracteristicas dos microrganismos que vivem
associados a eles. Esses organismos evoluem em conjunto e ndo de maneira
independente. O interesse em entender estes processos de coevolugcao estimulou
estudos de caracterizacdo dos microbiomas humanos, por métodos dependentes e
independentes de cultura (ROSENBERG e ROSENBERG, 2016). Neste contexto,
estudos revelaram que a microbiota oral € composta por 600 a mais de 700 espécies
bacterianas, variando de acordo com a técnica empregada na caracterizagcao e de
individuo para individuo (DEWHIRST et al., 2010). Entretanto, apesar de sua
diversidade descrita, ela foi pouco estudada quanto ao seu papel ha manutencao
da saude ou associado a doencgas nao infecciosas. Estudos mais recentes avaliam
a correlagéo entre a variagdo do microbioma bucal e algumas dessas doencas,
como a DMT2 (OGAWA et al., 2017), a obesidade (TAM et al., 2018) e a SM (Sl et
al., 2017), abrindo a perspectiva para novas pesquisas nessa area. Esses estudos
também apontam que a obesidade altera a diversidade microbiana bucal, causando
uma disfuncdo da microbiota residente, o que pode ter influéncia na manutencéo do
guadro de obesidade, contribuindo também para o desenvolvimento da DM e da SM
(Sletal., 2017; TAM et al., 2018).

Neste trabalho, o principal o objetivo € investigar potenciais marcadores
microbiolégicos, clinicos e demais fatores associados a Sindrome Metabdlica
através da avaliacdo comparativa de uma populacao de individuos adultos com SM
contra individuos saudaveis do grupo controle. Foram avaliados dados
sociodemogréficos, antropométricos e outros parametros clinicos da populacao
estudada, residente do Estado do Rio de Janeiro. A diversidade bacteriana da saliva
de alguns individuos também foi caraterizada para investigar a possivel relagdo de

causal/efeito da doenga com o microbioma salivar.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome Metabélica

A SM é definida como um conjunto de quadros clinicos que predispdem um
individuo ao risco de desenvolver doencas cronicas como DMT2, resisténcia a
insulina (Rl) e doencas cardiovasculares (DCV), comumente levando a uma
péssima qualidade de vida e em alguns casos a morte. Tais processos podem estar
relacionados a uma predisposicao genética do individuo. Contudo, os fatores que
mais impactam no desenvolvimento dessa sindrome sdo geralmente classificados
como externos ao individuo, por exemplo, a inadequacédo alimentar e a inatividade
fisica, que podem ser considerados indicadores de uma vida sedentaria e de uma
propensdo ao desenvolvimento da obesidade e comorbidades associadas a ela
(BOTET et al, 2018). Os quadros clinicos deflagradores da SM sdo: (i) a
dislipidemia, que é caracterizada pelo desbalanco e acumulo de triglicerideos no
corpo; (ii) disfuncdo de HDL, no qual a lipoproteina estd no valor abaixo do
estabelecido para uma boa qualidade de vida ocasionando uma baixa na sua funcéo
de transporte de triglicerideos; (iii) hiperglicemia, que por sua vez trata-se de uma
elevada taxa de glicose circulante no sangue, podendo este fator ser substituido
pela resisténcia a insulina ou até pela DMT2; (iv) a hipertenséo, sendo o quadro
clinico que mais afeta o corpo quanto a risco de desenvolvimento de complicacdes
cardiovasculares mais graves e que em conjunto com a dislipidemia favorece
quadros agudos de trombose sistémica e inflamacgdes generalizadas; (v) e o alto
valor de circunferéncia abdominal, que algumas vezes € substituida pela relagédo
cintura quadril (RCQ) ou até mesmo pelo indice de massa corporea (IMC), que
aponta a tendéncia do individuo a acumular acidos graxos no tecido adiposo visceral
(Tabela 1) (SAMSOM & GARBER, 2014).



Tabela 1. Fatores associados a Sindrome Metabdlica, de acordo com as diferentes organizacdes de

saude mundiais
AHA/NHLBI/
L ADA Definicéo
Organizacgéo WHO EGIR NCEP/ATPIII AACE L IDF )
Atualizacdo Combinadal!
NCEP/ATPIII
Ano 1999 1999 2001 2003 2004 2005 2009
. IG/DMT2/ ou Resisténcia a ) Intolerancia a glicose ) _ _
Quantidade de o _ 3 ou mais 3 ou mais Obesidade + 2 3 ou mais
Resisténcia a Insulina + 3 fatores + qualquer um dos
fatores fatores fatores fatores

Fatores de Risco

Obesidade

Dislipidemia

Insulina + 2 fatores

Relacao
Cintura/Quadril
>09He>0,85M
ou
IMC .30,0 Kg/m?

HDL
<0,91 mmol/L H
(35 mg/dL)
<1,0 mmol/L M
(<39 mg/dL)
TG
1,7 mmol /L
(150 mg / dL)

Cintura=94 cm H e

ou mais

Circunferéncia da

280 cm M

HDL
<1.0 mmol/L
(39 mg/dL)
TG
2.0 mmol/L
(177 mg/dL)
ou em tratamento

Circunferéncia
da Cintura
2102cmHe
288 cm M

HDL
<1.0 mmol/L H
(40 mg/dL)
<1.3 mmol/L M
(50 mg/dL)
TG

1.69 mmol/L
(150 mg/dL)

fatores

IMC 225 Kg/m?

HDL
<1.0 mmol/L H
(40 mg/dL)
<1.3 mmol/L M
(50 mg/dL)
TG
1.69 mmol/L
(150 mg/dL)

Circunferéncia

Circunferéncia
da Cintura 294

da Cintura cm H (ou 290
2102cmHe cmH
288 cm M asiaticos) e
280 cm M
HDL HDL
<1.0 mmol/LH | <1.0 mmol/L H
(40 mg/dL) (40 mg/dL)
<1.3 mmol/L M | <1.3 mmol/L M
(50 mg/dL) (50 mg/dL)
TG TG
1.69 mmol/L 1.7 mmol/L
(150 mg/dL) (150 mg/dL)
ou em ou em
tratamento tratamento

Varia de acordo

com a etnia

HDL
<1.0 mmol/L H
(40 mg/dL)
<1.3 mmol/L M
(50 mg/dL)
TG
1.7 mmol/L
(150 mg/dL)
ou em

tratamento



DMT2 Sem DMT2 DMT2 DMT2 Glicose em
DMT2 Sem DMT2 ; ; . ; . -
) . ; - Glicose em Glicose em jejum 6.1 Glicose em Glicose em jejum 5.6
: . Glicose em jejum Glicose em jejum o - o
Glicemia jejum 6.1 mmol/L jejum 5.6 jejum 5.6 mmol/L
>6.1 mmol/L >6.1 mmol/L
mmol/L (110 mg/dL) mmol/L mmol/L (200 mg/dL)
(210 mg/dL) (210 mg/dL)
(120 mg/dL) (100 mg/dL) (100 mg/dL) ou em tratameto
PAS 130 PAS 130 PAS 130
PAS 140
5 . PAS 140 PAS 130 PAS 130 PAD 85 PAD 85 PAD 85
Pressé&o Arterial PAD 90
PAD 90 PAD 85 PAD 85 ou em ou em ou em
ou em tratamento
tratamento tratamento tratamento
Microalbuminuria Resistencia a
Fatores 20 mg/min insulina (histérico
L , - X X - : X X X
Adicionais Albumina/creatinina familiar, Idade, etnia,
30 mg/g estilo de vida, SOP)

Legenda: WHO, World Health Organization; EGIR, European Group for the Study of Insulin Resistance; NCEP, National Cholesterol Education Program;
ATPIIIl, Adult Treatment Panel Ill; AACE, American Association of Clinical Endocrinologists; AHA, American Heart Association; NHLBI, National Heart,
Lung and Blood Institute; ADA, American Diabetes Association; IDF, International Diabetes Federation; IG, Intoleréncia a glicose; DMT2, Diabetes
Mellitus Tipo 2; H, Homens; M, Mulheres; IMC, Indice de Massa Corporal; HDL, High Density Lipoprotein; PAS, pressao arterial sistélica; PAD, pressao
arterial diastolica; SOP, Sindrome do Ovario Policistico.

1 Defini¢cdo conjunta elaborada pelos 6rgdos AHA/NHBI, IDF, World Heart Federation, International Atherosclerosis Society e International Association
for the Study of Obesity.

Adaptado de SAMSON & GARBER (2014)




Um estudo de metanalise sobre a SM indicou o alto risco de desenvolvimento
de doencas cronicas como as citadas acima, sendo que a DMT2 e a DCV
demonstram maior taxa de aumento de risco. DCV pode ter seu risco dobrado na
presenca da SM e apresentar risco de morte aumentado em pelo menos 1,5 vezes
para cada um dos fatores da SM possuidos (MOTTILLO et al, 2010). A DMT2
também apresentou um aumento na sua taxa de risco de acordo com a presenca
de cada um dos cinco fatores associados a SM (WILSON et al, 2005), podendo
variar entre 3,5 e 5,2 vezes maior as chances do individuo portador desses fatores
em desenvolver a DMT2 (FORD et al, 2008).

A SM, assim como a obesidade, constitui-se por quadros patologicos
cronicos cujos efeitos apresentam alto grau de similaridade quando comparadas, as
suas capacidades de predispondo o individuo a desenvolver um conjunto de
comorbidades e que ao longo do tempo gerou uma alta taxa de prevaléncia mundial
das mesmas. Ambas as doencas possuem etiologias semelhantes, como o
desenvolvimento e acumulo de tecido adiposo visceral levando ao surgimento da
obesidade abdominal, que por sua vez esta relacionada diretamente ao aumento
dos niveis séricos de glicose, alta de triglicerideos e baixa de HDL, e ao risco de
desenvolvimento de acidentes cardiovasculares (TEIXEIRA et al, 2015). Outro fator
patolégico comumente induzido pelas duas doencas € a resisténcia a insulina (RI),
resultante da alta taxa de glicose circulante no sistema é da progressiva perda de
sensibilidade a insulina devido a hiperproducédo escalonada da mesma na tentativa
de sobrepujar os niveis de glicose elevados (LIOUDAKI et al, 2012).

Em 2015 a prevaléncia da SM em nivel mundial foi estimada em uma taxa
de aproximadamente 25% da populacdo (O'NEILL & O'DRISCOLL, 2015), no
entanto esse valor pode variar de acordo com a nacgao, idade, sexo e etnia (KAUR,
2014). Além disso, diversas Organizacdes Mundiais discordam quanto a alguns
critérios antropométricos e clinicos como indicadores da doenca. Tanto WHO, IDF
4, ou NCEP-ATPIII, podem distinguir-se a nivel de qual critério foi usado, medidas
de obesidade central, valores para hipertensao arterial, alteragéo glicémica, volume
de triglicerideo corrente no organismo e valores de HDL além das atribui¢cdes
desses mesmos quesitos em relacdo ao sexo idade ou etnia (YEBOAH et al, 2017).

No Brasil, estudos sobre a prevalénciada SM apontaram que o0s
brasileiros ttm o héabito de n&o praticar atividade fisica de forma continua,

facilitando o desenvolvimento da obesidade central, sendo que 98,1% dos



participantes foram classificados como sedentarios. Desse total 53,8% dos
voluntarios apresentavam excesso de peso. Dentre todos os cinco fatores que
preconizam o desenvolvimento da SM, as mulheres apresentaram o valor mais alto
para cada um, exceto o valor de pressao arterial no qual os homens demonstraram
uma maior prevaléncia (RAMIREZ et al, 2018) (Tabela 2).

Tabela 2: Prevaléncia de Sindrome Metabdlica no Brasil.

Voluntarios
Total Masculino Feminino
Fatores da SM
N = 59.402 N = 25.920 N = 33.482
% IC 99% % IC 99% % IC 99%

Presséao
_ 40,7 39,6 —41,7 46,9 45,5 -48,3 34,9 33,7 - 36,3
Arterial (mmHg)
Circunferéncia
) 65,2 64,4 — 65,9 55,6 54,0-57,1 73,9 72,7-175,0
de Cintura (cm)
Diabetes 7,1 6,6 — 7,6 6,3 56-7,2 7,8 7,1-85

Dislipidemia 14,7 14,0 - 15,5 11,9 10,9-13,1 16,9 16,0-17,9

Quantidade de

Fatores
0 23,8 22,9-24,7 28,0 26,7-29,4 19,9 188-21,1
1 38,1 37,2-39,0 34,8 33,5-36,2 41,0 | 39,8-423
2 29,2 28,3-30,1 29,7 28,4-31,0 28,7 27,6 -29,9
3 7,5 7,1-81 6,5 58-73 8,5 7,8—-9,3
4 14 09-1.2 1,0 0,7-1.3 1,8 15-22

Portadores da
SM

Legenda: N, nimero de voluntarios; IC 99%, intervalo de confianca de 99%.

8,9 8,4-9,5 7,5 6,7—-8,3 10,3 9,6 -11,2

Adaptado de RAMIREZ et al (2018)

2.2 Obesidade

A obesidade é definida como um aumento da massa corporal acompanhado
de acumulo de tecido adiposo que culmina em uma inflamacéo sistémica crénica de

leve a moderada (NCD Risk Factor Collaboration, 2016). Ela esta relacionada a



outras patologias sistémicas como a DMT2, doencas cardiovasculares e também a
alguns tipos de cancer (WILLIANS et al, 2015). Algumas dessas comorbidades
decorrentes do ganho de peso, sdo processos fisiopatolégicos caracteristicos
também da SM (ALBERTI, K. G. et al, 2009).

O acumulo de acido graxo é consequéncia de um desequilibrio entre o
consumo e o gasto energético de um individuo. E, portanto, a obesidade nédo s6 &
0 acumulo energético do consumo excessivo de alimentos como também o
resultado de uma baixa taxa de atividade fisica (SELLAYAH et al, 2014). Fatores
adicionais devem constar nessa equacdo, como 0 ambiente, posicédo
socioeconbmica, interacdes e predilecdes pessoais e interpessoais expressdes
genotipicas e fenotipicas do individuo, uma vez que cada um desses fatores
impacta direta ou indiretamente no ganho massa corporal e consequentemente, no
desenvolvimento da obesidade (BHUPATHIRAJU & HU, 2014). A ingestdo de
calorias, armazenamento e oxidacdo de acidos graxos, assim como a regulacdo
neuroendocrina do organismo, desempenham papel importante nha homeostase
corporal, podendo afetar e serem afetados por fatores como qualidade do sono,
temperatura do ambiente, alimentacao, exercicios fisicos, alteracées epigenéticas
e pela microbiota intestinal (MCALLISTER, et al, 2009; MARTINEZ, 2016).

A heterogeneidade dos individuos obesos também é apontada como um
complicador de estudos que buscam determinar métodos eficazes de tratamento e
prevencdo. A obesidade pode ser caracterizada de forma subcutanea, em que o
excesso de gordura se encontra depositado em partes localizadas do corpo sendo
geralmente quadril e coxas, ou na forma visceral na qual a gordura se deposita
predominantemente na por¢cdo abdominal do corpo (MUNIESA et al, 2017). No
intuito de amenizar as discrepancias ocasionadas devido as variacées no acumulo
de tecido adiposo, foram desenvolvidos distintos métodos para a diagndéstico da
doenca: (i) o IMC, que embora impreciso, € o método de avaliagdo preconizado
pelas instituicbes de saude (JAVED et al, 2015), sendo baseado no calculo
estimativo da adiposidade através da medi¢cdo da massa corporal do individuo em
guilogramas (Kg) dividida pelo quadrado de sua altura em metros (m?). Segundo a
WHO, o IMC classifica o individuo como desnutrido quando apresentar IMC abaixo
de 18,5 Kg/m2, com peso normal apresentando valores entre 18,5 e 24,9 Kg/m?,
com sobrepeso portando valores entre 25 e 29,9 Kg/m2, e em trés graus de
obesidade quando o IMC estiver maior ou igual a 30 Kg /m? (Tabela 3) (DESPRES,



2012); (i) a medicao da RCQ € outro método bastante utilizado para definir a
obesidade, assim como o risco de infarto do miocardio, que consiste, segundo o
Ministério da Saude e a WHO, da afericdo da circunferéncia abdominal na linha da
cintura dividido pela circunferéncia do quadril (CAO et al, 2018), no qual os
valores para uma mulher saudavel devem ser igual ou menor que 0,85 e para um
homem saudavel igual ou menor a 0,9 (Tabela 4) (WHO, 2008; Ministério da Saude,
2017).

Tabela 3: Classificagéo do estado nutricional, de acordo com o indice de Massa Corporal

Estado Nutricional IMC (kg/m?)
Baixo peso <18,5
Peso normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidade grau 1 30-349
Obesidade grau 2 (severa) 35-39,9
Obesidade grau 3 (mérbida) 240

Legenda: IMC, indice de Massa Corporea; kg/mz, quilograma dividido pelo quadrado da
altura em metros

Adaptado de DESPRES, 2012

Tabela 4: Classificagéo de nivel de risco da Relac¢éo Cintura Quadril (RCQ).

Risco de saude Homens Mulheres Formato do
corpo
Baixo <0,90 <0,80 Péra
Moderado 0,91-0,95 0,81-0,85 Abacate
Alto 20,96 20,86 Maca

Legenda: Quaisquer valores = 1,00 para ambos os sexos é considerado de altissimo
risco para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares.
Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2017.

Segundo a WHO, nos ultimos 10 anos 0 numero de pessoas acima do peso
aumentou para mais de 2,5 bilhdes de individuos adultos no mundo, estando

alocados, segundo os padrbes do IMC, como portadores de sobrepeso ou
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obesidade, perfazendo 32,45% da populacdo mundial (WHO, 2018), indo contra os
valores investidos em pesquisa em saude ao redor do mundo, equivalente ao total
de 2,8% do produto interno bruto (PIB) mundial, cerca de U$ 2 trilhdes (Dobbs et al,
2014).

A prevaléncia mundial para adultos (mais 18 anos) com sobrepeso e
obesidade é de, respectivamente, 1,9 bilhdes de individuos (39%), e 650 milhdes
de individuos (13% da populacéo) (Figura 1) (WHO 2018). A maioria dos individuos
nesta estimativa eram do sexo feminino tanto para sobrepeso como para obesidade,
onde 14,9% das mulheres no mundo eram obesas, contrastando com os 10,8% de
homens obesos no mundo (NG et al, 2013). Os fatores que mais impactam na
distribuicdo mundial sdo a cultura local do pais e a renda per capita ou familiar, que
guanto menor, maior sera a propensao a apresentar ambos os biétipos (AMEYE &
SWINNEN). Estimativas futuras ndo indicam uma melhora nesse quadro apontando
que, em 2030, 3,3 bilhdes de pessoas (57,8%) da populacdo mundial, apresentara

valor de superior ao do inicial para sobrepeso (25,0 kg/m?) (KELLY et al, 2008).

Figura 1: Distribuicio da populacdo mundial de acordo com o indice de Massa Corporal.

Nodata 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% >40%

Source: WHO, Global Health Observatory CC BY-SA

Legenda: Porcentagem da populagcédo com IMC igual ou superior a 25,0 kg/m2 por nagéo
Adaptado de Our World in Data, 2016.
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No Brasil, por sua vez, foi observado um crescimento progressivo e
preocupante da obesidade ao longo de 13 anos (de 2006 a 2018), que apresentava,
no primeiro ano, o valor de 11,8% da populacao brasileira como possuidores de
obesidade, indo para 19,8% no ultimo ano da aferigéo, valores que representam o
aumento real de 67,8% de obesidade na populacao brasileira considerando as taxas
de 6bito e nascimento nacional nesse periodo. Quanto a distribuicdo, a nivel de
género, manteve-se a tendéncia global em que as mulheres apresentaram valores
maiores de obesidade que os homens, cujos valores para ambos na Ultima afericdo
de obesidade feitas pela Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo de Doencas
Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL) do Ministério da Saude de 2018 é de,
respectivamente, 20,7% e 18,7%. Foi constatado pela VIGITEL, ap6s avalicdo, que
a populacdo brasileira apresentou um aumento 42,6% no de individuos com
sobrepeso em 2006 para 55,7% em 2018, representando um aumento real de
30,8%. E quando verificado a distribuicdo do aumento de peso segundo o sexo dos
individuos verificou-se que as mulheres apresentaram um crescimento de 40% ao
longo desse periodo, ja os homens apresentaram para o mesmo periodo um
crescimento de 21,7% (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Para contornar essa situacdo, seja ambito nacional ou global, foram
implementados esforcos em pesquisa e salde no intuito de buscar alvos
terapéuticos e farmacolégicos para o tratamento e prevencao tanto da obesidade
guanto do sobrepeso. Uma dessas abordagens é o estudo das alteracdes génicas,
identificando com sucesso algumas das mutacdes monogénicas relacionadas a
obesidade, que estdo mais presentes em populacées consanguineas. Dentre elas
as mutacOes mais estudadas sdo as que ocorrem no mc4R (gene codificador do
receptor de melanocortina 4), lep e lepR (genes codificadores da leptina e do
receptor da leptina) (SAEED et al, 2015), fto (gene codificante da Fat mass and
Obesity-associated protein — dioxigenase dependente de alfa-cetoglutarato)
(FRAYLING et al, 2007) e pomC (pro-opiomelanocortina) (MEYERS & LEIBEL,
2015). O mc4R, quando alterado, deixa de receber ou faz uma ligagéo ineficiente
com o horménio estimulante de a-melandcito (a-MSH) deixando de inibir a fome,
uma vez que ele atua via estimulo e sinergicamente com a leptina como hormonios
anorexigenos, estando essa mutacao representando 5% das causas da obesidade
morbida. As mutac¢des no lep e no lepr afetam de forma similar ao anterior no

comportamento do organismo quanto ao controle da fome e da massa corporal,
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contudo de forma mais acentuada, uma vez que a leptina, horménio anorexigeno
secretado pelos adipdcitos, além de controlar o centro da fome também estimula a
producdo do horménio a-MSH que também atua neste processo, onde estas
variaveis polimorficas podem impactar dificultando ou até anulando a atuacgéo
desses hormdnios. Ja o fto, ou gene Associado a Obesidade e Tecido Adiposo,
guando mutado promove uma alteracdo das vias de IRX3 e IRX5 (genes iroquois
homeobox 3 e 5) aumentando o acumulo energético em forma de lipidio nos tecidos
adiposos bege e diminuindo a termogénese mitocondrial no tecido adiposo marrom,
dificultando assim a manutencédo da massa corporal, levando ao aumento do peso
(SMEMO et al, 2014). E por sua vez o gene pomC que € um polipeptideo do qual
sua clivagem forma outro peptideos importantes para a homeostase do corpo,
dentre ele o a -MSH, que quando alterado promove a sintese disfuncional do
horménio e dos demais peptideos como o horménio adrenocorticotréfico
desacelerando o metabolismo induzindo a um acumulo energético e aumento de
adipdcitos (VAN DER KLAAUW & FAROOQI, 2015).

Outro ponto a salientar na obesidade € o fator comorbidade, que é definido
pela capacidade que uma doenca ou sindrome tem para induzir o surgimento ou
evolugéo de outras doencgas. Estudos demonstram que a obesidade pode promover
um quadro de complicagbes conduzindo um individuo prematuramente a Obito
(Figura 2) (CORNIER et al, 2011). Uma pessoa obesa que ndo faz
acompanhamento médico ou tratamento esta exposta aos principais riscos
associados a obesidade, como DMT2, complica¢des pulmonares como insuficiéncia
respiratéria e apneia do sono, complicacdes cardiovasculares como infarto agudo
do miocérdio, canceres como cancer de figado e rins e a sindrome metabdlica. Esta
tltima pode comprometer diversas funcées do corpo como glicemia, dislipidemia
dentre outros fatores que comprometem a homeostase do organismo levando a uma
péssima qualidade de vida (RENEHAN et al, 2010; NORDESTGAARD et al, 2012).
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Figura 2:Casos de 6bito causados pela obesidade.

No data 0% 5% 7.5% 10% 12.5% 15% >20%
L

Source: IHME, Global Burden of Disease OurWorldinData.org/obesity « CC BY

Legenda: Porcentagem de ébitos ocasionados por comorbidades resultantes da obesidade
por nacdo. Adaptado de Our World in Data, 2017.

2.3 Microbiota Humana

Microbiota € o conjunto de microrganismos, geralmente composto por virus,
bactérias e fungos, que habitam em determinado ambiente seja ele livre ou
associado a algum hospedeiro. Lynn Margulis em 1991 elaborou a teoria do
holobionte, que foi descrita em seu livro, Symbiosis as a Source of Evolutionary
Innovation: Speciation and Morphogenesis no qual ela propés que para entender as
caracteristicas de cada individuo, € preciso levar em considera¢do o conjunto dos
microrganismos que vivem associados a eles, a sua composi¢cdo, sua relacéo
interespecifica e sua relagdo com o tecido em que vivem. Também foi proposto que
esses organismos evoluem em conjunto e ndo de maneira independente, 0 que
levou a caracterizacdo, por métodos dependentes e ndo dependente de cultura, dos
microbiomas existentes no ser humano, como 0s presentes no intestino, na pele e
na boca (ROSENBERG & ROSENBERG, 2016)

Toda microbiota associada a humanos, independente do 6rgéo ou regido em

que reside, € classificada de trés formas: (i)- microbiota residente indigena, que é
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extremamente necessaria para a manutencdo da saude humana, pois atua
conjuntamente com o sistema imunoldgico, fornecendo protecdo direta através da
competi¢ao por nutrientes, sintetizando antimicrobianos ou fatores que estimulam o
sistema imune. Esse tipo de microbiota é estavel e sua mudanca esta diretamente
relacionada a disbiose, desequilibrio da microbio local que leva a geracdo e/ou
agravamento de disturbios ja instalados no hospedeiro; (ii) a microbiota residente
suplementar se assemelha a anterior, porém é menos abundante na regido em que
ocupa, além de ser mais suscetivel a alteragbes induzidas por mudangas na
alimentacdo ou estresse; (i) o terceiro tipo € a microbiota transitéria, que €
relativamente temporaria e geralmente composta por microrganismos patdégenos
(OTTMAN et al, 2012; WANG et al 2017).

Ao todo mais de um trilhdo de microrganismos habitam o corpo humano
constituindo cerca de 56% de todas as células participando em diversas funcdes
biol6gicas gerando a homeostase, e quando alterada, as disbioses. Isso se baseia
no comparativo do total de genes microbianos versus o do hospedeiro, no qual o
primeiro apresenta de 2 milhdes a 20 milhdes de genes contra 20 mil do humano,
uma variagcdo de 100 a 1000 vezes mais em genes funcionais (O’HARA &
SHANAHAM, 2006; URSELL et al 2014). Essas bactérias estdo dispostas em
diversos sitios pelo corpo humano, sendo 0s cinco principais, aqueles que agregam
maior diversidade e quantidade de microrganismos, sdo eles na ordem de
abundancia relativa e diversidade: 1° o intestinal, 2° o oral, 3° a pele, 4° o urogenital
e 5° o0 nasal (Figura 3) (HUTTENHOWER et al, 2012; ROJAS et al, 2020).
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Figura 3: Distribuigcdo da diversidade microbiana por sitio.

C

Gastrointestinal
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35)
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Legenda: Gréfico de analise de principal componente que mostra a variagéo de diversidade
microbiologica entre os principais sitios microbiol6gicos do corpo, sendo eles os habitats
oral, gastrointestinal, cutédneo, urogenital e nasal. Cada ponto representa um
microrganismo. Adaptado de HUTTENHOWER et al, 2012.

Estudos demonstram a relacdo das microbiotas com diversas doengas néo
infecciosas, dentre elas a obesidade, o cancer e a sindrome metabdlica (Figura 4),
sendo o microbioma intestinal, 0 mais diverso e estudado do corpo humano, devido
a ampla relagédo que o intestino mantém com os demais 6rgdos e sistemas, dentre
eles o sistema imune, o sistema digestorio com ligacdes diretas com o figado e o
sistema neural tendo ligagéo direta com o sistema nervoso central, embora essa
conexdes nao sejam completamente compreendidas (ALKASIR et al.,, 2017;
THURSBY & JUGE 2017).

Muitas dessas doencas nao infecciosas estdo sendo estudadas para
estabelecer uma possivel ligacdo entre elas microbiota humana e a microbiota
humana. FERNANDEZ et al., em 2018 apontaram em seu estudo a relacdo da
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microbiota intestinal com o cancer de mama observando que o a evolucao do cancer
de mama levava a um quadro inflamatorio crénico, que por sua vez estimulava a
selecdo negativa das bactérias enddgenas e benéficas do trato gastrointestinal,
gerando uma disbiose. Apés instalada a disbiose, ocorria a proliferacéo de bactérias
comensais capazes de degradar o horménio estrogénio, que nesse estudo foi
indicado como atenuador ou até protetor da homeostase mamaria impedindo a
evolucdo céancer, porém como estd sendo degradado pela microbiota

desequilibrada, o cancer passa a apresentar um carater mais agressivo e invasivo.

Outra classe de doencas que estao relacionadas com a microbiota humana
residente sdo as doencgas cardiovasculares. A microbiota desempenha um papel
fundamenta para a homeostase cardiovascular, como demonstrado no estudo de
TANG et al. de 2017. Eles descrevem nesse estudo que a microbiota intestinal, por
participar do processo de degradacdo alimentar no trato gastrointestinal, além de
obter a energia necesséria para seus bioprocessos produz como resultado desses
processos 0s acidos graxos de cadeia curta como o butirato, acetato, propionato e
lactato que atuam como reguladores da microbiota induzindo processo pro
inflamatorios de modo a controlar a proliferacdo das bactérias nocivas ao organismo
e contribuindo para homeostase cardiovascular. O problema apontado no estudo é
quando h& um quadro de disbiose instalado, pois algumas das bactérias nocivas
metabolizam esses acidos graxos de cadeia curta gerando como resultado o
trimetilamina e trimetilamina N-6xido esses compostos quando em circulacdo
sistémica promovem a inflamacao dos vasos sanguineos, podendo induzir quadros

de aterosclerose e até mesmo infarto agudo do miocéardio.

Outra microbiota que vem ganhando enfoque nos mesmos campos de
pesquisa € a microbiota oral, segundo microbioma humano mais diverso, devido a
sua importancia clinica na saude bucal, por ser o primeiro contato com o alimentos
ingeridos pelo individuo, pelo fato ser porta de entrada para os pulmdes e por se
comunicar diretamente com a microbiota intestinal via trato gastrointestinal, o que
implica numa interinfluéncia das partes, que embora distintas quanto diversidade
podem apresentar funcionalidades semelhantes (COSTELLO et al, 2009;
DEWHIRST et al, 2010; HUSE et al, 2012).
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Figura 4: Doengas néo infecciosas e a microbiota humana.
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Adaptado de WANG et al, 2017.

2.3.1 Microbiota oral

sua posicao e ligacdo com os demais érgaos do corpo humano, principalmente os
dos sistemas digestorio e respiratorio, evidenciando a sua importancia e interacéo
com os demais sistemas do corpo humano (DEWHIRST et al, 2010). A microbiota
oral é composta por cerca de 600 espécies bacterianas, incluindo
predominantemente 11 classes:: Actinobacteria, Bacill, Bacteroides,
Betaproteobacteria, Clostridia, Epsilonproteobacteria, Erisipelotrichia,
Flavobacteriia, Gammaproteobacteria, Fusobacteriia e Negativicutes (Figura 5),
todavia, 0 nimero de espécies podem ser alternados de acordo com a metodologia
empregada, dependente ou independente de cultivo, e as classes também por se
alterar em caso de alguma doenca se instalar no holobionte (PASTER et al, 2001;

SAEB et al, 2019).
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Figura 5: Principais classes bacterianas da microbiota oral humana.
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Dados de metagendmicos obtidos via sequenciamento de regido hipervariavel do rDNA
16S por lonTorrent® da Thermo Fisher. Adaptado de SAEB et al, 2019.

A principal area para qual o seu estudo é direcionado € a odontologica, sendo
a microbiota bastante investigada para a compreensao e tratamento de infec¢des
bucais como a carie, a gengivite e a periodontite, onde as bactérias desempenham
funcdo fundamental de controle de microrganismos patogénicos que possam estar
associados infec¢des bucais (NYVAD & TAKAHASHI, 2020). No estudo de BAQUI
et al, de 1998, assim como no de GALLIMIDI, et al, de 2015 foram estabelecidas
possiveis relagdes da microbiota oral com doengas néo infecciosas, como o cancer

oral. Neste caso, foi utilizado o modelo murino de tumorigenese oral pré-
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estabelecida e associada a periodontite. A infec¢cdo cronica fora induzida pelas
bactérias Porphyromonas gingivalis, Prevotela gingivalis e Fusobacterium
nucleatum, que sdo Gram-negativas e cujos lipopolissacarideos (LPS) estimularam
a alta producéo e secrecao de citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-13 e IL-6. O que
culminou no recrutamento exacerbado de mondécitos com agravamento do quadro
inflamatorio, alterando o funcionamento normal das células bucais, impedindo
processos como a apoptose, induzindo o desprendimento celular da lamina basal e
a metastase (BAQUI et al., 1998, GALLIMIDI, et al., 2015).

Outras doencas relacionadas a microbiota oral sdo a obesidade e a DMT2,
que geralmente estdo correlacionadas; ha estudos comprovando a sua interacéo
com o microbioma intestinal agindo sinergicamente para manter o estado doentio
do holobionte (GRAESSLER et al 2012), em que a microbiota tem sua abundancia
relativa alterada ao passo que um individuo saudavel migra para o quadro de
obesidade com pré-diabetes e depois para a diabetes (Figura 6). Ambas as doencas
podem levar a um maior risco de desenvolver sindrome metabdlica (TAM et al,
2018; SAEB et al, 2019).
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Figura 6: Comparacao da abundancia relativa da microbiota oral em individuos normais,
com pré-diabetes e diabéticos.
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2.4 Microbiota e Sindrome Metabdlica

A Sindrome Metabdlica passou a atrair a atencdo de cientistas para
estabelecer claramente suas causas multifatoriais e sua possivel relagdo com
comunidades microbianas no corpo humano. Nesta tematica, a microbiota intestinal
também lidera nos sitios pesquisados, tendo estudos que a relacionam com 0s
fatores determinantes da SM como: (i) a obesidade, onde a abundéancia de
Bacteroidetes é reduzida em aproximadamente 50% enquanto a do filo Firmicutes
€ aumentada (LEY et al, 2005), o que € prejudicial ao holobionte como um todo. O
primeiro filo € o principal metabolizador de fibras e aglcares complexos que o ser
humano ndo consegue digerir, gerando como produto desse catabolismo acidos
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graxos de cadeia curta como o butirato, o propionato e o0 acetato, que sao essenciais
para estimular citocinas pro-inflamatdrias no intestino para controlar a homeostase
microrganismo-hospedeiro, para estabelecer o grau de permeabilidade de glicose
pelo epitélio intestinal, controle de saciedade, armazenamento e desprendimento
de energia nos adipécitos (TURNBAUGH et al, 2006; SAMUEL et al, 2008;
TOLHURST et al, 2012); (i) a diabetes, na qual as bactérias dos géneros
Akkermansia, Bifidobacterium e Lactobacillus, que atuam juntos no intestino
aumentando a tolerancia a glicose e diminuindo a secrecéo e resisténcia a insulina,
pois torna-se mais efetiva mesmo em taxas menores, reduzindo, também, a
endotoxicidade causada pelo excesso de citocinas pro-inflamatorias circulantes,
suavizando o quadro inflamatério induzido pelo acumulo de lipidios nos adip6citos
e no figado (CANI et al, 2008; WALL et al, 2009). Bactérias desses géneros ainda
protegem a integridade do limen intestinal ao impedir a translocacédo de bactérias
patogénicas pelas células do epitélio intestinal ganhando a circulacdo sistémica.
Mais precisamente a bactéria Akkermansia muciniphila atua degradando a mucina
do colon intestinal, porém a abundancia dessa bactéria é inversamente proporcional
ao IMC do individuo, ou seja, quanto maior o IMC menor a abundancia da A.
muciniphila. Esta bactéria atua também reduzindo a incidéncia da diabetes mellitus
tipo 1 e DMT2 ao diminuir a resisténcia a insulina, aumentar a tolerancia a glicose
e reduzir indice de gordura no corpo ao promover a sintese e secrecdo de
endocanabinoides pelo célon intestinal (HANSEN et al, 2012; QIN et al, 2012;
EVERARD et al, 2013).

Mesmo considerando todos as informacdes descritas, ha pouca pesquisa
gue correlacione a microbiota oral com a sindrome metabdlica. Até o0 momento
apenas Sl e colaboradores (2017) relataram um estudo sobre microbiota oral e
intestinal de gémeos coreanos univitelinos e bivitelinos, sendo estes com e sem a
SM. Eles descreveram que deve haver um impacto genético do hospedeiro nos

microbiomas estudados (Sl et al., 2017).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as possiveis alteracbes clinicas e da microbiota oral, assim das
caracteristicas sociodemogréaficas e antropométricas, de individuos com sindrome
metabdlica em relagdo ao grupo controle, a fim de estabelecer possiveis

marcadores e fatores associados a doenca.

3.2 Objetivos Especificos

- Realizar avaliacbes sociodemograficas, antropométricas e outras clinicas em uma

populacdo com individuos adultos residentes no Estado do RJ;

- Verificar a incidéncia de Sindrome Metabdlica ha populacdo estudada, assim como
a frequéncia das faixas de IMC dentro do grupo com SM e controle para estabelecer

possiveis correlacdes entre o estado nutricional e a doenca.

- Caracterizar a diversidade bacteriana no microbioma salivar dos individuos
estudados pelo sequenciamento dos genes de rDNA16S amplificados dos

metagenomas salivares;

- Correlacionar todos os dados de anamnese, clinicos e metagendmicos com a
presenca da doenca para deteccdo de possiveis fatores ou biomarcadores da

sindrome metabdlica.

4. Material e Métodos

4.1 Grupo de estudo

A populagédo estudada € constituida pelo grupo teste de individuos com
Sindrome Metabolica (SM) e o Grupo Controle (GC), sem a doenca. Todos séo
adultos, a partir de 18 anos. Os individuos foram classificados de acordo com o IMC,
sendo de peso normal (PN - IMC entre 18,5 kg/m2 e 24,9 kg/m2) sobrepeso (SP —
IMC entre 25 kg/m2 e 29,9 kg/m2), e obesidade (OB - = 30 kg/m2). Os que
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apresentaram ao menos 3 dos 5 critérios da SM foram agrupados neste grupo caso.
Foram incluidos, no minimo, 10 individuos em cada grupo. O projeto foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unigranrio (N0:3.402.791) (Anexo
1).

Alguns critérios de exclusdo foram utilizados, como: ter feito uso de
antibiéticos nos Ultimos seis meses, presenca de hepatopatia, nefropatia,
endocrinopatias, neoplasias e doencas cardiovascular, autoimune, hematoldgica,
psiquiatrica e inflamatoria intestinal. Outros critérios de exclusdo compreendem:
gestacdo e lactacdo; tabagismo; uso de farmacos que interferem com o peso
corporal, metabolismo de carboidratos e lipidios; uso de hipotensores e de

substancias ilicitas.

Ao todo foram recrutados 103 voluntarios, e seus dados antropométricos,
sociodemogréficos foram registrados, junto da coleta de sangue e saliva. Todos as
informacdes coletadas e os resultados bioquimicos estdo armazenados em um
banco de dados (Apéndice 1). Os critérios de diagnéstico utilizados para sindrome
metabdlica sdo os do NCEP/ATPIII 2004 com modificacdo (de AHA/NHLBI/ADA), que
inclui 3 ou mais fatores associados a doenca, dentre os seguintes: hipertensao,
obesidade central, baixa de HDL, alta de triglicerideos e resisténcia a insulina. A
modificacdo realizada foi dentro do fator de glicemia alterada com a incorporacdo
da resisténcia a insulina como fator de risco para o desenvolvimento de SM, que é
posto pela OMS como um componente essencial para o diagnéstico da SM, assim
como Reaven propds aresisténcia a insulina como fator subjacente a SM (REAVEN,
2006). Com isso, para todos os voluntarios foram calculados os indices de
resisténcia a insulina, pelo calculo de HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment —

Insulin Resistance), como descrito posteriormente.

4.2 Anamnese sociodemografica

Os voluntarios que aceitaram o convite de participacao e se adequaram aos
critérios de inclusdo e exclusdo foram informados dos detalhes do projeto e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2). Foram
registrados no questionario o sexo, a cor da pele (autodeclarada), escolaridade, a
renda e histérico de saude familiar e dados de saude geral de cada voluntario.
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4.3 Avaliacao clinica

Todas as avaliagfes clinicas e coletas de amostras sanguinea e salivar foram
realizadas no Laboratério de Analises Clinicas da Afya, Unigranrio (Laborafe). As
respectivas andlises bioquimicas do sangue foram feitas com o apoio da equipe do
Laboratorio.

4.3.1 Exame antropomeétrico

Para calcular o indice de Massa Corporal (IMC), os individuos foram pesados
e medidos em uma mesma balanca com estadibmetro (balanca antropométrica
mecanica, Mod. 104A — Balmak). Esta balanca é capaz de mensurar até 300 Kg e
seu estadidmetro possui régua antropométrica retratil, medindo até 2m com
graduacéo de 0,5 cm. O peso foi registrado em quilogramas e a altura em cm.
Nestas avaliacdes, 0s participantes estavam trajando roupas leves, descal¢os, sem
acessorios ou bolsas e com o0s bolsos vazios. O IMC foi calculado dividindo-se o
peso (em kg) pela altura ao quadrado (em m?) (WHO, 2019), e foi usado como base

para determinar o estado nutricional de cada voluntéario, de acordo com a Tabela 3.

A circunferéncia da cintura (CC) e do quadril (CQ) foram mensuradas com
fita métrica metdlica, graduada em centimetros, com o paciente em pé. ACC e a
CQ foram medidas, respectivamente, no ponto médio entre a crista iliaca e o ultimo
arco costal e na maior circunferéncia posterior das nadegas. A relagdo cintura-
quadril (RCQ) foi obtida com a divisdo da CC pela CQ (WHO, 2011).

4.3.2 Afericéo da pressao arterial

A pressdo arterial (PA) foi aferida por método oscilométrico, utilizando-se um
monitor automatico da marca OMRON. Os manguitos possuem tamanho apropriado
ao braco dos participantes e os registros serdo feitos com o individuo sentado. Apos
5 min de repouso, foram realizadas trés medidas sequenciais, com intervalos de 3
min, considerando o céalculo da média dos valores. Foram descartados valores que
apresentassem diferencas acima de 10 mmHg na PA sistdlica e 5 mmHg na PA
diastolica. A PA média corresponde ao dobro da PA diastélica, somado a média da
PA sistolica, o resultado dividido por trés (BABBS, 2012).
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4.3.3 Analise bioquimica do sangue

Amostras de sangue foram coletadas apos 12 h de jejum e aliquotas de
plasma e soro foram estocadas a -80°C, conforme o método de FAN e
colaboradores, 2018. A partir das amostras sanguineas, foram realizadas as
seguintes analises, com o apoio do Laborafe:

a) Glicemia de jejum — Método enzimatico com o uso de hexoquinase. Foram
utiizados tubos sem anticoagulantes, com as amostras centrifugadas

imediatamente apos a coleta. Os valores expressos em mg/dl.

b) Insulina — Determinada por ELISA (Enzo Life Sciences). Os valores sao

expressos em mcUl/ml.

c) indice de resisténcia a insulina e de células p — Aplicacéo da férmula do HOMA-
IR (homeostasis model assessment — insulin resistance), em que a resisténcia &
determinada pelo produto da insulinemia (mcUI/ml) e glicemia de jejum (mM),
dividido por 22,5. Esse indice possui alta correlagdo com o clamp
euglicémico/hiperinsulinémico. A resisténcia insulinica é definida por um HOMA-IR
= 2,3, de acordo com o observado em amostra da populagéo brasileira de origem
multiétnica. Contudo quando alinhado a um estudo de sindrome metabdlica o valor
de referéncia passa a ser de 22,3 devido a presenga de outros fatores e
comorbidades (Geloneze etal, 2009). HOMA-B (homeostasis model assessment of
B-cell function) foi determinado através do célculo: (20*insulina)/(0,0555*glicemia —
3,5) e tem como faixa de referéncia os valores entre 167 e 175.

d) Perfil lipidico — Colesterol total (CT), HDL (HDL) e triglicerideos (TG) foram
determinados por método enzimatico-colorimétrico. Os valores de VLDL e LDL
foram estimados pelas férmulas de Friedwald (Ousmane et al, 2016), para valores
de TG inferiores a 400 mg/dl:

VLDL = (TG/5)

LDL = (CT- HDL-C + TG/5).
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4.4 Coleta de saliva e caracterizagao da microbiota

A saliva foi coletada de acordo com Lim e colaboradores (2016), com
algumas modificacdes. As amostras foram coletadas no periodo da manha, com o
voluntario em jejum de 12 horas e com uma hora sem ingerir agua. Foi oferecido
aos voluntarios quatro mililitros (mL) de agua Milli-Q para bochechar por 5 minutos
e depois coletada a saliva em um recipiente estéril. As amostras foram mantidas em
gelo e rapidamente centrifugadas a 17,146g por 10 minutos. O sobrenadante foi
separado do pellet que teve seu conteudo dividido em duas aliquotas: para ser
usado para a extracdo e sequenciamento de DNA metagendmico; e para cultivo em

meios de cultura especificos.

A aliquota direcionada para a anélise dependente de cultura recebeu 2 ml de
meio BHI liquido com glicerol a 20%, sendo misturado vigorosamente e armazenado
no freezer -80. A outra, para analise independente de cultura, foi ressuspendida em
solucdo Tris-EDTA (Tris a 10 mM, EDTA a 1 mM), com sacarose a 20%, e

armazenada também no freezer -80 para posterior extracdo do DNA metagendmico.

4.4.1 Anélise independente de cultura da diversidade microbiana

O metagenoma bacteriano foi extraido das amostras de sedimento celular
(pellet) da saliva, usando o Kit de extracdo de DNA DNeasy® PowerSoil® (Qiagen
- Carlsbad, CA). O protocolo sugerido pelo fabricante do kit foi seguido, alterando-
se apenas pelo acréscimo de 0,55 miligramas de beads de zirconia/silica de 0,1 mm
de didmetro da BioSpec® estéreis. Esta modificagdo visou aumentar a
fragmentacdo das células microbianas, especificamente as bactérias Gram-
positivas, de acordo com O’Toole e Flemer, 2016. O DNA metagendémico extraido
foi observado em gel de agarose a 1%, apOs uma corrida eletroforética de uma hora

a 30 mA, e corado com Gel red.

Foram selecionados aleatoriamente 56 amostras dentro dos grupos GC e SM
gue correspondessem a voluntario com sobrepeso (SP) e obesidade (OB) para
serem sequenciados, sendo eles 13 voluntarios do grupo GC e com sobrepeso, 12
do grupo SM com sobrepeso, 13 obesos do grupo GC e 18 obesos com SM. A
Plataforma HiSeq 2500®-lllumina, Inc. San Diego, California, USA, foi utilizada para
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0 sequenciamento dos genes de RNA ribossbmico 16S (rDNA 16S) dos
metagenomas. Para tal foi contratado o servico da empresa GenOne Biotech©, que
produziu uma biblioteca de amplicon de PCR do rDNA 16S. utilizando primers
especificos para as regides variaveis 3 e 4 (V3-V4) segundo Youngseob et al, 2005,
sendo eles: 341F (CCTAYGGGRBGCASCAQG) e 806R
(GGACTACNNGGGTATCTAAT). Os dados do sequenciamento foram analisados
pela ferramenta Mothur do pesquisador Schloss e colaboradores do Department of
Microbiology & Immunology at University of Michigan passando pelos tratamentos
de qualidade, pureza, remocdo de quimeras e de artefatos através do MiSeq

protocol de Schloss et al, 2013.

4.5 Analise de dados

Os dados de anamnese sociodemografica e clinicos foram analisados
utilizando o programa IBM SPSS Statistics 22 e comparados de acordo com sua
classificacdo entre os grupos de estudo. Inicialmente realizou-se uma andlise
guanto a distribuicdo normal, pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-
Wilk, apontando que os dados ndo seguem distribuicdo normal. Portanto os dados
categoricos foram analisados pelo 2 de Pearson e os continuos foram avaliados
pelo teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney, equivalente ao teste t
independente. Também foi realizada a analise descritiva dos dados sendo anotados

suas médias e desvio padrao.

Os parametros também foram avaliados pela analise de componente
principal (inglés, PCA) para avaliar a correlacdo entre eles e impacto que cada
parametro gera na pesquisa. Essa andlise € baseada na posicdo dos fatores
resultantes da matriz de correlacdo, que quanto mais distante estiver da origem
maior é 0 seu impacto na pesquisa. Outro ponto avaliado na PCA foi a angulacéo

entre dois fatores, que:

(1) menor que 90°: os parametros apresentam correlacao positiva, que
aumenta conforme se aproximam de 0° de angulacéo, passando a
serem fortemente e positivamente correlatas;

(i) igual a 90°: os parametros ndo apresentam correlacao;
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(i)  maior que 90° os parametros apresentam correlacdo negativa, que
aumenta conforme se aproximam de 180° de angulacdo, passando a

serem forte e negativamente correlatas.

Os dados microbianos também foram avaliados quanto a sua distribuicdo
normal por Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk t também seguiram uma
distribuicdo ndo normal, sedo entdo analisados pelo teste U de Mann-Whitney e
pela analise multivariada PCA. Finalmente, foi realizada PCA para avaliar todas os
parametros estudados (variaveis sociodemograficas, antropométricas, clinicas e
microbiana) em conjunto, com intuito de verificar uma possivel relacdo entre elas

com influéncia positiva ou negativa para Sindrome Metabdlica.

5. Resultados

5.1 Triagem e classificacao nutricional dos voluntéarios

Ao longo da pesquisa foram recrutados, aleatoriamente, 103 voluntérios
dentro da populagdo de individuos adultos que iam se consultar no Laborafe. Apds
avaliagdo dos fatores indicativos, eles foram divididos em dois grupos, com
Sindrome Metabdlica (SM) e grupo controle (GC). Posteriormente, avaliamos a
incidéncia de cada estado nutricional dos voluntarios, de acordo com o IMC,
resultando em: (i) 33 individuos com SM, sendo PN=1, SP=14 e OB=18; (ii) 70
individuos do GC, sendo PN=30, SP=24 e OB=16 (Figura 7).

As diferencas quantitativas dos estados nutricionais entre 0s dois grupos
foram avaliadas estatisticamente através da andlise de y? de Pearson mostrando
que apenas a frequéncia de voluntarios com peso normal (PN) apresentou diferenca
extremamente significativa (<0,001) entre o grupo controle e SM, apontando que
este estado nutricional é possivelmente um fator protetivo contra sindrome
metabdlica. Esse resultado foi comprovado pelo valor de Odd Ratio, que indicou
que o grupos SP e OB possuem 22,634 vezes mais chance de desenvolver a SM
guando comparado a grupo PN. Em patrticular, o Unico individuo com peso normal
e sindrome metabdlica nesta populacdo estudada possuia Diabetes Mellitus tipo 2,

0 que pode ter influenciado no diagnéstico da sindrome.
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Figura 7: Distribui¢cdo dos voluntérios segundo estado nutricional e presenca de SM.
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Legenda: *** Diferenca estatisticamente significante entre os grupos, em Teste de 2 de
Pearson, com valor de p<0,001.

5.2 Analises socioambientais e antropométricas

Todos os voluntarios foram avaliados quanto a cor da pele autodeclarada
sendo classificados, segundo o IBGE e de acordo com sua autodeclaracdo, como:
(i) Preto, com 23 voluntarios autodeclarados; (ii) Branco, com 31; (iv) Pardo, com
49. Além disso, a idade também foi registrada, sendo 36 homens e 67 mulheres. Na
escolaridade, foram registrados 12 voluntarios com Ensino fundamental completo,
50 com Ensino médio, 32 com Ensino superior e 9 com Pds-graduagado. Quanto ao
sexo, foram avaliados 67 mulheres e 36 homens. Os dados foram confrontados em

analises comparativas entre os grupos de estudo e o controle (Tabela 5).

A distribuicdo quantitativa dentro dos dados categoricos (cor de pele, sexo e
escolaridade) foi avaliada estatisticamente pelo método de c2 de Pearson. Apenas
os dados de escolaridade mostraram-se significativos (p<0,001) comparando-se GC

versus SM. A idade média dos voluntarios, Unico parametro continuo dos dados



30

sociodemograficos, foi estatisticamente curado pelo Teste U de Mann-Whitney na

analise de GC versus SM, obtendo-se resultado significante (p<0,001).

Tabela 5: Dados sociodemograficos dos voluntarios GC e SM

Parametros GC=70 SM =33 Total=103 Valor-P
36,011 50,30+ 40,59+
Idade <0,001*
+14,462 17,83 16,91
Mulher 45 23 68
Sexo NS°
Homem 25 10 35
Branco 21 10 31
Raca Preto 12 11 23 NS°
Pardo 37 12 49
Fundamental 4 8 12
Médio 30 20 50
Escolaridade i <0,001°
Superior 28 4 32
Po6s 8 1 9

Legenda: ! Valores apresentados para média do grupo; 2Valores de desvio padréo do

grupo; *Teste U de Mann-Whitney; NS = diferenca néo significativa; ° Teste c2 de Pearson.

Cada um dos voluntarios passou pelas anéalises antropométricas de medi¢céo
da altura e da massa corporal, junto a analise do IMC e da circunferéncia de cintura
e quadril, bem como a relacéo cintura-quadril. Todos os valores guantitativos dentro
dos parametros antropométricos foram analisados pelo Teste U de Mann-Whitney.
Com excecéo da altura, todos os demais dados mostraram diferengas significativas
(p<0,01) na avaliagcado GC versus SM (Tabela 6).
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Tabela 6: Dados antropométricos dos voluntérios

Parametros GC=70 SM =33 Total = 103 Valor-P*
Altura (m) 1,65 + 0,082 1,62+ 0,10 1,64 % 0,09 NS
Massa (Kg) 72,40 £ 16,50 82,98 + 18,67 75,79 £+ 17,84 <0,01
IMC (Kg/m?) 26,36 +4,93 31,21 + 4,64 27,91 £5,32 <0,001
CC (cm) 84,80+ 12,32 | 100,61+11,13 | 89.86+14,02 | <0,001
CQ (cm) 102,65 + 10,59 | 110,47 +8,13 | 10516+10,49 | <0,001
RCQ 0,83 + 0,09 0,91 + 0,07 0,85+ 0,09 <0,001

Legenda: 1Valores apresentados para média do grupo; 2Valores de desvio padrao do
grupo; * Teste U de Mann-Whitney; NS = valor ndo significante; CC, Circunferéncia de

Cintura; CQ, Circunferéncia de Quadril; RCQ, Relacdo Cintura-Quadril.

5.3 AvaliacOes de pressdao arterial e bioquimica sanguinea.

Todos os voluntarios passaram por analise de hemograma completo, perfil
lipidico e glicemia. Também foram realizadas afericdes de pressao arterial em cada
um dos voluntarios. Os valores de PAS, PAD, glicemia, insulina, HOMA-IR, HOMA-
B, creatinina, ureia colesterol total, triglicerideos, HDL, VLDL, LDL, CT/HDL,
VLDL/HDL e LDL/HDL foram registrados e comparados entre os grupos GC e SM
através do Teste U de Mann-Whitney para avalicdo estatistica. Excetuando os
parametros HOMA- e creatinina, que ndo apresentaram alteragdes significantes,
todos os demais parametros apresentaram diferengas significativas (p<0,05 ou

p<0,001) entre os valores dos grupos controle e SM (Tabela 7).

Quando avaliados os valores de HOMA-IR, a média do valor dos individuos
com a sindrome foi pouco mais que o dobro do valor referente ao grupo controle.
Dentre os individuos com SM, 66,6% (22 voluntarios) apresentaram valores
correspondentes com o diagndstico de resisténcia a insulina, enquanto no grupo
controle a incidéncia foi de apenas 22% (16 do total de 70 individuos). Em ambos

0S grupos, a maioria dos casos de resisténcia a insulina ocorreu em obesos.



Tabela 7: Dados clinicos dos voluntarios com e sem Sindrome Metabdlica.
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Parametros GC=70 SM=33 Total=103 Vi(:r-
PAS (mmHg) 117,501 +12.672 132,3 £15,68 122,24 +15,29 < 0,001
PAD (mmHg) 75,31 +8,28 81,7 +7,96 77,36 +8,67 <0,001
Glicemia 90,31 8,27 119,48 53,25 99,66 +33,51 <0,001
Insulina 9,05 +5,08 16,32 +8,08 11,38 +7,04 <0,001
HOMA-IR 2.05 +1,26 4,43 £1,81 2,81 £1,83 <0,001
HOMA-B 152,00 479,04 | 171,54+139,92 | 162,88+115,39 NS
Creatinina 0,897 + 0,155 0,891 +0,115 0,894 +0,134 NS
Ureia 23,42 + 5 43 28,03 +6,85 25,89 +6,60 <0,05
Colesterol
ot 101,11 + 41,65 |212,76+54,41 | 198,05+ 46,96 <0,05
Triglicerideos 92,46 +48,08 167,00 £99,33 116,34 +76,68 <0,001
HDL 60,39 +13,68 48,91 +13,54 56,71 +14,59 <0,001
VLDL 18,49 +9,62 33,40 +19,87 23,27 +15,34 <0,001
LDL 112,24 +37,42 | 130,45+4547 | 118,07 +40,85 <0,05
CT/HDL 3.30 0,93 4,76 +2,66 3,77 +1,81 <0,001
VLDL/HDL 0,33 0,22 0,81 +0,82 0,48 +0,54 <0,001
LDL/HDL 1,97 +0.80 2,95 +1,93 2,28 +1,35 <0,001
Legenda: *Valores apresentados para média do grupo; 2Valores de desvio padrdo do

grupo; * Teste U de Mann-Whitney; NS= diferenga néo significante; PAS, Presséo Arterial
Sistolica; PAD, Presséao Arterial Diastolica; HDL, High Density Lipoprotein; VLDL, Very Low
Density Lipoprotein; LDL, Low Density Lipoprotein; CT/HDL, Colesterol Total por High
Density Lipoprotein; VLDL/HDL, Very Low Density Lipoprotein por High Density Lipoprotein;
LDL/HDL, Low Density Lipoprotein por High Density Lipoprotein.

5.4 Andlise multivariada dos dados sociodemogréficos e clinicos

Apbés a realizacdo das analises individuais dos dados sociodemograficos,
antropometricos e clinicos dos voluntarios, respeitando a abordagem estatistica
aplicada a cada um dos parametros, foi executada a PCA para os trés conjunto de
dados acima (Figura 8). Como resultado obteve-se que os parametros HDL e

escolaridade, a esquerda da origem, apresentam possivelmente um impacto



33

protetivo neste estudo, com forte correlagdo positiva entre si e negativamente
correlatos as variaveis altura, massa, insulina, RCQ, CC, CQ, IMC e HOMA-IR. Os
demais parametros, posicionados a direita da origem, na Figura 8, parecem
apresentar impacto positivo no desenvolvimento do quadro de SM. No geral, todas
as variaveis tiveram seu impacto confirmado pelos seus respectivos valores de

comunalidade (Tabela 8).

Figura 8: Gréafico de PCA dos dados dos voluntérios
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Legenda: O conjunto dos componentes 1 e 2 indicados nesse grafico biplot explicam
aproximadamente 45% dos valores e posicionamento das variaveis do grafico, que quando
somados aos demais componentes principais da extracdo somam 100% das variacdes. As
variaveis préximas ao ponto de origem apresentam baixo impacto na analise PCA. As
variaveis distantes da origem apresentam alto impacto na andlise. PAS, Presséo Arterial
Sistdlica; PAD, Presséo Arterial Diastolica; HDL, High Density Lipoprotein; VLDV, Very Low
Density Lipoprotein; LDL, Low Density Lipoprotein; CT/HDL, Colesterol Total por High
Density Lipoprotein; VLDL/HDL, Very Low Density Lipoprotein por High Density Lipoprotein;
LDL/HDL, Low Density Lipoprotein por High Density Lipoprotein.
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Tabela 8: Valores de comunalidade dos pardmetros avaliados da populacdo estudada.

Parametros Valor Inicial Valor de Extracdo®?
INSULINA 1,000 0,974
VLDL/HDL 1,000 0,96
MASSA 1,000 0,955
CT/HDL 1,000 0,937
HOMAIR 1,000 0,926
COLESTEROLT 1,000 0,912
IMC 1,000 0,908
HOMAB 1,000 0,905
CINTURA 1,000 0,904
LDL/HDL 1,000 0,896
TRIGLICERIDEOS 1,000 0,89
VLDL 1,000 0,89
SEXO 1,000 0,888
LDL 1,000 0,882
QUADRIL 1,000 0,849
Cor da pele 1,000 0,848
ESCOLARIDADE 1,000 0,847
ALTURA 1,000 0,841
RCQ 1,000 0,825
PS 1,000 0,795
IDADE 1,000 0,758
UREIA 1,000 0,754
GLICEMIA 1,000 0,747
HDL 1,000 0,689
PD 1,000 0,665
CREATINA 1,000 0,529

Legenda: Quanto mais préximo do valor inicial estiver o valor de extragdo de um
parametro, mais ele é explicado pelo modelo de PCA e maior seu impacto no mesmo.

2Valores menores que 0,5 sdo considerados ndo impactantes na analise.

5.5 Andlise da microbiota salivar

Os metagenomas de 56 voluntarios obesos e com sobrepeso dos grupos SM
e GC foram extraidos e enviados para sequenciamento do amplicons de rDNA16S
em plataforma HiSeq-2500. Os dados metagendmicos foram montados, tratados e
analisados com a ferramenta Mothur, gerando os resultados contendo as

classificacOes filogenéticas bacterianas para cada individuo, desde o nivel de Filo a
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Género, assim como a abundéancia relativa de cada taxa presente nas amostras.
Em seguida foi realizada a analise univariada Teste U de Mann-Whitney para os
filos microbianos presentes no metagenoma dos 56 voluntarios. Contudo, nenhum
dos filos apresentou alteragao estatisticamente significativa entre os grupos GC e
SM para esse teste. O teste apontou, porém, a clara inversao na predominancia dos
dois filos mais abundantes desta analise, que sdo os filos Firmicutes e
Proteobacteria. Nos voluntarios GC Firmicutes apresentou maior abundéancia
relativa correspondendo de 15% a 55% do total da microbiota bacteriana salivar em
cada individuo, e 35% da microbiota quando os voluntarios sdo analisados em pool.
Ja nos voluntarios do grupo SM o filo Proteobacteria foi 0 que teve maior abundancia
relativa perfazendo de 10% a 48% do total da microbiota analisada nos individuos,
e 32% do pool de voluntarios (Figura 9). Os demais filos mantiveram distribui¢cdo

proporcionalmente similar entre os grupos.
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Figura 9: Distribuicao dos filos bacterianos nos metagenomas salivares dos voluntarios
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(a)Distribuicdo metagenémica das amostras dos voluntarios a nivel de filo de acordo com o GC. (b) Distribuicdo metagenémica das
amostras dos voluntarios a nivel de filo de acordo com o SM. (c) Distribuicdo metagenémica das amostras do pool de voluntarios a nivel
de filo de acordo com o GC. (d) Distribuicdo metagendmica das amostras do pool de voluntarios a nivel de filo de acordo com o SM.
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Os dados de filos bacterianos dos voluntarios também foram avaliados pela
analise multivariada PCA para testar se havia expressao significativa de um ou mais
filos quando analisados em conjunto. Obteve-se como resultado que os filos
Acidobacteria, Chloroflexi, Armatimonadetes Gemmatimonadetes e Nitrospira
apresentaram grande impacto para o estudo quando analisados somente as
variaveis microbianas, além de serem forte e positivamente correlatos entre si e
estando majoritariamente presentes nos individuos do grupo controle. Da mesma
forma, os filos Tenericutes, Fusobacteria, Bacteroidetes, Spirochaetes e
Synergistetes, que apresentaram grande impacto no quadro de analise, estao forte
e positivamente relacionadas entre si (Figura 10). Sendo ambas analises
confirmadas pelo Teste de Esfericidade de Bartlett que apresentou valor-p<0,001 e
pelas respectivas comunalidades dos filos. Contudo os dois grupos bacterianos nédo

demonstraram correlacdo alguma entre si nesse estudo

Figura 10: PCA da microbiota dos voluntarios
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Legenda: O conjunto dos componentes 1 e 2 indicados nesse grafico biplot explicam
27,85% dos valores e posicionamento das variaveis do grafico, que quando somados aos
demais componentes principais da extracdo somam 100% das variacGes. As variaveis
microbianas préximas ao ponto de origem apresentam baixo impacto na analise PCA. As

variaveis distantes da origem apresentam alto impacto na andlise.
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Tabela 9: Valores de comunalidade dos filos da microbiota estudada

Parametros Valor de Extracao®?
Acidobacteria 0,921
Nitrospira 0,904
Deferribacteres 0,883
BRC1 0,838
Armatimonadetes 0,831
Spirochaetes 0,823
Fusobacteria 0,812
Gemmatimonadetes 0,809
SR1 0,804
Bacteroidetes 0,789
Mus 0,788
Deinococcus_Thermus 0,782
Tenericutes 0,774
WS3 0,757
Proteobacteria 0,741
T™M7 0,736
Actinobacteria 0,722
Verrucomicrobia 0,712
Elusimicrobia 0,698
phage 0,689
Bacteria_unclassified 0,685
Firmicutes 0,680
Chloroflexi 0,542
Synergistetes 0,521
Cyanobacteria_Chloroplast 0,499
unknown_unclassified 0,443

Legenda: *Quanto mais préximo do valor inicial (1,0) estiver o valor de extracdo de um
parametro mais ele é explicado pelo modelo de PCA e maior seu impacto ho mesmo.

2Valores menores que 0,5 sdo considerados ndo impactantes na analise.

Assim como realizado para Filo, os niveis de classe, ordem, familia e género
também foram descritos (Figura 11) e analisados estatisticamente pelo Teste U de
Mann-Whitney. No nivel de classe, a Acidobacteria Gpl6 apresentou alteracao

estatisticamente significativa com valor de p<0,05, estando majoritariamente
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presente nos individuos do grupo controle. Quanto as ordens bacterianas,
Acidobacteria-Gpl6-de-ordem-nao-classificada, Actinobacteria-ndo-classificada,
Myxococcales, e Solirubrobacteralis apresentaram alteracao significativa entre os
grupos de estudo, com valor de p<0,05, sendo mais abundantes nos individuos do
grupo controle. A ordem Oceanospirillales também apresentou alteracéo
estatisticamente significativa, porém tendo maior quantidade de sequencias nos
microbiomas do individuos com sindrome metabdlica.

No nivel taxonémico de familia, Acidobacteria-Gpl6-de-familia-nao-
classificada, Actinobacteria-ndo-classificada, Chitinophagaceae, Rhodospirillales-
nao classificado e Thermoactinomycetaceae mostraram alteracdes significativas
entres 0s grupos (com p<0,05), estando majoritariamente presentes no GC.
Desulfomicrobiaceae, Halomonadaceae e Leuconostocaceae mostraram aumento
estatisticamente significativo em suas abundéancias relativas no grupo dos doentes,
tendo os dois primeiros o p<0,05 e o ultimo p<0,01.

E por dltimo, os géneros Actinobactéria-ndo-classificada, Anaerovorax,
Geminicoccus, Gp1l6, Methylophilaceae-néo-classificada, Nocardia
Rhodobacteraceae-nao-classificada, Rhodospirillaceae-nao-classificada,
Rhodospirillales-néo-classificada, Steroidobacter e Thermoactinomyces
apresentaram alteracdes significativas entre os grupos, tendo o valor p<0,05 e
associadas ao GC. J& os géneros Alcaligenaceae-ndo-classificada
Desulfomicrobium, Prevotella, Shinella, Leuconostoc e Cobetia também tiveram
alteracdes significativas (com p<0,05 para os quatro primeiro e p<0,01 para os dois

ultimos), sendo mais abundantes no grupo SM.



Figura 11: Perfil microbiano dos voluntarios
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Legenda: (a)DistribuicAo metagendmica das amostras dos voluntarios GC em pool a nivel de classe. (b)Distribuicdo metagenémica das
amostras dos voluntarios SM em pool a nivel de classe. (c)Distribuicdo metagenémica das amostras dos voluntarios GC em pool a nivel de
ordem. (d)Distribuicdo metagenémica das amostras dos voluntarios SM em pool a nivel de ordem. (e)Distribuicdo metagendmica das
amostras dos voluntarios GC em pool a nivel de familia. (f)Distribuicdo metagendmica das amostras dos voluntarios SM em pool a nivel de
familia. (g)Distribuicdo metagendmica das amostras dos voluntarios GC em pool a nivel de género. (h) Distribuicio metagenémica das
amostras dos voluntarios SM em pool a nivel de género.



46

5.6 Analise multivariada de todos os dados

Considerando os 56 voluntarios selecionados para analise metagendmica,
cujos dados bioquimicos, de presséo, sociodemograficos e antropométricos haviam
sido investigados, realizou-se uma avaliagédo de PCA para entender os impactos de
todos estes parametros para a doenca. Como resultado, as varidveis CT/HDL,
LDL/HDL, VLDL/HDL, LDL, RCQ, VLDL, triglicerideos e colesterol mantiveram o
alto impacto na analise, estando fortemente e positivamente correlatos entre si e
contribuindo para o desenvolvimento do quadro clinico da sindrome, como
mostrado em analises anteriores nesse estudo. Em adi¢do, os filos Acidobacteria,
Gemmatimonadetes, Nitrospira indicaram elevado impacto no estudo, estando forte
e positivamente correlatas entre si, contudo provavelmente atuando como fator
protetivo, uma vez que foram majoritariamente presentes no grupo GC. O HDL,
assim como os filos citados acima, também apresentou impacto significativo no PCA
e possivel fator protetivo no estudo (Figura 12). A observacéao foi confirmada pela

comunalidade das variaveis.



Figura 12: PCA dos dados microbianos e dos voluntarios
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Tabela 10: Valor das comunalidades da andlise conjunta

Parametros Valor de Extracdo?
CT.HDL 0,964
MASSA 0,963
VLDL.HDL 0,953

10

indicados nesse grafico biplot explicam
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PD 0,756
HDL 0,756
Firmicutes.1 0,745
Bacteria_unclassified.1 0,742
Synergistetes.1 0,740
Bacteroidetes.1 0,718
phage.l 0,698
Chloroflexi.1 0,672
unknown_unclassified.1 0,668
Cyanobacteria_Chloroplast.1 0,564

lQuanto mais préximo do valor inicial (1,0) estiver o valor de extracdo de um parametro
mais ele é explicado pelo modelo de PCA e maior seu impacto no mesmo. Valores menores

que 0,5 séo considerados ndo impactantes na analise.

6. Discussao

Neste trabalho foram avaliados 103 voluntarios adultos, considerando
parametros sociodemograficos, antropométricos, clinicos e de diversidade
bacteriana na saliva. A partir de analises bioquimicas do sangue e demais
caracteristicas clinicas, em torno de 30% desta populacdo apresentou Sindrome

Metabolica (33 individuos contra 70 do grupo controle).

6.1 Dados sociodemograficos da populacdo estudada

Neste trabalho, a cor de pele e o sexo ndo mostraram estar associados com
o desenvolvimento de SM. Poucos estudos conseguiram obter algum tipo de
correlacdo entre esses fatores e sindrome metabolica e os que obtiveram
apresentaram resultados que contrapfem uns aos outros, como no estudo de KANE
et al. de 2016 que aponta o sexo feminino como fator protetivo contra SM e o0 estudo
de SMILEY et al. de 2019 que indicam que mulheres possuem maior risco para o

desenvolvimento da sindrome.
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Tal como os estudos de GUPTA & GUPTA de 2010 e de JURA & KOZAK de
2016, a idade foi fator que apresentou alteracfes significativas em seus valores
entre os grupos controle e SM, expondo maior média de idade neste ultimo. 1sso
nos indicou que quanto maior a idade maior o risco de desenvolver a SM, uma vez
gue o aumento da idade ja foi associado previamente com os fatores de risco desta

sindrome, como a pressao arterial, valores de glicemia e circunferéncia de cintura.

De forma interessante, a escolaridade indicou estar relacionada a doencga,
sendo o maior nivel de escolaridade (ou tempo de estudo) mais frequente no grupo
controle, agindo como potencial fator protetivo. Ja o menor nivel de escolaridade
mostrou maior incidéncia no grupo SM, sendo um fator de risco, bem como
demostrado nas pesquisas de CHIARA et al. de 2017, LI et al. de 2017 e
FARMANFARMA et al. 2020.

6.2 Fatores de risco associados a Sindrome Metabdlica

Apbés classificacdo do estado nutricional de todos os voluntarios, foi possivel
avaliar que havia uma variacdo significativa na distribuicdo dos individuos com
diferentes faixas de IMC dentro dos grupos controle (GC) e doentes (SM). No grupo
controle a incidéncia de individuos com peso normal (PN) era extremamente maior,
enquanto o grupo doente apresentou maior frequéncia de individuos com sobrepeso
e obesos, o que foi confirmado com resultado significativo no Teste y? de Pearson.
Além disso, a Odd Ratio mostrou que os individuos de sobrepeso e obeso tem
22,634 vezes mais chance de desenvolver a sindrome metabdlica que individuos
de peso normal, indicando esta caracteristica como protetiva para o
desenvolvimento de SM, como j& observado no estudo de OFER et al., de 2019.
Além reforcar que a obesidade abdominal frequentemente presente em pessoas
com sobrepeso e obesas é um fator intrinsicamente relacionada a sindrome
metabdlica compondo um dos 5 fatores ja descritos como preconizadores da
mesma (DEPRES & LEMIEUX, 2006; ANDERSEN et al., 2016; ENGIN, 2017).

Na analise antropométrica foram avaliados a altura, a massa, o IMC, a
circunferéncia de cintura, a circunferéncia de quadril e a relacdo cintura-quadril de
cada um dos voluntarios de forma univariada comparando cada um dos fatores com

sua distribuicéo nos grupos GC e SM. O parametro altura ndo apresentou alteracao
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significativa entre os grupos, assim como nos estudos de KRAKAUER &
KRAKAUER de 2016 e de 2018, que demonstram que a altura pode ser um
parametro a ser utilizado para determinar sobrepeso e obesidade, assim como
outros quadros clinicos e sindromes, como acidente cardiovascular, aterosclerose,
diabetes tipo 2 e a prépria sindrome metabdlica, mas apenas quando este fator esta

associado a outros dados uma analise composta com IMC e relacao cintura-altura.

Os valores de massa corporal e IMC dos voluntarios foram significativamente
maiores dentre os individuos com a doenca, indicando estes fatores como
associados ao desenvolvimento do quadro de sindrome metabdlica, como ja
apresentado por SAMSOM & GARBER em 2014, que mostraram como as principais
organizagfes de saude (WHO, EGIR, NCEP-ATPIII, dentre outros) descrevem 0s
fatores preconizados para o surgimento desta sindrome na populacdo. E nesse
estudo todos os orgaos foram unanimes quanto ao fato de que a obesidade,
diretamente representada pelos acréscimos no nivel de massa corporal, leva ao
aumento da circunferéncia abdominal, também conhecida por obesidade central,
gue por sua vez leva o surgimento de doencas e comorbidades como a diabetes
mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares e aumento quadro inflamatério, assim
como o risco de mortalidade do individuo como também explicitado no estudo
ENGIN de 2017.

Quanto aos maiores valores de IMC associados a sindrome metabdlica, isso
ja foi apontado por WEBER, em 2018, que mostrou como o IMC impactava no
desenvolvimento da sindrome e como sua dinamica atrapalhava os afazeres diarios
dos militares da aeronautica alema. GOBATO e colaboradores (2014), assim como
HANNOUN e colaboradores (2020), foram mais taxativos quanto a correlacao do
IMC com os demais fatores como a hipertenséo, a alta de glicemia, os valores
reduzidos de HDL e surgimento da resisténcia insulinica, determinada pelo céalculo
do HOMA-IR, corroborando os resultados obtidos no nosso estudo. Além disso, 0s
valores de circunferéncia de cintura, circunferéncia de quadril e a relacéo cintura-
quadril, também relacionados ao aumento do IMC e obesidade, acompanharam a
tendencia crescente associada ao grupo com a sindrome. Esses parametros
também foram avaliados junto a recorréncia da hipertenséo, por ENGIN de 2017,
CAO et al, 2018, uma vez que tais caracteristicas predispéem os individuos ao risco

de desenvolver doencas cardiovascular.
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6.3 Fatores clinicos e bioquimicos

O aumento significativo nos valores de presséo sistolica e diastolica em
individuos com SM caracterizam um quadro de hipertensdo que ja é descrito na
literatura como um dos fatores chaves para a manifestacao da sindrome metabdlica
e de doencas cardiovasculares, como igualmente descritos por GALASSI et al.
(2006) e por CHIARA et al. (2017). A glicemia, a insulina e o indice HOMA-IR
(utilizado para indicar um quadro clinico de resisténcia a insulina) apresentaram um
aumento significativo e diretamente proporcional ao desenvolvimento da sindrome
metabdlica como ja descrito por SAMSOM & GARBER (2014) e de SAEB et al.
(2019). Aqui, a porcentagem de individuos com resisténcia a insulina foi
praticamente 3 vezes maior no grupo doente (66,6%), em relacdo ao controle
(22,8%).

Os valores de triglicerideo, HDL, LDL, VLDL e colesterol total, assim como
suas relagées CT/HDL, LDL/HDL e VLDL/HDL, também foram avaliados mostrando
variacao significativa entre os grupos GC e SM. Desses, apenas o HDL atua como
parametro protetivo e nesse estudo a alta de HDL estava intrinsicamente ligada ao
grupo controle como apresentado no estudo de SAEB, et al de 2019. Nesse mesmo
estudo, como nos de KLEIN et al. (2002) e KAMSO (2007), o aumento dos demais
fatores avaliados esta diretamente associado ao surgimento da sindrome
metabdlica. Especialmente no caso das trés relacdes observadas, valores acima de
um limiar predispdem o individuo a um grande risco de desenvolver quadros de
aterosclerose, infarto agudo do miocéardio, dentre outras complicacdes

cardiovasculares.

6.4 Microbiomas salivares e sindrome metabdlica

A microbiota bacteriana dos 56 individuos selecionados para analise
metagendmica do rDNA 16S mostrou uma sinuosa variacao significativa em sua
diversidade quando comparados individuos saudaveis e doentes. Mostrando que a
sindrome metabdlica possui a capacidade de impactar ndo apenas na saude mais
também a microbiota oral, e tais mudancas podem acarretar no aumento ou

manutencdo da doenca. E importante salientar que todos os individuos cujos
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metagenomas foram analisados, apresentaram estado nutricional obeso ou com
sobrepeso. A auséncia de analise do grupo de individuos com peso normal pode ter
diminuido as diferencas esperadas entre as composi¢des bacterianas dos grupos,
no entanto, neste trabalho escolhemos direcionar os recursos financeiros para o
estudo de individuos com sobrepeso e obesidade, uma vez que no grupo SM havia
apenas um individuo que ndo se enquadrava neste status, sendo retirado desta

etapa.

Na descricdo da diversidade bacteriana salivar, os niveis taxondémicos
avaliados foram de filo a género. A partir da analise estatistica univariada, ndo foram
observados filos com qualquer variagao significante entre os grupos. No estudo de
Sl et al. de 2017 também foi analisada a relacdo da microbiota oral com sindrome
metabdlica chegando ao resultado de que dois géneros, Granulicatella e Neisseria,
estavam relacionados com o surgimento da sindrome metabdlica e o género
Peptococcus com grupo controle. Contudo mesmo com as trocas de posi¢ao dos
filos, de acordo com sua abundancia dentro dos grupos, ele ndo encontrou variagcado

significativa para este nivel taxondmico, assim como no nosso estudo.

O grupo controle deste trabalho apresentou como filos mais abundantes
Bacilli, Bacteroidia, Gamaproteobacteria, Betaproteobacteria e Fusobacteria.
Comparando-se com o estudo de SAEB (2019), de descricdo da microbiota oral,
houve uma variacdo dos cinco filos mais abundantes. De acordo com SAEB e
colaboradores, Actinobacteria apresenta-se como um dos cinco filos mais
abundantes, o que ndo observamos aqui, e Fusobacteria compreendeu apenas 2%

da composicdo bacteriana nos microbiomas descritos.

No nivel das classes, Acidobacteria Gpl6 apresentou alteracédo
estatisticamente significativa, estando majoritariamente presente nos individuos do
grupo controle. Ndo hé& estudos prévios que correlacionam este grupo com a saude
humana. Contudo no estudo de THELUSMOND et al. de 2018 sobre a biodegragéo
de diclofenaco, um anti-inflamatério amplamente usado no tratamento de lesdes
0sseas e musculares, e do triclocarban, um antimicrobiano utilizado na composicéo
de produtos de higiene como sabonetes e shampoos, a bactéria Gp16 foi umas das
bactérias presentes no solo que demonstrou estar associada a degradacgéo dos dois

compostos citados, podendo indicar que ela talvez desempenhe um papel similar
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no corpo humano. Isso também vale para suas subsequentes classificacdes
taxondémicas detectadas neste trabalho: Acidobacteria Gp16 > Acidobacteria-Gp16-
de-ordem-né&o-classificada > Acidobacteria-Gp16-de-familia-ndo-classificada >
Gplé6.

No nivel taxondmico das ordens, Actinobactéria-ndo-classificada,
Myxococcales, e Solirubrobacteralis apresentaram alteracao significativa entre os
grupos sendo mais abundantes nos individuos do grupo controle. Actinobactérias,
como ja foram previamente associadas como fator deflagrador da obesidade ou
como protetivo, como explicitado no estudo YANG et al. de 2019 em que as
bactérias Actinomyces sp. estavam associadas a prevaléncia da obesidade e as da
Alloscardovia sp. se mostraram como fator protetivo. A ordem Solirubrobacteralis
também demonstrou carater protetivo no nosso estudo, assim como no estudo de
NIRMALKAR et al. de 2018 em que descreveu o fator protetivo desta ordem contra

0 aumento da obesidade central e suas comorbidades.

Quando avaliadas as familias bacterianas, Chitinophagaceae,
Rhodospirillales-néo-classificado e  Thermoactinomycetaceae mostraram
alteracOes significativas entres os grupos, estando majoritariamente presentes no
GC. A Chitinophagaceae foi descrita no estudo de DU et al. de 2021 sobre as
alteracdes da microbiota intestinal de pacientes com diabetes como um fator
microbiano protetivo, associando ao grupo controle do seu estudo. A familia
Rhodospirillales-ndo-classificada também demonstrou aspecto protetivo, sendo
corroborado pelo estudo MURALIDHARAM et al. de 2021 em que as bactérias
pertencentes a ordem Rhodospirillales atuaram como fator protetivo contra o
aumento do valor de IMC, o aumento da circunferéncia abdominal e aumento da
glicemia. H& de se considerar que nesta etapa da andlise, o grupo controle deste
trabalho é composto por individuos com altos valores de IMC mas saudaveis com
relacdo a SM, o que indica que as diferencas observadas estdo provavelmente
relacionadas ao quadro clinico da sindrome e ndo ao acumulo de massa e estado

nutricional em si.

Finalmente, foram detectados alguns géneros com variagcbes no numero
relativo de sequencias entre 0s grupos, mas que nao haviam sido associados antes

com a sindrome metabolica. Os géneros Desulfomicrobium, Prevotella, Shinella,
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Leuconostoc e Cobetia mostraram aumento significativo no nimero de sequencias
no grupo SM, sendo possivelmente bioindicadores da doenca. Ja os géneros Gpl6,
Anaerovorax, Geminicoccus, Nocardia, Steroidobacter e Thermoactinomyces, além
de alguns néo classificados, foram mais abundantes no grupo controle, podendo
estar relacionados com a protecdo contra a sindrome. Nenhum deste géneros foi
citado por Sl et al., em 2017 como fazendo parte da microbiota oral alterada
relacionada com a sindrome metabdlica. Diferengcas no nimero amostral e nas
caracteristicas sociodemograficas as populacfes estudadas possivelmente foram

determinantes para esta discrepancia.

O género Prevotella foi um dos que aumentaram mais significativamente no
grupo SM, principalmente nos individuos obesos. Este género ja foi amplamente
descrito como um dos principais microrganismos metabolizadores de carboidratos
presentes na microbiota humana, como indicado por NIRMALKAR et al. (2018) que

estudou a relagéo da microbiota intestinal e a obesidade.

7. Conclusao

Com base na analise dos resultados obtidos € possivel concluir o aumento
da idade e a baixa escolaridade s&o fatores de risco associados ao desenvolvimento
da sindrome metabdlica, na populagéo estudada.

Os parametros antropométricos de altura, massa, IMC, circunferéncia de
quadril e relacao cintura quadril, assim como os valores de colesterol total, LDL,
VLDL e as razbes entre eles e o HDL, se mostraram fortes indicadores para avaliar
o desenvolvimento da sindrome metabdlica, podendo ser adicionados a outros

fatores de risco ja usados no diagnéstico.

A composicao bacteriana da saliva indicou ser influenciada pela sindrome
metabdlica no nosso estudo, apresentando variagdes na diversidade de algumas
poucas classes, familias e géneros entre os individuos saudaveis e com SM, de

uma forma independente ao ganho de massa corporal.
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9.1 Anexo 1
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RIO PROFESSOR JOSE DE W - o
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Proteomica de saliva e plasma sanguineo para deteccdo de biomarcadores de
comorbidades associadas a obesidade

Pesquisador: CARLOS VINICIUS FERREIRA DA SILVA
Area Tematica:

Versio: 1

CAAE: 14961519.6.0000.5283

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE UMIGRANRIO
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.402.791

Apresentacéo do Projeto:

A obesidade & um estado cronico relacionado a miltiplas comorbidades como hipertensao, diabetes tipo 2,
sindrome metabdlica, doencas periodontais e cardiovasculares. A cbesidade acarreta um aumento na
liberagdo de proteinas denominadas adipocinas, gue podem ser encontradas no plasma sanguinec e na
saliva, criando um processo inflamatdrio prolongado e de baixa intensidade. O processo inflamatdrio
apresentado na obesidade aumenta o risco para doencas cardiovasculares e periodontais. O objetivo do
presente estudo é analisar o proteoma do plasma e da

saliva de adultos jovens com obesidade e sobrepeso em comparacéo com individuos com peso normal, e
determinar possiveis biomarcadores para as Diabetes tipo 2 e Sindrome Metabdlica. A populacéo de estudo
sera constituida por 75 voluntarios provenientes do laboratério de andlises clinicas da Unigranrio, Campus |,
com idades acima de 18. Os individuos serdo categorizados conforme suas medidas antropométricas nos
grupos:

Mormal, Sobrepeso e Obeso, além de individuos diagnosticados diabetes tio 2 e sindrome metabdlica. Os
individuos deverao responder a questionarios anamnésicos, e serdo submetidos a exame periodontal,
mensuracdo de medidas antropométricas, afericdo da pressdo arterial sistémica e coleta de saliva e sangue
periférico. As proteinas extraidas das amostras de saliva e sangue serfo analisadas por espectrometria de
massas (LC-ESI-MS/TOF).
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Continuagao do Parecer: 3.402.781

Objetivo da Pesquisa:
Determinar o proteoma do plasma e da saliva de adultos jovens com obesidade e sobrepeso, e analisar
possiveis biomarcadores para sindrome metabdlica e DM. Assim como confirmar os possiveis

biomarcadores observados nas analises realizadas no mestrado.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:
Riscos - Os riscos s&o minimos, pois serdo realizados procedimentos de exame de rotina e coleta de

sangue e saliva seguindo normas de biosseguranca.

Beneficios - Os beneficios para o participante serdo um melhor conhecimento de seu estado de saldde bucal

e geral e encaminhamento para tratamento das necessidades encontradas.

Comentérios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Estudos epidemioldgicos t8m demonstrado que a prevaléncia de sobrepeso e obesidade em adultos com
idade a partir de 18 anos foram de cerca 39% e 13% respectivamente em 2016. Estes ndmeros t&m
aumentado ao longo do tempo, tendo dobrado nas ultimas 4 décadas. Este cenario dramatico pode
representar um impacto importante na sadde publica devido as comorbidades associadas. As
consequéncias comuns da obesidade

sao doencas cardiovasculares, diabetes, desordens musculoesqueléticas e alguns canceres. Além disto,
existe evidéncia de que ha uma associagdo entre obesidade e um risco maior para periodontite em
diferentes populagdes. Nesse quadro, a medicina personalizada ganhou espaco, buscando fatores
fisiclogicos, ambientais e histdrico médico de um individuo para utilizacio no tratamento. Diante deste
cenario & de extrema relevancia buscar biomarcadores capazes de relacionar as complicagdes associadas a
obesidade.

Consideractes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Os termos apresentados estio de acordo com o que determina a Resolugéo 466 do CNS de 12/12/2012.

Recomendacgdes:
Dada a relevancia do projeto, recomendo que os resultados da pesquisa, favoraveis ou ndo, sejam
divulgados em eventos cientificos e publicacdes na forma de artigos e textos em revista indexadas pelo

CQlualis.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
0 estudo atende aos requisitos da Resolucdo 466 do CNS de 12/12/2012.
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Consideragdes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador (a),
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0 Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO atendendo o previsto na Resolugio 466/12 do CNS/MS

APROVOU o referido projeto na reunido ocorrida em 19 de junho de 2019. Caso o (a) pesquisador (a) altere

a pesquisa sera necessario que o projeto retorne ao Sistema Plataforma Brasil para uma futura avaliagdo e

emissao de novo parecer. Lembramos que o (a) pesquisador (a) devera encaminhar o relatério da pesquisa

apos a sua conclusdo, como um compromisso junto a esta instituicdo e o Sistema Plataforma Brasil.

Cordialmente,
CEP/Unigranrio.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Bésicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 22/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1356680 pdf 15:09:34
Folha de Rosto Folhaderosto_pdf 22/05/2019 |CARLOS VINICIUS | Aceito
15:08:59 |FERREIRA DA

Cronograma cronogramacepVinicius.docx 171052019 |CARLOS VINICIUS | Aceito
16:34:09 |FERREIRA DA

Qutros cartadeanuencia.jpg 15/05/2019 |CARLOS VINICIUS | Aceito
09:20:26  |FERREIRA DA

Crcamento orcamento.jpg 15/05/2019 |CARLOS VINICIUS | Aceito
09:18:17 |FERREIRA DA

Projeto Detalhado / | Projeto.docx 15/05/2019 |CARLOS VINICIUS | Aceito

Brochura 08:45:31 |FERREIRA DA

Investigador SILVA

TCLE/ Termos de | TCLE.doc 15/05/2019 |CARLOS VINICIUS | Aceito

Assentimento / 08:48:56 |FERREIRA DA

Justificativa de SILVA

Auséncia

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Enderego: Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160

Bairro: 25 de Agosto
UF: RJ
Telefone: (21)2672-7733

CEP: 25.071-202
Municipio: DUQUE DE CAXIAS
Fawx: (21)2672-7733
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9.2 Anexo 2

Comité de Etica em Pesquisa

@ uNicranRrio

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resolucao n° 466, do Conselho Nacional de Saude
de 12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Proteomica de saliva e
plasma sanguineo para deteccdao de biomarcadores de comorbidades
associadas a obesidade”. Vocé foi selecionado por ordem de chegada e sua
participacéo néo € obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar
e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relacéo
com o pesquisador ou com a instituicdo (Unigranrio).

Os objetivos deste estudo sdo estudar as associacfes entre 0 exame clinico das
gengivas, Diabetes tipo 2 e Sindrome metabdlica, sua massa corporal (peso),
pressao sanguinea arterial e a identificacdo do perfil das proteinas presentes no
sangue e na saliva.

Sua participacdo nesta pesquisa consistirh em responder a um questionario sobre
dados pessoais e de saude geral e bucal, ser examinado pelo dentista (gengivas e
dentes), fornecer amostras de sangue e saliva, ser pesado e medido (altura e
circunferéncia da cintura e do quadril).

Os riscos relacionados com sua participagdo sao minimos.

Os beneficios relacionados com a sua participacdo um melhor conhecimento do seu
estado de saude bucal e geral e encaminhamento para tratamento das
necessidades encontradas.

As informac0@es obtidas através dessa pesquisa serao confidenciais e asseguramos
o sigilo sobre sua participacdo. Os dados nao serdo divulgados de forma a
possibilitar sua identificacdo. Os resultados de seus exames serdo confidencias, ou
seja, somente 0 pesquisador ter4 acesso a suas informacfes e serdo utilizados
somente para o objetivo do presente estudo.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o senhor
(@), podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a
gualquer momento com os pesquisadores responsaveis Carlos Vinicius Ferreira da
Silva no telefone 974807050/989518525 ou no e-mail cviniciusbio@gmail.com, ou
com Carina Maciel da Silva Boghossian no telefone 26727776 ou e-mail
carinabogho@unigranrio.edu.br, ou com Eidy de Oliveira Santos no telefone 2333-
6961 ou e-mail eidyos@gmail.com.
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Pesquisador Responsavel: Carlos Vinicius Ferreira da Silva

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagéo na
pesquisa e concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José de
Souza Herdy, 1160 — CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733 — ENDERECO
ELETRONICO: cep@unigranrio.com.br

Rio de Janeiro, de de20 .

Sujeito da pesquisa



10 Apéndice:

Tabela com dados gerais sobre os parametros sociodemogréficos e clinicos da
populacédo estudada.
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P.A. HOMA- HOMA- CT/ VLDL/ LDL/
Vol. Idade Escol. Raga Sexo Altura Massa IMC Cintura Quadrii RCQ (/D)  Glicemia Insulina B IR Creatinina Ureia CT Triglic. HDL VLDL LDL HDL HDL HDL
V1 27 3 1 1 1,63 825 31,1 88 110 0,80 123/80 83 10,2 184,4 2,09 0,74 34 141 60 47 12 82 3,00 0,26 1,74
V2 25 3 1 1 1,73 66,5 22,2 75 98 0,77  124/78 98 7,8 80,5 1,89 1.03 22 166 99 56 19,8 90,2 2,96 0,35 1,61
V3 31 3 2 1 1,66 775 28,1 98 107 0,92 116/82 83 14,6 263,9 2,99 0,8 19 173 60 58 12 103 2,98 0,21 1,78
va 20 2 1 1 1,65 59 21,7 67 96 0,70  111/69 77 10 258,6 1,90 0,99 21 182 92 70 18,4 93,6 2,60 0,26 1,34
V5 23 2 4 2 1,65 93 34,2 103 112 0,92 119/79 80 7,5 159,6 1,48 1,11 20 199 245 45 49 105 4,42 1,09 2,33
V6 44 3 1 1 1,62 60 22,9 70 91 0,77 110/70 102 4,9 45,3 1,23 0,69 32 254 62 70 12,4 1716 3,63 0,18 2,45
V7 22 2 4 1 1,63 79,5 29,9 87 114 0,76  110/75 83 13,8 249,4 2,83 0,56 17 133 62 53 124 67,6 2,51 0,23 1,28
V8 37 3 1 2 1,74 79,5 26,3 87 99 0,88 116/77 99 8,7 87,2 2,12 1,06 23 239 302 52 60,4 126,6 4,60 1,16 2,43
V9 20 2 1 1 1,59 61 24,1 73 100 0,73 97/60 81 9,8 196,9 1,96 0,94 22 185 123 85 246 754 2,18 0,29 0,89
Vvio 43 3 1 1 1,60 59,5 23,2 73 96 0,76  102/64 92 59 73,5 1,34 0,81 22 222 135 87 27 108 2,55 0,31 1,24
Vi1 24 3 4 1 1,68 70,5 25,0 80 106 0,75 116/78 85 10,2 167,6 2,14 0,84 24 176 69 75 13,8 87,2 2,35 0,18 1,16
V12 27 2 1 2 1,70 94 32,5 99 105 0,94  121/87 114 12,4 87,7 3,49 0,83 24 209 138 51 27,6 1304 4,10 0,54 2,56
vi3 21 2 2 1 1,64 985 36,6 97 114 0,85 127/85 85 41,6 683,4 8,72 0,82 21 239 120 51 24 164 4,69 0,47 3,22
via 68 2 1 1 1,54 90,2 38,0 115 126 0,91 137/81 132 15,6 81,5 5,08 0,78 44 210 111 53 22,2 1348 3,96 0,42 2,54
V15 55 3 2 2 1,67 94,5 33,9 107 109 0,98 114/78 119 23 148,2 6,75 1,09 35 157 67 50 134 9356 3,14 0,27 1,87
V16 49 1 4 1 1,67 88 31,6 94 104 0,90 134/93 86 6,9 108,4 1,46 0,74 18 189 61 70 12,2 106,8 2,70 0,17 1,53
V17 59 2 2 1 1,56 65 26,7 77 104 0,74  133/80 88 13 187,9 2,82 0,77 25 236 179 65 358 1352 3,63 0,55 2,08
V18 69 0 2 1 1,52 67 29,0 93 106 0,88  136/79 168 9 30,9 3,73 0,69 26 196 329 50 65,8 80,2 3,92 1,32 1,60
V19 23 0 4 1 1,67 94 33,7 92 120 0,77 111/72 91 25,1 323,8 5,63 0,85 24 198 227 67 454 856 2,96 0,68 1,28
V20 21 2 2 1 1,61 55 21,2 70 95 0,74  111/69 76 10 278,6 1,87 0,68 16 193 60 73 12 108 2,64 0,16 1,48
V21 28 3 2 2 1,76 67 21,6 83 97 0,86 123/77 95 12,1 136,5 2,84 0.85 23 151 99 62 19,8 69,2 2,44 0,32 1,12
V22 25 3 2 2 1,61 55 21,2 73 86 0,85 128/74 89 7,2 100,0 1,58 0,86 31 169 71 58 14,2 96,8 2,91 0,24 1,67
v23 33 3 1 2 1,68 64 22,7 80,5 92 0,88 117/76 87 39 58,7 0,84 1,01 33 186 78 59 156 111,4 3,15 0,26 1,89
V24 28 3 4 2 1,82 101 30,5 104 110 0,95 138/78 95 19,2 216,6 4,50 1,05 34 263 127 60 254 1776 4,38 042 2,96
V25 41 2 4 1 1,55 80 333 101 112 0,90 116/85 103 12,8 115,5 3,25 0,81 22 221 154 52 30,8 1382 425 059 2,66
V26 42 2 4 2 1,69 745 26,1 90 100 0,90 133/94 99 11,2 112,3 2,74 0,83 38 297 243 40 486 2084 7,43 122 521
V27 19 2 4 1 1,66 51 18,5 65 89 0,73 101/68 100 15,5 151,2 3,82 0,65 19 143 76 48 15,2 79,8 2,98 0,32 1,66
V28 19 2 4 1 1,54 67,5 28,5 76 100 0,76  104/65 90 24,2 323,7 5,37 0,66 25 188 60 69 12 107 2,72 0,17 1,55
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102/68
121/74
112/79
114/73
113/67
130/72
100/63
125/81
121/87
126/71
112/70
141/88
116/82
109/68

81
91
97
90
101
96
92
94
92
97
84
133
94
109
97
96
87
87
112
114
81
88
97
85
94
99
87
96
83
82
87
77
84
95
89

4,9
3,1
9,2
12,1
21,5
6,7
13,4
21
13,8
3,1
8,3
14,5
11,9
10,3
14,4
14,6
3,9
7,6
9,9
14
8,6
6,3
5,2
3,1
3,1
13,7
12
6,7
5,1
3,8
3,5
6,04
6,6
24,5
4,6

98,4
40,0
97,7
161,9
204,2
73,3
166,9
244.6
171,9
32,9
142,9
74,7
138,6
80,8
152,9
159,7
58,7
114,4
72,9
99,0
172,8
91,0
55,2
50,9
36,1
137,4
180,7
73,3
92,2
72,3
52,7
156,2
113,6
276,4
63,9

0,98
0,70
2,20
2,69
5,36
1,59
3,04
4,87
3,13
0,74
1,72
4,76
2,76
2,77
3,45
3,46
0,84
1,63
2,74
3,94
1,72
1,37
1,24
0,65
0,72
3,35
2,58
1,59
1,04
0,77
0,75
1,15
1,37
5,74
1,01

0,97
0,98
0,93
0,95
0,93
0,98
0,94
0,96
0,97
1,09
0,75
0,99
0,88
0,91
1,13
1,25
0,79
0,9
0,89
0,82
0,76
0,83
0,94
0,79
1,15
0,82
0,92
0,69
0,73
0,82
1,02
1,04
0,87
1,08
1,29

34
29
24
25
19
27

27
27
28
23
33
30
35
33
29
19
29
43
27
12
28

23
22
36
29
21
31
25
30

20
29
24

280
248
196
181
180
168
158
126
256
153
187
261
248
224
180
260
139
232
259
226
215
177
168
183
165
165
300
243
215
218
149
203
222
187
195

110
92
155
60
92
60
98
99
137
60
62
184
150
64
82
202
60
93
99
390
64
62
95
62
76
69
84
75
89
60
60
73
165
120
73

76
76
80
61
75
67
45
33
42
62
82
57
61
93
52
47
83
56
57
47
67
69
52
68
70
57
65
65
74
55
61
43
52
46
53

22
18,4
31
12
18,4
12
19,6
19,8
27,4
12
12,4
36,8
30
12,8
16,4
40,4
12
18,6
19,8
78
12,8
12,4
19
12,4
15,2
13,8
16,8
15
17,8
12
12
14,6
33
24
14,6

182
153,6
85
108
86,6
89
93,4
73,2
186,6
79
92,6
167,2
157
118,2
111,6
172,6
44
157,4
182,2
101
135,2
95,6
97
102,6
79,8
94,2
218,2
163
123,2
151
76
145,4
137
117
127,4

71

3,68
3,26
2,45
2,97
2,40
2,51
3,51
3,82
6,10
2,47
2,28
4,58
4,07
2,41
3,46
5,53
1,67
4,14
4,54
4,81
3,21
2,57
3,23
2,69
2,36
2,89
4,62
3,74
2,91
3,96
2,44
4,72
4,27
4,07
3,68

0,29
0,24
0,39
0,20
0,25
0,18
0,44
0,60
0,65
0,19
0,15
0,65
0,49
0,14
0,32
0,86
0,14
0,33
0,35
1,66
0,19
0,18
0,37
0,18
0,22
0,24
0,26
0,23
0,24
0,22
0,20
0,34
0,63
0,52
0,28

2,39
2,02
1,06
1,77
1,15
1,33
2,08
2,22
4,44
1,27
1,13
2,93
2,57
1,27
2,15
3,67
0,53
2,81
3,20
2,15
2,02
1,39
1,87
1,51
1,14
1,65
3,36
2,51
1,66
2,75
1,25
3,38
2,63
2,54
2,40



ve4
V65
V66
V67
V68
V69
V70
V71
V72
V73
V74
V75
V76
V77
V78
V79
V80
v81l
V82
V83
£ 1)
V85
V86
v87
V88
V89
Va0
val
V92
Va3
Vo4
V95
V96
va7
vas

60
30
53
45
57
39
46
65
29
27
28
67
77
70
72
49
20
19
22
44
44
53
57
24
63
23
35
24
40
41
56
37
55
61
54

N W NN RPN WNNNWWNNNDREDBDBNNDRDRPRPRPRRPRPRP WD WRER WNNNWWR
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1,54
1,64
1,62
1,55
1,60
1,79
1,69
1,58
1,66
1,76
1,79
1,48
1,51
1,52
1,56
1,79
1,88
1,77
1,62
1,62
1,65
1,65
1,81
1,63
1,60
1,72
1,62
1,73
1,63
1,73
1,56
1,59
1,59
1,73
1,71

80,5
81
60,2
60,5
68
140
57,5
74,5
84,1
90
87
64
56,5
78
71,5
9%
113
91
50,5
55,5
75,5
82
81,5
117
61,7
126
86,5
86,5
62,5
109
47,5
84
69,8
85
122

34,2
30,1
23,1
25,3
26,6
43,7
20,3
30,0
30,5
29,1
27,3
29,2
24,8
33,8
29,6
30,0
31,8
29,0
19,2
21,3
27,7
30,1
24,9
43,8
24,1
42,6
33,0
28,9
23,5
36,4
19,5
33,2
27,6
28,4
41,7

97,5
95
76

78,5
90
131
72,5
102
99
95
91
100
87,5
96,5
97,5
97
103
93
66
80
92
91,5

101,5
94
93

126
118
99
75
110
79,5
108
89
102
107,5

121,5
112
97
98
106
131
92,5
110
107
110
104
105
94,5
112
110
118
120
114
93
94,5
106,5
118
104,5
144
94
120
117
100
100
114
89
117
103
103
141,5

0,80
0,85
0,78
0,80
0,85
1,00
0,78
0,93
0,93
0,86
0,88
0,95
0,93
0,86
0,89
0,82
0,86
0,82
0,71
0,85
0,86
0,78
0,97
0,65
0,99
1,05
1,01
0,99
0,75
0,96
0,89
0,92
0,86
0,99
0,76

130/89
102/76
115/68
165/103
134/81
135/82
99/70
121/75
105/70
127/75
122/73
132/72
151/70
164/93
141/95
112/70
119/73
100/61
97/68
118/72
126/86
153/96
113/70
130/80
120/71
125/77
113/80
129/70
124/86
130/80
124/75
125/86
115/80
124/77
143/86

95
89
98
88
92
98
94
97
93
77
91

349

214

131

155
82
90
80
88
75
89
97
97
86

225
97
88
98
91
94
98

100
90
92

102

14,4
15,3
5,3
9,8
11
19,8
5,6
11,6
24
53
9,7
8,5
7,9
12,5
20,1
11,6
17,3
9,2
7,9
2,6
10,6
2,7
8,8
12,8
9,7
28,8
11,1
15,7
73
14,6
9,8
15
4,6
9,2
7

162,5
212,6
54,7
141,6
137,0
204,2
65,2
123,2
288,9
137,0
125,1
10,7
18,9
66,3
78,8
220,7
231,4
195,7
114,2
78,5
147,3
28,7
93,4
201,1
21,6
305,8
160,4
161,9
94,2
170,1
101,1
146,3
61,5
114,6
64,8

3,37
3,36
1,28
2,13
2,50
4,79
1,30
2,78
5,51
1,01
2,18
7,32
4,17
4,04
7,68
2,35
3,84
1,82
1,71
0,48
2,33
0,65
2,11
2,72
5,38
6,89
2,41
3,80
1,64
3,39
2,37
3,70
1,02
2,09
1,76

0,69
0,8
0,87
0,8
0,72
0,85
0,69
0,71
0,82
0,92
0,89
0,97
0,96
0,86
0,97
0,82
1,15
0,67
0,65
0,77
0,77
0,77
0,91
0,86
0,72
0,89
0,68
0,94
0,85
0,89
0,65
0,78
0,82
1,05
0,8

30
22
26
23
36
23
14
21
14
31
30
24
26
34
19

25
31
19
23
23
29
24
17
29
19
20
21
18
21
34
21
22
17
19

159
176
153
179
180
201
138
190
174
176
196
144
146
130
237
162
177
139
161
333
197
245
256
148
152
212
176
141
181
230
215
160
182
116
232

98
120
68
60
60
97
62
193
60
60
135
100
60
178
116
60
79
60
64
60
117
130
249
70
192
146
61
106
88
153
126
161
60
130
72

34
66
61
85
55
43
54
43
51
45
40
45
43
34
60
67
52
52
87
85
54
75
53
51
34
39
60
33
38
42
59
45
65
34
58

19,6
24
13,6
12
12
19,4
12,4
38,6
12
12
27
20
12
35,6
23,2
12
15,8
12
12,8
12
23,4
26
49,8
14
38,4
29,2
12,2
21,2
17,6
30,6
25,2
32,2
12
26
14,4

105,4
86
78,4
82
113
138,6
71,6
108,4
111
119
129
79
91
60,4
153,8
83
109,2
75
61,2
236
119,6
144
153,2
83
79,6
143,8
103,8
86,8
125,4
157,4
130,8
82,8
105
56
159,6

72

4,68
2,67
2,51
2,11
3,27
4,67
2,56
4,42
3,41
3,91
4,90
3,20
3,40
3,82
3,95
2,42
3,40
2,67
1,85
3,92
3,65
3,27
4,83
2,90
4,47
5,44
2,93
4,27
4,76
5,48
3,64
3,56
2,80
3,41
4,00

0,58
0,36
0,22
0,14
0,22
0,45
0,23
0,90
0,24
0,27
0,68
0,44
0,28
1,05
0,39
0,18
0,30
0,23
0,15
0,14
0,43
0,35
0,94
0,27
1,13
0,75
0,20
0,64
0,46
0,73
0,43
0,72
0,18
0,76
0,25

3,10
1,30
1,29
0,96
2,05
3,22
1,33
2,52
2,18
2,64
3,23
1,76
2,12
1,78
2,56
1,24
2,10
1,44
0,70
2,78
2,21
1,92
2,89
1,63
2,34
3,69
1,73
2,63
3,30
3,75
2,22
1,84
1,62
1,65
2,75



V99
V100
V101
V102
V103

Legenda: Vol., Cadigo dos voluntarios; Escol., nivel de escolaridade completa, onde 1-
Fundamental, 2-Médio, 3-Superior, 4-Pés-graduacdo; Raca, autodeclaracao da cor da pele,
onde 1-branca, 2-preta, 3-parda, 4-amarela, 5-indigena; Sexo, 1-Feminino, 2-Masculino;
IMC, indice de massa corporal; RCQ, razéo entre a medida de cintura e a medida do quadril;
P.A (S/D), valores de presséo arterial sistélica/valores de presséo arterial diastélica; CT,
Colesterol total; Triglic., Triglicerideos; HDL, Lipoproteinas de baixa densidade; VLDL,

lipoproteinas de densidade muito baixa; LDL, Lipoproteinas de baixa densidade.
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44
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1,81
1,69
1,76
1,72
1,69

114
87,5
64,5
87,5
75

34,6
30,8
20,8
29,6
26,3

115
9%
73,5
105
106,5

119
111
92,5
102

103,5

0,97
0,86
0,79
1,03
1,03

138/83
123/82
107/63
129/86
11775

121
95
93
94
94

11,1
48
2,5
19,8
39,9

69,0
54,2
30,1
230,6
464,8

3,31
1,12
0,57
4,59
9,25

1,04
0,87
0,95
0,97
1,07

25
27
22
37
25

389
208
179
273
274

525
116
89
228
289

22
38
43
40
31

105
23,2
17,8
45,6
57,8

262
146,8
118,2
187,4
185,2

73

17,68
5,47
4,16
6,83
8,84

4,77
0,61
0,41
1,14
1,86

11,91
3,86
2,75
4,69
5,97



