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Resumo

Introdugdo: A constipacdo intestinal ¢ uma desordem gastrointestinal acompanhada pelo
quadro de disbiose intestinal. A composi¢do da microbiota intestinal ¢ influenciada pelo
padrdo alimentar, principalmente o consumo de gorduras. Entretanto artigos que avaliem os
efeitos dos lipidios dietéticos na composicdo da microbiota intestinal ainda sdo
contraditdrios, bem como ndo ha artigos que avaliem essa associagdo em individuos com
constipacdo. Assim, o objetivo desse estudo ¢ avaliar a associagdo entre o consumo de
gordura e a composi¢ao da microbiota em individuos com constipagao.

Metodologia: Foram recrutados individuos de 19 a 60 anos com diagnostico de constipagao
pelos critérios ROMA IV. O consumo alimentar foi avaliado pela aplicacao de 1 recordatorio
de 24 horas e 3 registros alimentares. Para a analise do consumo foi realizado o célculo da
ingestdo habitual de energia, gorduras totais, colesterol, acidos graxos saturados,
monoinsaturados (MUFA), poliinsaturado (PUFA) e trans e em seguida, o célculo de
densidade energética de cada nutriente (g/1000kcal). A microbiota intestinal foi avaliada
pela amostra fecal de cada participante, a identificacdo de bactérias foi feita pelo
sequenciamento das regides V3/V4 do gene 16s rRNA. O valor de significancia estabelecido
foi de P<0,05.

Resultados: Participaram da analise final 68 participantes. O maior consumo de gorduras
totais, acidos graxos saturados e colesterol aumentaram o % de abundancia do filo
Proteobacteria (P=0,002; P=0,019; P=0,010, respectivamente) ¢ o0 maior consumo de PUFA
aumentou o % de abundancia do filo Syrnegistetes (P=0,025). Nao foram encontradas
associagdes significativas entre o consumo de MUFA e 4cidos graxos trans e a composi¢ao
da microbiota intestinal.

Conclusdo: Os achados desse estudo sugerem que a qualidade e a quantidade de lipidios
dietéticos, em especial, gorduras totais, acidos graxos saturados, colesterol e PUFA possuem
associacdo significativa com composi¢do da microbiota intestinal em individuos com

constipagao.

Palavras-chaves: Constipagcdo intestinal, dietas ricas em gorduras, disbiose intestinal,

microbiota intestinal.
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Abstract

Introduction: Intestinal constipation is a gastrointestinal disorder accompanied by intestinal
dysbiosis. The gut microbiota composition is influenced by the food pattern, mainly the
lipids consumption. However, articles that evaluate the effects of dietary lipids on the gut
microbiota composition are still contradictory, as well as articles that evaluate this
association in individuals with constipation. Thus, the aim of this study is to evaluate the
association between lipids consumption and gut microbiota composition in individuals with
constipation.

Method: Individuals between 19-60 years with diagnosis of constipation according to the
ROME 1V criteria were recruited. Food consumption was assessed by the application of one
24-hour recall and three food records. For the consumption analysis was calculated the
consumption of energy, total fat, cholesterol, saturated, monounsaturated (MUFA),
polyunsaturated (PUFA) and trans fatty acids and then the energy density calculation of each
nutrient (g / 1000kcal). The gut microbiota composition was evaluated by fecal sample of
each participant, the identification of bacteria was done by sequencing the V3 / V4 regions
of 16s rRNA gene. The established significance level was P <0.05.

Results: Total of 68 participants were included in the final analysis. The higher consumption
of total fats, saturated fatty acids and cholesterol increased the % of Proteobacteria phylum
(P =0.002, P = 0.019, P = 0.010, respectively) and the higher consumption of PUFA
increased the % of abundance of the Syrnegistetes phylum (P = 0.025). No significant
associations were found between the consumption of MUFA and trans fatty acids and the
composition of the intestinal microbiota.

Conclusions: These findings suggest that the quality and quantity of dietary lipids, especially
total fat, saturated fatty acids, cholesterol and PUFA are significantly associated with

intestinal microbiota composition in individuals with constipation.

Keywords: High fat diet, intestinal dysbiosis, intestinal constipation and gut microbiota.
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1. Introducgao

A constipagdo intestinal cronica ¢ definida como uma desordem de motilidade
gastrointestinal (SHIN et al., 2019). Essa condicdo afeta cerca de 16% da populacio adulta
e 33% dos idosos no mundo, sendo mais frequente no sexo feminino (COSTILLA; FOXX-
ORENSTEIN, 2014). Os sintomas mais comuns sao sensagdo de evacuacdao incompleta,
fezes endurecidas, desconforto abdominal e evacuacdes infrequentes (BHARUCHA;
PEMBERTON; LOCKE, 2013).

O diagnostico de constipagdo pode ser realizado pela aplicagdo dos critérios ROMA,
desenvolvido pela Fundagdao Roma, que estabelece parametros para determinar a presenca
dessa disfun¢do, excluindo o diagnostico de Sindrome do Intestino Irritavel (SII)
(SCHMULSON; DROSSMAN, 2017). Os critérios contemplam o esforco ao evacuar, a
consisténcia das fezes, sensa¢do de evacuagdo incompleta, sensagcdo de obstrucao anorretal,
utilizagdo de manobras manuais para facilitar a evacuag¢do, nimero de evacuagdes por
semana, o numero de critérios para o diagndstico e fator cronoldgico dos sintomas
(SOBRADO et al., 2018).

As causas da constipagdo intestinal podem ser intrinsecas ou extrinsecas ao individuo.
Os fatores intrinsecos correspondem a velocidade diminuida do transito intestinal e
disfungdes do assoalho pélvico. Ja entre os fatores extrinsecos destacam-se o uso de
medicamento, a presenga de condigdes médicas especificas e a disbiose intestinal (LEUNG
et al., 2011).

A disbiose ¢ uma condigdo de desequilibrio da microbiota residente do intestino
humano. Esse ecossistema ¢ composto por virus, fungos e bactérias. A microbiota de
individuos adultos ¢ composta por cerca de 90% de bactérias do filo Firmicutes e
Bacteroidetes. No estado de disbiose essa composicao se altera, favorecendo o crescimento
de bactérias patogénicas como Enterobacteriaceae ¢ Clostridium ssp (BIBBO, et al. 2016).

A dieta ¢ um dos fatores que pode contribuir para alteracdes na composi¢ao da
microbiota intestinal. Estudos sugerem que dietas ricas em gorduras contribuem para o
aumento dos niveis de lipopolissacarideo (LPS) plasmaticos, toxina presente na membrana
celular externa de bactérias gram-negativas. Além disso, o tipo de acido graxo consumido
pode também influenciar na modulagdo da microbiota pelo crescimento de bactérias

especificas (SIMOES, et al. 2013).
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Dietas ricas em acidos graxos monoinsaturados (MUFA) foram associadas ao baixo
numero de Bifidobactéria ssp, e aumento de Bacteroidetes spp, enquanto que o consumo de
acidos graxos poliinsaturados (PUFA) se relacionou a inibi¢do do crescimento de bactérias
do género de Lactobacillus (BIBBO et al., 2016) em individuos saudaveis. Por outro lado,
estudos mais recentes nao verificaram associag¢ao entre dietas ricas em MUFA e PUFA com
alteragdes na riqueza e diversidade da microbiota intestinal (RAJKUMAR et al., 2014;
SINGH et al.,2017; WOLTERS et al., 2018).

Dessa forma, verifica-se que ndo ha um consenso na literatura sobre a associagdo da
quantidade e qualidade de gordura dietética e a composicao da microbiota intestinal. Assim
como ainda ndo ha artigos que tratem desta relagdo em individuos com constipacao.
Considerando que o consumo de gordura aumenta as concentracdes de LPS e niveis elevados
desta toxina no organismo promovem alteracdo na motilidade intestinal e disbiose intestinal,
entdo, o objetivo desse estudo ¢ avaliar a associacdo entre o consumo de gordura e a

composi¢ao da microbiota em individuos com constipagao.

2. Revisao da literatura

2.1 Constipagado intestinal

A constipacao intestinal pode ser dividida em duas categorias primaria ou idiopatica e
secundaria. A constipa¢do idiopatica ou funcional ¢ aquela desencadeada por fatores
intrinsecos, e caracteriza-se pelo transito intestinal normal; transito intestinal lento ou inércia
colonica; obstrucdo de saida ou disfungdo do assoalho pélvico e causas combinadas
(LEUNG et al., 2011; SOBRADO et al., 2018)

A constipagao por transito intestinal lento ou inércia colonica pode ser compreendida
pelo transito prolongado das fezes no colon por > 3 dias consecutivos. Os pacientes
geralmente apresentam sinais de distensdo abdominal e auséncia de vontade de evacuar.
Diferentemente da constipag@o por transito intestinal normal, em que o transito coldnico
encontra-se preservado, porém a passagem das fezes pelo reto ¢ inadequada ou dificil. Ja a
constipacdo causada pela disfun¢do do assoalho pélvico ou obstru¢do de saida leva a
sensagdes de evacuagdes dificeis e incompletas causadas pela contragdo paradoxal do
musculo puborretal ou esfincter anal externo (SUARES, FORD, 2011; SOBRADO et al,,
2018).
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A constipacao secundaria ¢ causada por anormalidades intestinais ou extra intestinais,
como uso de medicamentos (antidepressivos, anticolinérgicos, bloqueadores de canais de
calcio, analgésicos opidides e antiinflamatérios), algumas condigdes neuroldgicas como
lesdo medular, neoplasia, esclerose multipla, Parkinson e Alzheimer, doencas metabdlicas
como hipotireoidismo, hipoparatireoidismo e outras condi¢des como doenga de chagas,
responsaveis por causar disturbios na defecacdo (COSTILLA; FOXX-ORENSTEIN, 2014,
SOBRADO et al., 2018).

Para identificar a presenca da constipacdo intestinal nos individuos € necessaria a
avaliacdo dos sintomas por meio dos critérios ROMA. A aplicacdo desses critérios pode ser
feita pelo instrumento ROMA III, criado em 2006, que diagnostica tanto a SII quanto a
constipa¢do funcional, ou por meio da sua versdo atualizada conhecida como critérios
ROMA 1V. Essa versdo conta com a adicdo de um novo diagnostico, a constipacao induzida
pelo uso cronico de opidides (DROSSMAN, 2016).

A constipacao induzida por opioides ¢ classificada pela mudanga nos padroes de
evacuagdes acompanhada pela terapia com opidides. As alteragdes do habito intestinal
podem ser frequéncia reduzida, esforco ou evacuacdes incompletas. Esse diagnostico ¢ mais
frequente em pacientes em tratamento para dor relacionada ao cancer, sendo a prevaléncia
de 74% a 87%, enquanto que para o tratamento de dor ndo oncoldgica a prevaléncia € cerca
de 50% (FARMER et al., 2018).

A prevaléncia de constipagdo intestinal esta associada ao sexo e idade dos individuos.
O sexo feminino tem trés vezes mais chance de ter constipagao intestinal. Esse dado, pode
ser explicado pelo maior risco a lesdo do assoalho pélvico nas mulheres durante o parto, e
por reportarem seus sintomas com maior frequéncia que os homens. O avanco da idade
também contribui para o desencadeamento de constipacao intestinal. Idosos estdo sujeitos a
uso frequente de medicamentos e a imobilizacdo, favorecendo um transito intestinal mais
lento (LEUNG et al., 2011).

O quadro de constipagdo pode ser agravado por fatores de risco como sedentarismo,
dietas deficientes em fibras e a ingestdo insuficiente de liquidos (COSTILLA; FOXX-
ORENSTEIN, 2014; MAKKI et al., 2018; SOBRADO et al., 2018). Outro fator que
contribui para o risco aumentado de constipacdo ¢ o desequilibrio da microbiota intestinal,

entendido como disbiose. A predominancia de bactérias patogénicas no intestino humano
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pode levar a alteragdes na dindmica gastrointestinal, diminuindo a motilidade intestinal e

favorecendo a constipagdo intestinal (HUANG et al., 2018).

2.2 Constipagao Intestinal x Microbiota

A microbiota intestinal humana ¢ constituida por fungos, virus e bactérias. A
populagdo mais predominante sdo as bactérias do filo Bacteroidetes e Firmicutes, seguidas
pelas Actinobacteria e Proteobacteria (LOZUPONE et al., 2013).

As comunidades microbianas habitantes no intestino humano encontram-se em
relacdo de simbiose com o seu hospedeiro. Na simbiose, a microbiota intestinal fornece ao
individuo nutrientes, protecao imunologica contra patdogenos, € novas vias metabdlicas para
a sintese de compostos organicos, como a fermentagdo de polissacarideos em acido graxos
de cadeia curta (ALONSO; GARNER, 2013; BUTTO; HALLER, 2016). No entanto, quando
ha um desequilibrio da estrutura e/ou fun¢do da microbiota intestinal, por alteracdes
qualitativas ou quantitativas, a homeostase desse ecossistema ¢ interrompida, e entdo, tem-
se a relagao de disbiose. Neste estado, ha a reducao de bactérias gram-positivas e prevaléncia
de bactérias patogénicas do género Clostridium e da familia das Enterobacteriaceae (BIBBO
et al., 2016).

No estado de disbiose, a resisténcia a colonizagao de patdogenos no trato intestinal ¢
diminuida e bactérias protobiontes, como Enterobacteriaceae € Helicobacter typhlonius se
beneficiam desse ambiente. A proliferacdo desses microrganismos no intestino humano
causa dano ao epitélio e desencadeia uma resposta inflamatoria local levando a diminuigao
da motilidade intestinal (BUTTO; HALLER, 2016).

Pacientes com diagndstico de constipacdo sdo acompanhados por disbiose intestinal.
Essa relagdo ainda ndo estd claramente definida, ou seja, ndo se sabe se a constipagdo ¢ a
consequéncia ou o fator de estimulo para a disbiose intestinal (CAO et al., 2017).

A composi¢ao da microbiota intestinal em individuos com constipagdo também nao
estd bem estabelecida. Segundo Kim et al., (2015) a reducdo dos géneros de Bifidobactérias
e Lactobacillus, Bacteroides ¢ aumento de Enterobacteriaceae é observada em individuos
eutroficos entre 20 a 59 anos, com constipacdo. Enquanto, Zhu et al. 2014 observou
diminui¢do de Bacteroidetes, aumento de algumas espécies do filo Firmicutes, e nenhuma

reducdo nos niveis Bifidobactérias e Lactobacillus em criangas obesas.
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Sabe-se que essa homeostase da microbiota intestinal pode ser interrompida por
condicdes patologicas, tratamentos farmacologicos, como o uso de antibidticos, consumo de
bebidas alcdolicas e o padrao alimentar do individuo (KHAN et al., 2019). Os nutrientes, em
especial as gorduras, podem exercer grande influéncia sobre a composi¢ao da microbiota, e

consequentemente, promoverem ou prevenirem a disbiose, bem como a constipacao.

2.3 Gorduras x Microbiota

O efeito da dieta rica em gorduras sob a microbiota intestinal tem sido cada vez mais
estudado. Dietas ricas em lipidios reduziram o percentual de abundancia do filo
Bacteroidetes, aumentaram o percentual do filo Firmicutes e favoreceram a proliferacao das
bactérias gram-negativas, como a Enterobacteriaceae (DUAN et al., 2018). O aumento de
bactérias gram-negativas na microbiota intestinal tem associa¢ao positiva com o aumento de
lipopolissacarideo (LPS) no organismo, podendo levar o hospedeiro ao quadro de
endotoxemia, (MOREIRA et al. 2012; MURPHY et al., 2015).

O aumento da concentragdo de LPS no intestino pode afetar também a fisiologia do
colon intestinal. Essa toxina compromete a integridade do epitélio, contribuindo para o
aumento da permeabilidade da barreira intestinal, diminui¢ao da camada de muco presente,
bem como para o aumento da concentragao de citocinas pro-inflamatérias. Essas alteracdes
tornam o epitélio intestinal mais suscetivel a danos teciduais, e favorece a absor¢do nao
fisiologica de LPS pelo organismo (ARAUJO et al., 2017).

Fisiologicamente, o LPS por conter uma fracdo insolivel em sua estrutura ¢
incorporado na micela de acido graxo, e entdo ¢ absorvido e armazenado nos quilomicrons.
Entretanto, o consumo excessivo de gorduras pela dieta aumenta a producao de quilomicrons
e sua exposicao as moléculas de LPS. Os quilomicrons em excesso elevam a pressao local e
podem afrouxar a juncdes celulares dos enterdcitos, aumentando a permeabilidade intestinal,
fato que contribui para a endotoxemia (MOREIRA et al., 2012).

Além do aumento de LPS pelas dietas ricas em gorduras, estudos investigam o efeito
de 4cidos graxos especificos no crescimento microbiano intestinal. Os 4cidos graxos podem
ser classificados quanto ao niimero de carbono e ao nimero e posi¢do das duplas ligagdes.
Em relagdo ao numero de duplas ligacdes podem ser divididos em: acidos graxos saturados,

monoinsaturados e poliinsaturados (HUANG et al., 2013). Sabe-se que diferentes tipos de
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acidos graxos podem ter efeitos diversos sobre a modulagdo da microbiota intestinal
(SIMOES, et al. 2018).

Estudos em individuos submetidos a dietas ricas em acidos graxos especificos
observaram diferentes alteracdes na composicao da microbiota intestinal. Segundo Simdes
(2013) e colaboradores, dietas ricas em PUFAs estimulam o crescimento de bactérias do
género Lactobacillus. Em contrapartida, Bibbo et al., (2018) verificou a associagdo entre o
consumo elevado de PUFAs e a inibicdo do crescimento de varias cepas de bactérias do
género Lactobacillus, como L. rhamnosus, L. casei Shirota e L. delbrueckii ssp bulgaricus.
Enquanto que Rajkumar et al., (2014) ndo observou efeito desse acido graxo na microbiota
intestinal.

Dietas ricas em MUFA mostraram associacdo com baixos niveis de Bifidobacteria
spp, e um leve aumento de Bacteroides spp. (BIBBO et al., 2016). Por outro lado, estudos
mais recentes com MUFA ndo demonstraram alteracdes da abundancia de nenhum género
bacteriano (SINGH et al., 2017 e WOLTERS Et al., 2018).

Os mecanismos de acao dos acidos graxos na modulagao da microbiota intestinal ainda
nao estao bem esclarecidos, nem a relagdo de outros acidos graxos como os saturados e trans.
Considerando que a constipagdo ¢ acompanhada pela disbiose intestinal e que o padrao
dietético possui forte influéncia sobre a composicdo da microbiota, faz-se necessario a
conducdao de novos estudos que avaliem a associagdo entre dietas ricas em gorduras e
composi¢do da microbiota intestinal em pacientes com constipagdao. Assim, a hipotese do
presente estudo € que dietas ricas em gorduras podem modular a microbiota intestinal e,
consequentemente, alterar o quadro de constipagdo, sendo essa modulagdo dependente do

tipo de acido graxo.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a associacdo entre o consumo de gordura e a composi¢do da microbiota em
individuos com constipagao.
3.2 Objetivos Especificos
- Avaliar a ingestdo total de lipidios e dos tipos de acidos graxos em individuos com

constipagao;
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- Analisar a composi¢do da microbiota intestinal de individuos com constipagao;
- Avaliar se o efeito dos lipidios na composi¢do da microbiota ¢ dependente do tipo de

acido graxo.

4. Metodologia

Trata-se de um estudo transversal, realizado a partir do projeto matriz, denominado
“Efeito dos probidticos sobre a saude intestinal em adultos e idosos saudaveis: influéncia do
tipo de cepa, dose e forma de administra¢do.”

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias (UFG) e aprovado com n° do parecer 2.281.977, CAAE
69990717.5.0000.5078 e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia (UnB) e aprovado com o n° do parecer 2.550.573, CAAE
n° 69990717.5.3001.0030.

Apobs o esclarecimento da pesquisa, todos os participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), em conformidade com a resolu¢ao 466/12 do
Conselho Nacional de Saude.

O recrutamento dos participantes foi realizado por meio das midias sociais, nas
universidades e clinicas, na cidade de Goidnia, Goias. Os individuos interessados em
participar da pesquisa foram instruidos sobre a pesquisa € compareceram para a triagem,
onde os critérios de inclusdo e exclusao foram aplicados, selecionando os voluntérios
elegiveis.

Os critérios de inclusdo dos individuos no estudo foram idade entre 19 e 60 anos de
ambos os sexos e diagnostico de constipagdo intestinal segundo os critérios do ROMA 1V.
Foram excluidos os individuos que fizeram uso de alimentos ou produtos contendo
probioticos e/ou prebidticos, até 3 meses antes da coleta, suplementos de vitaminas e
minerais, cha verde, branco ou de hibisco, laxantes, fitoterapicos para melhora do
funcionamento intestinal, antibidticos nas 4 semanas anteriores a coleta e medicamentos com
acdao antiinflamatdria. Aqueles que apresentavam disfungdes hepaticas, renais, doencas
metabdlicas, gastrointestinais, doengas cronicas ndo-transmissiveis, que estavam gestantes

também foram excluidos.
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4.1 Ingestao Dietética

O consumo alimentar foi avaliado por meio de um 1 Recordatorio de 24 horas (R24H)
e 3 Registros Alimentares por voluntario. O Recordatorio de 24 horas foi aplicado durante a
primeira consulta por nutricionistas devidamente treinadas. Neste momento, também foi
realizada a instrugdo para cada participante sobre o preenchimento correto dos Registros. Os
Registros Alimentares foram preenchidos pelos proprios voluntarios durante a semana
seguinte a aplicagdo do R24H em dias ndo consecutivos, sendo dois em dias da semana e um
no fim de semana. Ao final da primeira semana, os Registros Alimentares foram entregues
e conferidos por nutricionistas treinadas.

A conversdao das medidas caseiras em gramas/mililitros foi feita utilizando a Tabela
para Avaliagdo de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras (PINHEIRO et al., 2000).
Nagqueles casos em que o alimento ndo era descrito nessa tabela, utilizou-se o Manual para
estudos populacionais de alimentacao, nutricao e saude (Fisberg; Marchioni 2012) e a Tabela
de Medidas Referidas para os Alimentos Consumidos no Brasil (IBGE, 2011). Os alimentos
ausentes em ambas as tabelas foram pesados em uma balancga digital SF-400 da marca Casita,
com capacidade de 1g a 7kg.

Apo6s a conversao as medidas foram compiladas no software Nutrition Data System
for Research (NDSR), versdao 2018, onde foi calculado o consumo calérico e de nutrientes
de cada voluntario. Os alimentos brasileiros ndo encontrados no NDSR tiveram seus valores
nutricionais inseridos no banco de dados do programa. Os valores de energia, gordura total,
colesterol, acidos graxos saturados, monossaturados e poliinsaturados e trans foram obtidos
pelo output do NDSR.

Para estimar a ingestdo habitual de energia, gorduras totais, colesterol, 4cidos graxos
saturados, monossaturados, polissaturados ¢ trans de cada participante, foi realizada a analise
de consumo alimentar com corre¢ao dos valores de variancia intrapessoal e interpessoal para
cada nutriente. Essa andlise foi realizada utilizando o programa PC-SIDE, Software for
intake distribution estimation, versdo 2.0 de 2017, (Department of Statistics, lowa State
University, Ames, 1A, EAU) com ajuste dos dados para o dia da semana e para a ordem dos
inquéritos alimentares coletados. Em seguida, foi calculada a densidade energética de cada
nutriente (g nutriente/1000Kcal), dividindo os valores de cada nutriente em gramas pelo total

de energia e multiplicando por 1000.
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4.2 Microbiota intestinal

A analise da microbiota intestinal foi realizada por meio das fezes coletadas pelos
proprios participantes. Os voluntdrios foram instruidos a evacuarem em pléstico limpo e
seco, evitando o contato com urina e dgua. As amostras de fezes foram entdo coletadas por
meio de swab de algodao umedecido com solugdo estabilizante.

As amostras foram enviadas para o laboratorio da empresa terceirizada contratada,
onde foi realizada a lise celular e extragdo do DNA da microbiota fecal, utilizando a técnica
de beads magnética a partir do protocolo desenvolvido pela empresa.

Para o preparo da biblioteca de DNA, as amostras dos isolados bacterianos foram
submetidas a0 mesmo processamento de beads magnética. As amostras foram: Salmonella
enterica (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATCC 19111), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 10876), Escherichia coli (ATCC 8739), Bacillus
spizizenii (ATCC 6633), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Acinetobacter baumanii e
Klebsiella pneumoniae (isoladas e identificadas por VITEK®2). Foram realizadas diluigdes
em escala de 10x para DNA, e em escala de llog de UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) para os microrganismos isolados.

A identificagdo de bactérias foi realizada utilizando-se o sequenciamento de alto
desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. Para avaliar o perfil de recuperacao do
DNA apo6s a etapa de sequenciamento, uma molécula de DNA sintético foi adicionada,
anteriormente a extragdo do DNA, em algumas amostras em diferentes concentragdes
(6x102, 6x103, 6x10%). O sequenciamento do DNA foi realizado no equipamento MiSeq
(Illumina Inc., USA), utilizando-se o Kit V2 de 300 ciclos, single-end. As sequéncias de
DNA dos microrganismos foram analisadas por meio de um pipeline da empresa contratadas,
considerando no maximo 1% de erro acumulado no sequenciamento.

A identificacdo das espécies de microrganismos presentes nas amostras foi feita pela
comparagdo das sequéncias de DNA obtidas com o banco de dados contendo outras
sequéncias de DNA caracterizadas para as sequéncias de interesse. ApoOs as analises de
bioinformatica, os resultados foram carregados para o software Neobiome, desenvolvido

pela empresa contratada para melhor visualizagao.
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4.3 Andalise estatistica

Os valores foram avaliados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.

A amostra foi dividida em quartis de acordo com o consumo dos participantes. A
qualidade de lipidios ingerida foi avaliada pelo consumo de gorduras monoinsaturadas,
saturadas, poli-insaturadas e trans. Diferengas na composi¢ao da microbiota entre o primeiro
e quarto quartil foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney para as variaveis que nao
apresentaram distribuicdo normal como %Euryarchaeota, %Fusobacteria, %Proteobacteria,
%Synergistetes, % Verrucomicrobia, %Fimicutes/Bacteroidestes, e test-T de Student para as
variaveis com distribui¢cao normal, como %Bacteroidetes e %Firmicutes.

O valor de significancia estatistica estabelecido foi de P>0,05. As andlises foram
realizadas no software estatistico SPSS, Statistical Package for the Social Sciences, versao

25.0.

5. Resultados
5.1 Caracteriza¢do da populag¢do

Um total de 141 individuos com constipacao foram recrutados para o estudo, 67 foram
excluidos pois nao preenchiam os critérios de inclusdao. De 74 participantes, apenas 68 foram
incluidos na andlise final, pois a coleta da amostra fecal ndo foi realizada de forma adequada,
nao sendo possivel a realizagdo da analise de composi¢ao da microbiota.

A média de idade da populacdo foi de 26.60 anos, sendo 86.77% (N=59) dos
individuos do sexo feminino. A média de ingestao caldrica foi de 1513 kcal (DP+324,57) e

de lipidios de 57,42¢g correspondendo a 34,1% do Valor Energético Total (VET) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo da populacdo de acordo com as varidveis demografica, consumo

alimentar e composi¢ao da microbiota intestinal.

Caracteristica n %
Idade (anos) 26.60+10,25
Sexo
Feminino 59 86.77
Masculino 9 13.23
Nutrientes MédiatDP WVET
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Energia (kcal) 1513+324.57 100,00

Gorduras Totais (g) 57.42 +10.95 34,15
Colesterol (mg) 270.73+74.74 0,16
Ac.graxo saturado (g) 20.02+3.80 11,91
MUFA (g) 20.10+4.40 11,96
PUFA (g) 12.18+3.26 7,24
Ac. graxo trans (g) 1.53+0.43 0,91
Abundéancia dos filos de bactérias MédiatDP
Actinobacteria (%) 1,59£1,91
Bacteroidetes (%) 54,49+15,38
Firmicutes (%) 36,00+13,81
Euryarchaeota 0,05+0,11
Fusobacteria (%) 0,16+0,58
Proteobacteria (%) 4,58+5,15
Synergistetes (%) 0,02+0,10
Verrucomicrobia (%) 1,47+2,66
Fimicutes/Bacteroidetes (%) 0,77+0,56

Ac., 4cido, DP, desvio-padrdo, MUFA, acido graxo monoinsaturado, PUFA

acido graxo poliinsaturado.

Ao analisar a ingestdo de acordo com o quartil observou-se que o primeiro quartil
apresentou uma ingestao de energia de 1163kcal, gordura total de 45¢g (33,40g/1000kcal),
colesterol de 185,81mg (131,75mg/1000kcal), 4cidos graxos saturados de 15,79g
(15,92¢g/1000kcal) acidos graxos monoinsaturados de 14,94g (11,50g/1000kcal), 4cidos
graxos poliinsaturados 8,88g (6,60g/1000kcal), 4cidos graxos trans 1,02g (0,79g/1000kcal).
J& o quartil de maior ingestao dietética apresentou um consumo energia de 1964kcal, gordura
total de 71,21g (43,682/1000kcal), colesterol de 377,72mg (252,98mg/1000kcal), acidos
graxos saturados de 24,78g (15,92g/1000kcal) acidos graxos monoinsaturados de 25,91g
(15,38g/1000kcal), 4cidos graxos poliinsaturados 16,42g (9,58g/1000kcal), acidos graxos
trans 2,12g (1,27g/1000kcal).
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Tabela 2. Média e desvio-padrao da ingestdo habitual de energia, gorduras totais, colesterol,

acidos graxos saturados, moniinsaturados e poli-insaturados e trans para cada quartil.

Quartil N MédiatDP g/1000kcal
Energia (kcal)
1 17 1163+94.27 -
2 17 1373+41.50 -
3 17 1551+£70.23 -
4 17 1964+237.80 -
Gorduras Totais (g)
1 17 45,0043.33 33,40+2,72
2 17 53,36+2.33 37,21+0,50
3 17 60,12+1.64 39,09+0,88
4 17 71,21+9.58 43,68+3,56
Colesterol (mg)
1 17 185,81+22.00 131,75+£12,38
2 17 239,84+14.68 158,42+5,52
3 17 279,57+17.44 185,80+9,64
4 17 377,72438.29 252,98+43,51
Acido graxo saturado (g)
1 17 15,79+1.09 11,57+1,21
2 17 18,59+0.89 12,70+0,28
3 17 20,91+0.61 13,60+0,39
4 17 24,78+3.49 15,92+1,63
Acido graxo moniinsaturado (g)
1 17 14,94+1.42 11,50+0,80
2 17 18,6340.67 12,76+0,23
3 17 20,9140.62 13,75+0,40
4 17 25,91+3.35 15,38+1,05
Acido graxo poliinsaturado (g)

1 17 8,88+0.68 6,60+0,35

Pégina | 18



2 17 10,69+0.60 7,50+0,27
3 17 12,73+0.72 8,36+0,17
4 17 16,42+3.13 9,58+0,73
Acido graxo trans (g)
1 17 1,02+0.13 0,79+0,07
2 17 1,36+0.07 0,93+0,03
3 17 1,63£0.11 1,04+0,03
4 17 2,1240.28 1,27+0,16

DP, desvio Padrao.

5.2 Efeito dos nutrientes sobre a microbiota intestinal

Ao comparar o primeiro € o ultimo quartil de ingestdo de gordura total, acidos graxos

saturados e colesterol, observou-se que o maior consumo desses nutrientes aumentou

significativamente o percentual de abundancia das bactérias pertencentes ao filo

Proteobacteria (P=0,002; P=0,019; P=0,010, respectivamente). Além disso, o maior

consumo de PUFA também foi associado ao aumento do percentual de bactérias do filo

Synergistetes (P=0,025) (Tabela 3).

Nao foram encontradas associag¢des significativas entre o consumo de MUFA e acidos

graxos trans com nenhum dos filos analisados.

Tabela 3. Percentual de abundancia dos filos de bactérias de acordo com a ingestdo de

energia, gorduras totais, colesterol, acidos graxos saturados, moniinsaturados e poli-

insaturados e trans.

GT/1000 Kcal

% Bacteria Quartil 1 Quartil 2 Quartil 3 Quartil 4 P!

%Actinobacteria 1.14+1.53 1.85+2.41 2.27+2.24 1.10£1.03  0.593
%Bacteroidetes 56.54+10.19  48.91+19.70 57.34+14.11 55.17+15.90 0.143
%PFirmicutes 38.03+9.29 36.19+17.72 34.94+13.97 34.83+14.02 0.071
%Euryarchaeota 0.08+0.13 0.05+0.11 0.04+0.08 0.04+0.10  0.310
%Fusobacteria 0.18+0.41 0.04+0.08 0.31£1.09 0.08+0.18  0.732
%Proteobacteria 2.96+3.65 5.26+5.34 3.75+£3.74 6.35+6.94  0.002
%Synergistetes 0.01+0.02 0.05+0.16 0.01£0.02 0.04+0.10  0.351
%Verrucomicrobia 1.02+1.40 1.71£2.70 1.30+1.88 1.8744.05  0.312
%Fimicutes/Bacteroidetes 0.71£0.28 0.86+0.73 0.72+0.54 0.78+0.65  0.490
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COL/1000 Kcal

%Actinobacteria 1.97+£2.45 1.27£1.35 1.89+£2.07 1.24+1.63 0.617
%Bacteroidetes 51.88+19.84  55.22+14.03 55.83+13.55 55.04+14.36 0.274
%PFirmicutes 36.33+16.52 33.93+14.02 36.16+13.43 37.57+11.91 0.208
%Euryarchaeota 0.08+0.13 0.03+£0.06 0.03+£0.08 0.05+0.13 0.211
%PFusobacteria 0.16+£0.40 0.37£1.09 0.04+0.10 0.05+0.11 0.669
%Proteobacteria 3.03+3.67 7.26+8.45 3.51+2.98 4.52+2.46  0.010
%Synergistetes 0.01+0.02 0.04+0.10  0.002+0.006  0.05+0.16  0.557
%Verrucomicrobia 0.62+0.98 1.83+3.56 2.49+3.37 0.95+1.52  0.563
%Fimicutes/Bacteroidetes 0.80+0.70 0.71£0.49 0.74+0.46 0.82+0.62  0.918
SAT/1000 Kcal
%Actinobacteria 1.13£1.36 2.30+£2.53 1.58+1.91 1.40+1.63 0.817
%DBacteroidetes 54.97+£12.93 53.70+18.76 53.39+14.96 55.82+15.71 0.467
%PFirmicutes 38.81+11.73 31.86+14.61 36.96+14.46 33.42+13.92 0.359
%Euryarchaeota 0.08+0.15 0.02+0.04 0.05+0.10 0.05+£0.10 0.424
%PFusobacteria 0.18+0.39 0.03+0.07 0.29+1.12 0.12+0.21 0.784
%Proteobacteria 3.58+4.05 4.63+5.28 3.79+3.68 6.33+£6.95 0.019
%Synergistetes 0.04+0.16 0.01£0.05  0.001+0.006  0.04+0.10  0.394
%Verrucomicrobia 1.17£1.63 1.52+2.84 0.90+1.21 2.30+4.02  0.828
%Fimicutes/Bacteroidetes 0.82+0.63 0.63+0.43 0.87+0.54 0.74+0.64  0.290
MUFA/1000 Kcal
%Actinobacteria 1.07£1.33 2.09+£2.51 1.98+2.14 1.23+1.33 0.547
%Bacteroidetes 54.78+14.54  50.46+£10.63 54.99+19.14 57.72+16.46 0.786
%PFirmicutes 39.20+13.38  42.12+11.63 28.00+£12.26 34.68+14.64 0.609
%Euryarchaeota 0.06+0.13 0.07+0.12 0.04+0.09 0.03+0.10 0.473
%UFusobacteria 0.15+0.38 0.04+0.16 0.39+1.08 0.04+0.11 0.369
%Proteobacteria 3.70+4.57 4.07+3.38 5.92+8.26 4.63+2.78  0.056
%Synergistetes 0.004+0.02 0.05+0.16 0.04+£0.10  0.004+£0.02  0.966
%Verrucomicrobia 1.00+2.09 1.04+1.31 2.71+3.91 1.15+2.47  0.503
%Fimicutes/Bacteroidetes 0.86+0.67 0.92+0.51 0.52+027 0.76+£0.66  0.361
PUFA/1000 Kcal
%Actinobacteria 1.08+1.35 1.66+2.08 1.7942.33 1.77€1.72  0.227
%Bacteroidetes 56.44+15.82 58.53+11.21 53.86+1691 49.16+£16.78 0.608
%PFirmicutes 34.49+16.37 34.79+11.74 32.56+11.52 42.24+14.79 0.649
%Euryarchaeota 0.04+0.09 0.06+0.12 0.06+0.12 0.04+0.09  0.876
%Fusobacteria 0.12+0.39 0.11£0.19 0.32+1.06 0.06+£0.16  0.905
%Proteobacteria 6.02+8.30 3.70+4.07 4.19+4.21 4.65£3.39  0.485
%Synergistetes 0.0£0.0 0.01+0.03 0.04+0.16 0.04+0.10  0.025
%Verrucomicrobia 1.7942.95 1.10£1.48 1.5442.51 1.52+£3.57  0.830
%Fimicutes/Bacteroidetes 0.73£0.56 0.65+0.34 0.6140.29 1.10£0.83  0.180
TRANS/1000 Kcal
%Actinobacteria 1.29+1.44 0.91+1.23 3.00+£2.61 1.30+1.57  0.783
%Bacteroidetes 53.48+15.42 58.06+13.02 55.58+10.74 50.85+20.52 0.361
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%Firmicutes 40.04+14.96  33.39+11.33 35.67+10.15 35.30+17.67 0.471

%Euryarchaeota 0.04+0.10 0.05+0.11 0.08+0.12 0.04+0.09  0.424
%PFusobacteria 0.18+0.40 0.30£1.06 0.07£0.19 0.06£0.15 0.253
%Proteobacteria 0.38+4.30 5.61£7.50 3.29+3.43 5.36+4.24  0.112
%Synergistetes 0.01+0.04 0.05+0.16 0.02+0.10 0.01+£0.04  0.210
%Verrucomicrobia 1.10+2.34 1.58+1.78 2.23+£3.97 1.04£2.26  0.888

%Fimicutes/Bacteroidetes 0.93+0.76 0.63+0.30 0.69+0.30 0.83+0.72  0.512

GT, gordura total, SAT, acido graxo saturado MUFA, acido graxo monoinsaturado, PUFA acido graxo
poliinsaturado, TRANS acido graxo saturado. DP, desvio padrao, P, significancia.

!, Valores de significAncia correspondentes as diferencas entre os quartis 1 e 4.

6. Discussio

Neste trabalho, observou-se que o consumo de gorduras totais, acidos graxos saturados
e colesterol foi positivamente associado ao percentual de abundancia de bactérias do filo
Proteobacteria em individuos com constipacdo. Além disso, o maior consumo de PUFA,
contribuiu para um pequeno aumento do percentual de abundancia de bactérias do filo
Synergistetes.

Segundo Agans e colaboradores (2018) dietas ricas em gorduras aumentam o niimero
de bactérias do filo Proteobacteria em adultos saudaveis, promovendo também uma reducao
do género Bacteroides, do filo Bacteroidetes; e do género Clostridium e Eubacterium, do
filo Firmicutes. No presente estudo esta associagdo foi verificada apenas para o filo de
Proteobacteria. No entanto, uma reducdo marginalmente significativa foi observada no filo
Firmicutes de acordo com a ingestao de gordura total. De forma semelhante, o consumo de
acidos graxos saturados também tem sido associado ao aumento de Proteobacteria (BIBBIO
et al., 2016)

O filo Proteobacteria ¢ composto por seis classes de bactérias: Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria,e
Zetaproteobacteria. Muitas bactérias patogénicas fazem parte desse filo como a Neisseria,
Escerichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Helicobacter ¢ outras (RIZZATTI et al.,
2017). A abundancia do filo Proteobacteria na microbiota fecal em humanos pode estar
relacionada a disbiose, a instabilidade da comunidade microbiana intestinal e ao transito
intestinal lento (PARTHASARATHY et al., 2016; SHIN et al. 2015). Parthasarathy et al.,
(2016) observaram que individuos com constipacdo apresentam um % de abundincia de

bactérias do filo Proteobacteria maior que individuos sem constipacdo. Logo, a maior
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ingestdo de gordura total, colesterol e de acidos graxos saturados pode contribuir para
potencializar essa disbiose, aumentando o percentual de abundancia de bactérias deste filo
e, consequentemente, podendo agravar a constipacao.

Ha alguns mecanismos pelos quais dietas ricas em gorduras podem modular a
composi¢do da microbiota intestinal que ainda estdo sendo investigados. Segundo Fawley e
Gourlay et al. (2016) a enzima fosfatase alcalina intestinal (FAI) regula a manutengdo da
homeostase microbiana, por meio da desfosforilagdo da adenosina trifosfato (ATP) no limen
intestinal, inativando esse nucleotideo e assim promovendo o crescimento de bactérias
comensais gram-positivas. O consumo de dietas ricas em gorduras foi associado a
diminuicdo da expressdo e atividade da FAI, dessa forma, a ATP fica disponivel no limen
intestinal, levando a inibigdao do crescimento e sobrevida de bactérias gram-positivas, o que
contribui para menor diversidade bacteriana intestinal e aumento da proliferacdo de bactérias
gram-negativas (MOKKALA et al. 2019).

Além da atividade da fosfatase alcalina, a producao de 4cido biliar também esta
relacionada com alteracdes na composi¢do da microbiota intestinal. Essa substancia esta
presente nos sais biliares que participam da digestao e absor¢ao de lipidios no intestino € em
seguida sdo reabsorvidos no ilio distal, entretanto cerca de 5 a 10% dessa substancia
permanece no intestino. Dietas ricas em gorduras promovem um aumento da secre¢ao de
acidos biliares e parte dessa substancia que escapa da circulagdo enterro-hepatica ¢ utilizada
como substrato por bactérias residentes no intestino humano para produgao de acido biliar
secundario (MOKKALA et al. 2019). Os &cidos biliares quando presentes em maior
quantidade inibem o crescimento de bactérias que ndo toleram essa substancia, e favorecem
o crescimento e sobrevida de bactérias que metabolizam os acidos biliares como as do filo
Proteobacteria (WAHLSTROM et al., 2016).

A proliferacdo de bactérias gram-negativas do filo Proteobacteria, estimulado pelo
consumo de dietas ricas em gorduras, 4cidos graxos saturado e colesterol, pode favorecer o
aumento da produ¢do de LPS intestinal, contribuindo para o aumento da permeabilidade
intestinal e dos niveis de LPS plasmaticos (BIBBO et al. 2016). Niveis elevados dessa
endotoxina estdo associados a disturbios de motilidade intestinal como retardo do
esvaziamento gastrico e disfungdes esfincteriana (CERESOLA, et al., 2018).

Além da associagdo positiva observada entre gordura total, saturada e colesterol com

o % de abundancia das bactérias do filo Proteobacteria, foi observado também uma
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associacao positiva entre o consumo de PUFA e o percentual de abundancia das bactérias do
filo Synergistete. Esse filo ¢ composto por bactérias gram-negativas patogénicas oportunistas
que estdo presentes em pequeno niimero no intestino humano (RAJILIC-STOJANOVIC et
al., 2014). No entanto, a associagdo entre a dieta e a abundancia de filo Synergistete na
microbiota intestinal ainda ¢ desconhecida. Como o conjunto de 4cidos graxos
poliinsaturados sdo compostos pelos acidos graxos d6mega 3 (n-3) e 6mega 6 (n-6), seria
necessario uma avaliagdo entre a associacao de cada uma destes a composi¢dao da microbiota
intestinal, pois estes demostraram regular de forma distinta a microbiota intestinal segundo
a literatura cientifica (KALTANNAN et al., 2015; SIMOES et al., 2012)

Em relagdao aos MUFA, nao foram observadas associagdes significativas com nenhum
dos filos analisados, o que corrobora com os achados de Singh et al. (2017) e Wolters et al.,
(2018). Em contraste, no estudo de Simdes et al (2013), foi observado que o consumo de
MUFA em adultos saudaveis proporcionou um menor % de abundancia de Bifidobacteria e
um pequeno aumento do numero de Bacteroides spp (SIMOES et al., 2013).

Assim como 0os MUFA, o consumo de 4cidos graxos trans nao apresentou associagao
com alteracdes na composicao da microbiota intestinal. Estudos que avaliam essa associa¢ao
em humanos ainda sdo escassos, porém, um estudo em ratos observou uma associacao
positiva significativa entre a ingestdo de acidos graxos trans e a abundancia de bactérias
patogénicas como as do filo Proteobacteria e associacdo negativa com bactérias benéficas
como as pertencentes ao filo Bacteroidetes, (GE et al., 2018).

A auséncia de associacdo entre a quantidade e qualidade de lipidios consumidos pelos
voluntarios e o percentual de abundancia de Bifidobacterias, Firmicutes € razao
Firmicutes/Bacteroidetes revelou-se um resultado inesperado, tendo em vista os achados da
literatura sobre a associagc@o entre dietas ricas em gorduras e a abundancia dessas bactérias
(KIM et al., 2015; ZHU et al. 2014)

Dentre as fortalezas desse estudo podemos citar o método utilizado para a analise da
microbiota fecal considerado de alta qualidade e a precisdo do ajuste realizado sobre a
estimativa das distribui¢des usuais de energia e nutrientes para a variagao intra e interpessoal,
corrigindo qualquer variag@o indesejavel nas distribui¢des de ingestao.

Apesar dos pontos fortes do estudo, algumas limitagdes podem ser levantadas.
Primeiramente, a microbiota intestinal pode ser influenciada por varios fatores ja citados,

como a ingestdo de fibras, uso de bebida alcdolica, tabagismo, ingestdo hidrica e a
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composi¢do corporal. Nivel de estresse e composicdo corporal ndo foram controlados
durante a analise, podendo ter interferido nos resultados encontrados. Outra limitacao foi a
utilizacdo de registros alimentares auto referidos, instrumento sujeito a omissao de refeigdes
ou alimentos pelos voluntéarios. No entanto, para minimizar essa limitacdo foram coletados
um maior nimero de registro e estes foram conferidos por nutricionistas, além disso foi

utilizado o recordatério de 24 horas, instrumento aplicado por nutricionistas.

6.1 Perspectivas futuras
Pode-se ressaltar algumas perspectivas futura como a utilizagdo do sexo, ingestao de
outros macronutrientes nao avaliados neste trabalho, fibras, ingestao hidrica, uso de bebidas
alcoolicas e tabagismo como co-varidveis, caso haja diferenga entre estas variaveis e os
quartis de consumo, tendo em vista que esses fatores podem contribuir para alteragdes na

composi¢do da microbiota intestinal.

7. Conclusao
Os achados desse estudo sugerem que a qualidade e a quantidade de lipidios dietéticos,
em especial, gorduras totais, acidos graxos saturados, colesterol e PUFA possuem associacao
significativa com composi¢cdo da microbiota intestinal em individuos com constipagao.
No entanto, a relagao entre os lipidios dietéticos e a microbiota intestinal ainda nao
esta completamente estabelecida, principalmente se tratando de individuos com constipacgao,
sendo necessaria a condugao de estudos clinicos que investiguem a agdo de refeigdes-testes

sobre a microbiota e o controle de varidveis como nivel de estresse e composigao corporal.
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