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RESUMO

As espondiloartrites (EpA) axiais sdo um grupo de doencas inflamatoérias sistémicas
cronicas com localizagao principal no esqueleto axial - coluna vertebral e articulagdes
sacroiliacas. Estudos mostraram uma forte sobreposicdo genética entre EpA e
doencas inflamatorias intestinais indicando uma relagdo entre eventos
desencadeados no intestino e inflamacdo nas enteses e articulagdes. Evidéncias
crescentes também sugerem que a microbiota intestinal esta envolvida no inicio e na
progressao da EpA axial. Nosso objetivo neste estudo foi comparar a microbiota de
individuos com EpA axial em relagcdo a controles saudaveis e analisar possiveis
associagdes entre a microbiota intestinal, a permeabilidade intestinal e parametros
clinicos da doenca. Para isto, foram selecionados 21 pacientes do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG/EBSERH) e 21
pacientes saudaveis recrutados pelas redes sociais. Foram coletadas amostras de
fezes e sangue além de dados antropomeétricos e dietéticos de todos os participantes
do estudo. Nossos resultados mostraram que pacientes com EpA axial apresentam
marcadores séricos de aumento da permeabilidade intestinal, de translocacao
bacteriana, de inflamacao intestinal e niveis da citocina inflamatéria IL-17 aumentados
em relagdo ao grupo controle saudavel. Além disto, esses pacientes apresentaram
também um maior percentual de gordura corporal € menor ingestdao de folato e
manganés. Ao avaliar o perfil da microbiota intestinal entre os grupos, observamos
que a espondiloartrite axial estava associado com alteragcdes na abundancia de 10
géneros que foram consideradas como provaveis biomarcadores nestes pacientes
com EpA axial. Os géneros com maior abundancia foram Acidaminococcus,
Ruminococcus_gauvreauii_group, Howardella, Klebsiella, Methanobrevibacter,
UBA1819 e Veillonella. Ao mesmo tempo, 0s géneros
Eubacterium_xylanophilum_group,  Bilophila e  Lachnoclostridium  estavam
significativamente reduzidos no grupo EpA axial em relagdo ao controle. Também
observamos correlagdes significativas entre alguns destes géneros entre si e destes

com metadados coletados.

PALAVRAS-CHAVE: Espondiloartrite axial, Microbiota Intestinal, Permeabilidade
Intestinal, Inflamacéao



ABSTRACT

Axial spondyloarthritis (SpA) are a group of chronic systemic inflammatory diseases
primarily located in the axial skeleton - spine and sacroiliac joints. Studies have shown
a strong genetic overlap between SpA and inflammatory bowel diseases indicating a
relationship between events triggered in the gut and inflammation in the entheses and
joints. Growing evidence also suggests that the gut microbiota is involved in the
initiation and progression of axial SpA. Our objective in this study was to compare the
microbiota of individuals with axial SpA compared to healthy controls and to analyze
possible associations between the intestinal microbiota, intestinal permeability and
clinical parameters of the disease. For this, 21 patients from the Hospital das Clinicas
of the Federal University of Minas Gerais (HC-UFMG/EBSERH) and 21 healthy
patients recruited through social networks were selected. Stool and blood samples
were collected in addition to anthropometric and dietary data from all study
participants. Our results showed that patients with axial SpA have serum markers of
increased intestinal permeability, bacterial translocation, intestinal inflammation and
increased levels of the inflammatory cytokine IL-17 compared to the healthy control
group. In addition, these patients also had a higher percentage of body fat and a lower
intake of folate and manganese. When evaluating the intestinal microbiota profile
between the groups, we observed that axial spondyloarthritis was associated with
changes in the abundance of 10 genera that were considered likely biomarkers in these
patients with axial SpA. The most abundant genera were Acidaminococcus,
Ruminococcus_gauvreauii_group, Howardella, Klebsiella, Methanobrevibacter,
UBA1819 and Veillonella. At the same time, the genera
Eubacterium_xylanophilum_group, Bilophila and Lachnoclostridium were significantly
reduced in the axial SpA group compared to the control. We also observed significant
correlations between some of these genera and between them and the metadata

collected.

KEY WORDS: Axial spondyloarthritis, Intestinal Microbiota, Intestinal Permeability,

Inflammation.
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1 INTRODUGAO

1.1 Espondiloartrite axial

O grupo da espondiloartites (EpA) € composto pela artrite psoriasica, artrites
associadas as doengas inflamatodrias intestinais, artrite reativa, espondiloartrites
indiferenciadas e EpA axiais sendo a espondilite anquilosante (EA) a mais comum
nesse grupo (BABAIE et al., 2018; REZAIEMANESH et al., 2018; ZHANG et al.,
2018a). A EpA é uma doenga imunologicamente mediada, caracterizada por
inflamacao crénica axial e manifestagdes periféricas como entesite, dactaiite e artrite.
Quando atinge predominantemente a coluna espinhal e a sacroiliaca, € classificada
como EpA axial. A EpA axial pode ser dividida em ndo-radiografica e radiografica,
sendo esta ultima conhecida como espondilite anquilosante (EA). Entretanto, a
doencga pode acometer também outras partes do corpo como articulagdées periféricas,
olhos, intestino, entre outros. Quando o envolvimento de manifestagdes periféricas é
predominante, ela é classificada como EpA periférica (REZAIEMANESH et al., 2018).

A prevaléncia mundial da EpA axial € em torno de 0,1 a 1,4% afetando
principalmente homens naidade entre 20 e 30 anos (ZHANG et al., 2018b). A etiologia
da doencga ainda nao esta esclarecida, entretanto acredita-se que fatores genéticos e
fatores ambientais estejam envolvidos sendo esta classificada dentro do grupo das
doencas autoimunes (REZAIEMANESH et al., 2018).

A EpA axial apresenta-se com sintomas caracteristicos como dor nas costas e
no quadril associada com rigidez matinal que reduz apds exercicio, oligoartrite em
grandes articulagdes dos membros inferiores (tornozelos, joelhos e coxofemorais),
inflamacgdes nas insergdes dos tenddes e/ou ligamentos nos 0ssos (entesites) e uveite
(BABAIE et al., 2018; ZHANG et al., 2018a). Existe uma associagao da EpA axial com
inflamagao intestinal subclinica, na qual fatores como sexo masculino, alta atividade
da doencga e idade mais jovem demonstraram estar independentemente associados
(VAN PRAET et al., 2013). Entre os instrumentos utilizados para a avaliacdo da
evolugao clinica dos pacientes com EpA axial, pode-se citar os indices BASDAI e
ASDAS que avaliam atividade inflamatéria da doenca e o indice BASFI que avalia
capacidade funcional, entre outros (DA COSTA et al., 2015; SAMPAIO-BARROS et
al., 2007).
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Embora se saiba que a doencga possui uma forte associagcdo com o alelo do
MHC de classe | HLA-B27, desde 1972 até os dias de hoje, ndo esta claro o papel
desse alelo na patogénese da doenga (REZAIEMANESH et al., 2018; SORRENTINO;
BOCKMANN; FIORILLO, 2014). Estudos de imagem tém mostrado que ser portador
do gene HLA-B27 é um fator de risco para a extensao e cronicidade de lesbes
edematosas (osteite) na articulagdo da sacroiliaca de pessoas susceptiveis. Existe
uma forte associagdo do HLA-B27 com o aumento no risco de EpA. Entretanto, menos
de 5% de pessoas que o possuem desenvolvem a doenga, indicando assim que outros
fatores e genes chave seriam necessarios no desenvolvimento inicial da EpA (WATAD
et al., 2018). Estudos de Associacdo Genémica Ampla (GWAS) identificaram mais de
40 genes relacionados a EpA. Entre estes, ha tanto genes do complexo de
histocompatibilidade (MHC) como o HLA-B27 e HLA-B40; quanto genes n&o
localizados no complexo do MHC como os genes da ERAP1 e ERAP2 (Endoplasmic
reticulum aminopeptidase 1 e 2) que sdo aminopeptidases relacionadas com a quebra
do peptideo imunogénico em 10 a 16 residuos para se ligar posteriormente a
moléculas MHC de classe I. Mas de todos esses genes, o HLA-B27 destaca-se como
0 gene que mais contribui para o aumento do risco para SpA (PEDERSEN;
MAKSYMOWYCH, 2018; REZAIEMANESH et al., 2018; SORRENTINO;
BOCKMANN; FIORILLO, 2014). Algumas hipoteses tém sido levantadas para o
possivel papel do HLAB-27 na patogénese da EpA. Uma destas hipdteses € a do
“peptideo artritogénico” que propde que peptideos proprios ou peptideos bacterianos
similares aos proprios derivados das articulagdes e/ou fibrocartilagem das énteses, ao
serem apresentados por moléculas HLA-B27, poderiam ativar células T CD8+ auto-
reativas e induzir uma resposta citotoxica. Neste contexto, polimorfismos do gene da
ERAP1 poderiam aumentar ou reduzir a abundancia de certos peptideos
apresentados pelo HLA-B27 as células T. E importante ressaltar que essas possiveis
associacgdes entre as variacdes da ERAP 1 e a EpA somente tém sido vistas quando
os genes HLAB-27 e HLA-B40 estdo presentes (PEDERSEN; MAKSYMOWYCH,
2018). Outro ponto relevante é que, até o momento, ndo foi elucidado nenhum
antigeno proprio ou nao-proprio que poderia estar relacionado a patogénese da EpA
em estagio inicial (WATAD et al., 2018).
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Um mecanismo alternativo proposto para explicar os estagios iniciais da EpA
seria a capacidade de células T CD4+ de individuos HLA-B27+ em reconhecerem
peptideos derivados de HLA-B27 com dobragem defeituosa (BOYLE et al., 2001).

Entre os achados imunologicos de pacientes com EpA axial, estudos mostram
que as concentragdes séricas das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e IL-4 estéo
reduzidas no soro enquanto os niveis séricos das citocinas pré-inflamatoérias TNF,
IFN-y, IL-17 e IL-23 estdo aumentados (BABAIE et al., 2018; WEN et al., 2017).

As células T reguladoras (Treg) tém um papel importante no controle da
reatividade aos autocomponentes e, portanto, sdo pegas chave no desenvolvimento
das doengas autoimunes. As Treg naturais (nTreg) sdo geradas no timo durante a
selegao timica, de onde saem ativadas e expressando os marcadores CD25 (receptor
de alta afinidade para IL-2) e o fator de transcricdo forkhead box protein P3
(FOXP3). Elas estao ligadas a tolerancia central e seu mecanismo de supressao
envolve o contato célula-célula e, em menor extensado, a agao de citocinas como IL-
10 e TGF-( secretadas. Por outro lado, as Treg induzidas (iTreg) s&o células T naive
CD4+CD25-FOXP3- que sao convertidas em tecidos linfoides periféricos em células
T reguladoras funcionais expressando CD4+CD25+FOXP3+. Essas células tém papel
crucial na tolerancia oral quando sao induzidas por antigenos dietéticos ou da
microbiota intestinal (MOWAT, 2018; REZENDE; WEINER, 2017). Entre as moléculas
da Treg que contribuem para sua fungéo reguladora, o peptideo associado de laténcia
(LAP), um propeptideo associado ndo covalentemente ao dominio amino-terminal do
TGF-B, expresso na membrana de certas populacbes de Treg, tem se mostrado
importante. Estudos sugerem que células Treg CD4* LAP* (Th3) sao estimuladas no
intestino por antigenos orais, iniciando sua cascata reguladora. As células Th3
ativadas no intestino sao capazes de suprimir respostas sistémicas autoimunes e
inflamatoérias (WEINER et al., 2011). O local de exposi¢cao ao antigeno € crucial para
determinar o subtipo de Treg que sera expandida e o mecanismo de tolerancia
induzido (MOWAT, 2018; REZENDE; WEINER, 2017).

A redugdo no numero e fungao de células Treg leva a defeitos na toleréncia aos
autocomponentes e a respostas imunes anormais a antigenos proprios, com isso
levando a doencgas autoimunes. Alguns estudos em animais tém mostrado que células
Treg FOXP3+ transferidas de forma adoptivas mostraram um papel positivo na
prevencgao e tratamento de doengas autoimunes (TAO et al., 2017). Em relagao ao

percentual de células Treg em pacientes com EpA axial, os dados tém sido
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controversos nos estudos, alguns indicando uma redugdo em pacientes com EpA axial
em relacdo a individuos controle saudaveis e outros sem alteracdo. Por sua vez,
resultados de alguns estudos sugerem a presenga em pacientes com EpA axial de
defeitos funcionais em células Treg, como uma menor expressdao de FOXP3,
tornando-as menos eficientes em controlar a expansao de células T CD4+ efetoras
(LIAO et al., 2015; MIAO; ZHU, 2018; WANG et al., 2018).

1.2 Tratamento da Espondiloartrite Axial

A EpA axial é considerada uma doenca grave com diversas manifestagdes,
sendo assim geralmente recomendado uma abordagem terapéutica multidisciplinar,
coordenada por um reumatologista. Os principais objetivos do tratamento sdo
melhorar a qualidade de vida dos pacientes, buscando controlar os sintomas e a
inflamacao, prevenir o acumulo de dano estrutural e consequentemente o
desenvolvimento de sequelas e promover a sua reinclusido social. Para alcancar tais
objetivos, sdo recomendadas intervengdes farmacoldgicas e nao farmacologicas
(VAN DER HEIJDE et al., 2017).

No tratamento farmacolégico, uma gama de farmacos tem sido utilizada. Em
casos de dor e rigidez, é recomendado o uso de anti-inflamatério ndo esteroidais
(AINEs) até a dose maxima, considerando tolerancia e riscos e beneficios individuais.
Os glicocorticoides sdo utilizados para tratamento de artrites e entesites, mas sugere-
se 0 uso por tempo curto e com altas doses e evitar 0 uso por logo tempo de
glicocorticoides de acao sistémica (VAN DER HEIJDE et al., 2017).

Aos pacientes com alto grau de atividade da doenga persistente submetidos ao
tratamento convencional é recomendada a terapia com inibidores de TNF (TNFi). Até
o momento, existem 5 TNFi aprovados que diferem em sua composicdo molecular e
fungdes efetoras imunoldgicas: os anticorpos monoclonais Infliximabe, Adalimumabe,
Golimumabe, Certolizumabe pegol e a molécula recombinante Etanercept. Todos
esses farmacos séo altamente seletivos e podem se ligar ao TNF soluvel e/ou ligado
a membrana. Nos casos de falha no tratamento com TNFi, é recomendado considerar
a troca de terapia para o uso de inibidor de IL-17 (IL-17i). Entre os IL-17i existentes
pode-se citar: Secukinumabe, Brodalumabe, Ixekizumabe, Bimekizumabe. Os IL-17i
tém demostrado uma eficacia similar a dos TNFi, entretanto ainda ndo se sabe o

impacto destes na progressado de dano estrutural, ndo sendo recomendados para
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pacientes com Dlls concomitantes (PEDERSEN; MAKSYMOWYCH, 2018; VAN DER
HEIJDE et al., 2017).

O tratamento ndo farmacoldgico inclui o acompanhamento psicologico para
auxiliar nos aspectos emocionais e integracdo social; fisioterapia de maneira
sistematica em todos os estagios da doencga, entre outros. Estratégias nutricionais
para o tratamento de doengas reumaticas tém sido estudadas e, entre estas, o uso de
dietas isentas de gluten foi recentemente sugerida como uma possivel estratégia
complementar para o tratamento da EA (ISASI; TEJERINA; MORAN, 2016;
SAMPAIO-BARROS et al., 2007).

Neste estudo, nosso objetivo foi explorar a existéncia do eixo intestino-
articulacdes/ossos na espondiloartrite axial examinando a permeabilidade intestinal e

a composicao da microbiota intestinal de pacientes portadores dessa doenca.

1.3 Microbiota intestinal

O trato grastrointestinal humano é composto por uma enorme quantidade e
diversidade de microorganismos, cerca de 100 trilhdes, convivendo com o hospedeiro
em uma relagdo constante e mutualistica. Essa microbiota (0 microorganismo ele
mesmo) ou microbioma (todo material genético de todos os microorganismos de
determinado local) € composto por archaeas, bactérias, protozoarios, fungos e virus
que codificam mais de 3 milhdes de genes e produzem milhares de metabdlitos. O
hospedeiro humano oferece o habitat e nutrientes para os microorganismos
simbiodticos e, em troca, estes fornecem suporte para o metabolismo de nutrientes e
compostos xenobidticos, protegdo contra microorganismos patogénicos e regulagéo
do desenvolvimento, homeostase e fungdo do sistema imune inato e adaptativo
(JANDHYALA et al.,, 2015; RINNINELLA et al., 2019; SPILJAR; MERKLER;
TRAJKOVSKI, 2017; TEICHMAN et al., 2020).

Os filos das bactérias dominantes na microbiota intestinal sdo os Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucromicrobia,
sendo que as duas primeiras sao predominantes e representam cerca de 90 a 99%
de toda microbiota intestinal conhecida até o momento (RINNINELLA et al., 2019; SO;
TAM, 2020; TEICHMAN et al., 2020). Uma microbiota considerada saudavel é
caracterizada em termos de riqueza do ecossistema (diversidade), estabilidade,

resisténcia e resiliéncia. Quando fatores ambientais e/ou relacionados ao hospedeiro,
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como presencga de uma inflamacgéao crénica, levam a uma alteragdo na composicao e
funcdo da microbiota, perturbando o sistema microbiano em uma extensdo que
ultrapassa a capacidade de resisténcia e resiliéncia, tem-se um quadro conhecido
como disbiose. Os perfis de disbiose podem variar, possuindo uma ou mais das
seguintes caracteristicas: 1) aumento de microoganismos comensais com potencial
de causar doenca (patobiontes) em situagcdes de quebra da homeostase intestinal; 2)
reducao ou perda completa de microorganimos comensais habituais da microbiota; 3)
perda da diversidade (LEVY et al., 2017).

A microbiota nativa é formada no inicio da infancia, do periodo do nascimento
até 5 anos de idade, sendo os 3 primeiros anos os mais criticos. Esse processo ocorre
juntamente com o amadurecimento da mucosa intestinal e é influenciado por fatores
como fatores genéticos, idade gestacional de nascimento, tipo de parto, periodo de
desmame, estilo de vida e habitos dietéticos, entre outros (CHENG et al., 2016; NIU
etal., 2020; RINNINELLA et al., 2019; YATSUNENKO et al., 2012). A microbiota nativa
formada no inicio da infancia, apresenta-se bem resiliente e estavel durante o resto
da infancia, juventude e fase adulta, mas pode sofrer alteragbes na presenca de
mudanca de fatores externos como uso de antibioéticos e mudancas na alimentacéo.
Ja nos idosos acima de 70 anos, estudos recentes sugerem um aumento de disbiose
com uma reducdo expressiva de bactérias potencialmente benéficas (bactérias
produtoras de butirato como Akkermansia Muciniphila) e um aumento de bactérias
oportunistas potencialmente inflamatérias. Entretanto, baseado nos dados na
literatura até o momento, nao se pode afirmar se a redugao na diversidade e alteragao
do perfil da microbiota visto em idosos, especialmente os classificados como frageis,
seria uma causa ou consequéncia das alteracdes observadas no envelhecimento tais
como a inflamacédo cronica de baixo grau designada como inflamm-aging (HARAN;
MCCORMICK, 2021; RAGONNAUD; BIRAGYN, 2021; RINNINELLA et al., 2019).

Como mencionado anteriormente, a microbiota intestinal tem um importante
papel na regulagdo da homeostase imunoldgica do corpo. Estudos realizados em
camundongos germ-free mostraram que a auséncia da microbiota no intestino de
camundongos leva ao comprometimento no desenvolvimento e maturagédo do Tecido
Linféide Associado ao Intestino (GALT) resultando em uma redugéo de células T
(entre elas, as Treg) e células B produtoras de IgA. Outros estudos também mostram
a importancia da microbiota intestinal na regulacdo das células TH17 e ILC2
(RAGONNAUD; BIRAGYN, 2021).
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Entre todos os fatores externos que podem impactar na variagdo intra-
individuos, como estilo de vida, uso de antibidticos e outros, a alimentacao tem se
mostrado como um dos fatores que mais influencia a curto e a longo prazo a
composi¢ao da microbiota intestinal assim como sua atividade metabdlica (BARBER
et al., 2021; REDONDO-USEROQOS et al., 2020; STATOVCI et al., 2017). Os nutrientes
podem influenciar na microbiota diretamente servindo de substrato para determinadas
bactérias e, por sua vez, os metabdlitos produzidos por estas podem servir de
substrato para outras bactérias (relagdo simbidtica/sintrofia). Por sua vez, o aumento
destes taxons pode inibir outros (relacdo de competicdo) e haveria assim uma
influéncia indireta do nutriente na microbiota. Outra influéncia indireta muito bem
documentada seria pela agao de macro e mironutrientes na modulacédo da resposta
imune que, por sua vez, interfere na microbiota (crosstalk entre o sistema imune e
microbiota). Entre os macronutrientes que parecem modular a microbiota, os mais
conhecidos s&o os carboidratos (entre eles, as fibras), proteinas e gorduras saturadas
(GUERREIRO et al., 2018; SCOTT et al., 2013; SPILIAR; MERKLER; TRAJKOVSKI,
2017; STATOVCI et al., 2017).

A fermentagdo no colon dos carboidratos utilizados pela microbiota,
especialmente os amido-resistentes, oligossacarideos, polissacarideos nao
amilaceos (celulose, hemicelulose, pectina,etc) leva a formacao dos acidos graxos de
cadeia curta ( AGCC) acetato, propianato e butirato que possuem um papel essencial
na homeostase intestinal (SCOTT et al., 2013; SPILJAR; MERKLER; TRAJKOVSKI,
2017).

Aproximadamente 10% da proteina ingerida chega ao cdlon, local importante
no turnover proteico, fornecendo nitrogénio e aminoacidos que servem de substrato
para bactérias. No colén transverso e distal, onde os residuos de carboidratos sao
escassos, a proteina se torna uma fonte importante de energia para a microbiota local.
Entre os metabdlitos produzidos pelo uso dos aminoacidos como substratos, pode-se
citar os compostos inddlicos, fendlicos e acido graxos de cadeia ramificada (AGCR)
(ROWLAND et al., 2018; SCOTT et al., 2013).

Deve-se sempre ter em mente também, quando pensamos no impacto de
fatores externos na microbiota, que pode haver situacées em que esses fatores, como
a dieta, tenham impacto somente no metabolismo microbiano, como visto no estudo
de Barber e colaboradores. Nesse estudo recente realizado com pessoas saudaveis,

ao comparar o impacto na microbiota de uma dieta rica em gordura e pobre em
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residuos ( simulando uma tipica dieta ocidental) versus uma dieta pobre em gordura
e rica em residuos, os autores sugerem que a alteragao dos substratos que chegaram
ao coloén teve um impacto importante nas fungbes metabdlicas microbianas dos
voluntarios sem que houvesse uma alterag&o significativa na sua composig¢ao ( sem
alterar a alfa diversidade) (BARBER et al., 2021).

1.4 Microbiota e doengas

Alteracbes na composicdo e funcdo do microbioma tém sido associados a
diversas doencas e sado alvo de constantes pesquisas. Os estudos indicam que
alteracbes tanto na composicdo quanto nos metabdlitos produzidos por estes
microoganimos podem ser sentidos pelo organismo do hospedeiro e podem levar a
diferentes estados de ativagao do sistema imune. Além disto, outro ponto relevante é
a possibilidade das alteragbes na microbiota e no seu metabolismo resultarem em
alteracdes epigenéticas em células intestinais assim como também em outras células
mais distantes como hepatdcitos e adipdcitos. Embora cada vez mais aparegam mais
evidéncias de uma importante associag¢ao entre doencas imuno-mediadas e disbiose,
ainda nao esta claro se a disbiose seria causa ou a consequéncia do surgimento e/ou
perpetuacao de processos inflamatorios, ou se os dois processos ocorrem ao mesmo
tempo (BELIZARIO; FAINTUCH; GARAY-MALPARTIDA, 2018; CHAKAROUN;
MASSIER; KOVACS, 2020; LEVY et al., 2017).

Dentro deste panorama, também é importante reforgcar o papel da inflamacéao
em alterar a permeabilidade intestinal, aumentando o risco de translocagéo de
bactérias e produtos bacterianos pela barreira intestinal, o que, por sua vez, pode
perpetuar o processo inflamatério (DU et al., 2016; STURGEON; FASANO, 2016).
Algumas bactérias, como a E.coli, e as Enterebacteriaceae e Enterococci, por terem
mais habilidade em evadir os mecanismo de imunidade, translocam mais prontamente
que outras bactérias comensais quando ocorre um comprometimento significativo da
barreira intestinal como é visto no intestino permeavel ou leaky gut (CHAKAROUN;
MASSIER; KOVACS, 2020).

Embora seja crescente o numero de estudos avaliando possiveis assinaturas
ligando microbiota e doengas na busca de novos tratamentos, esses estudos devem
ser interpretados com cautela. Eles ainda ndo mostram causalidade, ndo foram

capazes de identificar géneros ou espécies especificos que causem determinada
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doenca ou estado patologico. O que podemos inferir com os dados disponiveis é se
ocorre diferenga na microbiota de um grupo experimental especifico em relagédo a um
controle e avaliar possiveis correlagcbes entre as alteracdes vistas e a doenca ou
condicao patologica investigada (TEICHMAN et al., 2020).

1.5 Microbiota intestinal e espondiloartrite axial

Na ultima década, com a evolucido dos métodos de avaliar a microbiota
intestinal, muitos estudos interessantes vém sendo feitos, sugerindo uma intrigante
associagao entre o microbioma de individuos com EpA e a patogénese da doencga
(BREBAN et al., 2017; LI et al., 2019; TITO et al., 2017; WEN et al., 2017; YIN et al.,
2020).

Estudos feitos em ratos transgénicos para HLA-B27, criados em um ambiente
germ-free, mostram que estes ndo desenvolvem muitos dos sintomas caracteristicos
da EpA. Entretanto, ao serem colonizados por bactérias intestinais, como as
Bacteroides, houve desenvolvimento da doenca. Tal evidéncia sugere fortemente uma
possivel associagao entre do gene HLA-B27 e as alteragbes encontradas no
microbioma em pacientes com EpA (YANG et al., 2016). Em concordancia com esses
achados, alguns estudos tém sugerido uma possivel associagao entre pacientes com
EpA portadores do gene HLA-B27 e uma associagdo com a bactéria Klebsiella
pneumoniae. Dois estudos mais antigos, realizados na década de 80, mostraram que
anticorpos monoclonais anti-HLA-B27 foram capazes de se ligar a K. pneumonia, e
sugeriram a possibilidade de haver uma reacao de mimetizagao/reagao cruzada entre
sequéncias de aminoacidos do HLA-B27 e da K. pneumonia que, por sua vez, estaria
associado ao desenvolvimento e perpetuagdo da EA (OGASAWARA; KONO; YU,
1986; VAN BOHEMEN et al., 1984). Desde entdo, novos estudos tém buscado
confirmar e aprofundar essa hipdtese. Entre eles, alguns mostraram que a K.
pneumonia possui um complexo enzimatico chamado Pullulanase com 17
componentes, alguns dos quais apresentam sequéncias de aminoacidos que
mimetizam sequéncias de proteinas do corpo humano como a miosina e o colageno
[, lll e IV. Essa hipotese propde que o “mimetismo molecular” faria com que os
anticorpos para os epitopos pertencentes a K. pneumonia fariam uma reagao cruzada
com a miosina e o colageno das articulagdes ativando assim uma cascada inflamatoria

nestes locais. O mesmo poderia ocorrer com outras proteinas relacionadas a tecidos
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encontrados na coluna sacro-iliaca e Uvea, principais regides afetadas na EpA, em
individuos susceptiveis servindo de gatilho para o desenvolvimento e/ou ativacéo da
EpA e a perpetuagcdo de um processo inflamatério crénico (CHARALAMBOUSZ;
KEEN’; MCPHERSON, 1988; RASHID et al., 2009; RASHID; EBRINGER, 2007;
ZHANG et al., 2018a). Estudos clinicos sugerindo a Klebsiella como possivel
marcador da EpA axial ainda apresentam resultados contraditorios.

Outro estudo recente que fortalece a hipétese do mimetismo molecular
realizado por Yin e colaboradores em uma coorte de 127 pacientes com EpA, mostrou
uma predicao, pela metodologia de Blast, de homologia entre peptideos bacterianos
(encontrados nas fezes dos pacientes) e epitopos do HLA-B27 ja descritos na
literatura. Os autores relataram ainda outros 24 epitopos bacterianos homélogos a
epitopos do HLA-B27. Ao incubar esses peptideos com células T CD8 dos voluntarios
com EpA, observaram que somente as células T CD8 dos pacientes positivos para
HLA-B27 responderam ao estimulo com a producgao de interferon-y (YIN et al., 2020).

Além dessa hipotese explicativa, os estudos de sequenciamento da microbiota
intestinal de individuos com EpA tém mostrado a presenca de disbiose nesses
individuos e sugerido uma associagdo entre disbiose, inflamagao, alteracdo da
permeabilidade intestinal e atividade da doenca. Entretanto, ndo existe até o
momento uma assinatura microbiana estabelecida que se correlacione com a a
doencga e as sugestbes de géneros e/ ou espécies mostradas nos ensaios clinicos
divergem entre si. Provavelmente isto & devido a diversos fatores como tamanho
amostral, métodos diferentes utilizados de sequenciamento, fase da doenca (inicial,
inativa, ativa em tratamento), diferengas entre as caracteristicas dos individuos dos
estudos (regido, cultura, habitos alimentares locais, genética, etc), entre outros
(BREBAN; BEAUFRERE; GLATIGNY, 2019; CICCIA et al., 2017a; SO; TAM, 2020).

1.6 Eixo Intestino-Articulagdoes/Ossos

Uma forte sobreposicao genética tem sido mostrada entre EpA axial e as
doengas inflamatdrias intestinais (DIl) sendo que cerca de 20 de 30 genes associados
a EpA sao compartilhados com as Dlls. Além disto, estudos mostram que cerca de 6
a 10% de pacientes com EA apresentam relato de Dlls e 60 a 70% apresentam sinais
de inflamacéo intestinal subclinica, na qual fatores como alta atividade da doenca,

sexo masculino e idade mais jovem demonstraram estar independentemente
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associados (PEDERSEN; MAKSYMOWYCH, 2018; VAN PRAET et al., 2013; WATAD
et al., 2018).

Em pacientes com EA, foram observadas frequéncias aumentadas de células
ILC3 NKp44+ no intestino, na medula éssea, no sangue e nos fluidos sinoviais, com
producdo de IL-17 e IL-22. Células linfoides inatas do tipo 3 (ILC3) podem ser
estimuladas pela IL-23 e secretar IL-17, IL-22 e outras citocinas associadas. Essas
ILCs expressavam a integrina a47 o que sugere que podem ter sido originadas no
timo e posteriormente direcionadas para o intestino. Outra possibilidade seria delas
serem formadas no intestino e posteriormente direcionadas a outras regidées do corpo
como as articulagdes, onde eles poderiam ser responsaveis pelo desenvolvimento de
uma resposta inflamatdria mediada pela producédo de 1-17 e IL-22 (CICCIA et al., 2015;
MOHAMMADI et al., 2018). A analise da sindvia de pacientes com artrite reumatoide
por imunohistoquimica mostrou também, neste tecido, a expressdo de aEP7 e E-
caderina, moléculas responsaveis pela adesao de linfécitos T a células epiteliais como
as do intestino (TROLLMO et al., 1996).

Recentemente, tem sido muito investigado o papel da microbiota em doencas
imunologicamente mediadas. Ciccia e colaboradores analisaram biopsias intestinais
da parte do ileo de pacientes com EA sem alteragdes histoldgicas, com inflamagéao
aguda e cronica em relagao a individuos saudaveis (grupo controle). Eles observaram
um aumento de bactérias aderentes e invasivas nos individuos com EA e, entre estes,
a inflamagado intestinal esteve positivamente correlacionada com o numero de
bactérias patogénicas. Foi observado também uma associagdo entre o aumento
dessas bactérias e uma menor expressao de proteinas de jungao firme (tight junctions)
no epitélio intestinal. Em concordancia com esse achado, foi detectada uma maior
expressao de pré-haptoglobina 2 (zonulina) nos individuos com EA em relagdo ao
grupo controle sendo que essa expressao aumentada de zonulina esteva associada
a uma menor expressao de proteinas de juncdo firme no epitélio intestinal dos
pacientes com EA (CICCIA et al., 2017b).

A zonulina, proteina codificada pelo alelo HP2 do gene da haptoglobina, &
descrita como uma moduladora fisiolégica das jungdes firmes e, portanto, da
permeabilidade intestinal. Ela € um analogo da toxina secretada pelo Vibrio cholerae
e tem sido implicada na patogénese da doencga celiaca e da diabetes mellitus tipo 1.
Sua liberagao por enterdcitos é estimulada pela presenca de disbiose intestinal e/ou

por ligacao de peptideos de gliadina do gluten ao receptor CXCR3 nos enterécitos
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(FASANO, 2011; TRIPATHI et al., [s.d.]; VISSER et al., 2009). Ciccia e colaboradores
concluem, no seu estudo, que pacientes portadores de EA com inflamacéo intestinal
apresentam um aumento de bactérias aderentes e invasivas caracteristico de um
quadro de disbiose. Esses autores sugerem ainda que a disbiose estaria relacionada
a um aumento da expressao de zonulina e de dano na mucosa intestinal levando ao
aumento da permeabilidade intestinal e a translocagao de proteinas derivadas do
lumen do intestino para a corrente sanguinea. Todas essas alteragbes poderiam
resultar em mudancgas imunologicas que seriam parte na patogénese da EA (CICCIA
et al., 2017b).

Em concordancia com o objetivo proposto por este estudo, evidéncias sugerem
que a entrada antigenos microbianos e adjuvantes na circulagdo sanguinea poderiam
ter um papel como gatilhos no desenvolvimento de entesite que, por sua vez, estaria
relacionada a patogénese da EpA axial no estagio inicial. E sugerido que esses
antigenos microbianos e adjuvantes poderiam levar a secre¢ao local da citocina IL-23
por células estromais residentes nas enteses levando a ativacao de ILC3 e, numa fase
mais tardia, de células T com receptores para IL-23. A liberacdo de IL-17 e IL-22
resultaria em entesite, edema 6sseo, osteite e proliferacdo éssea podendo levar a
fusdo 6ssea (anquilose) e limitagbes dos movimentos (KEHL; CORR; WEISMAN,
2016; LORIES; MCINNES, 2012; WATAD et al., 2018).

Assim, ha fortes indicios de que um envolvimento de um eixo intestino-

articulagdes/ossos esteja associado a patogénese da EpA.
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2 HIPOTESE E RELEVANCIA DO ESTUDO

A hipétese investigada neste estudo € que existe uma correlagdo entre a
assinatura da microbiota intestinal e aumento da permeabilidade intestinal com a
atividade da doenga em pacientes com EpA axial.

A EpA axial € uma doenga cuja progressao pode levar a um quadro de
incapacitacédo e até mesmo aumento da morbimortalidade (BABAIE et al., 2018). Seu
tratamento farmacoldgico pode trazer efeitos colaterais significativos e ser oneroso
dependendo dos farmacos utilizados (SAMPAIO-BARROS et al., 2007). Se nossa
hipdétese se mostrar correta, esses achados poderdo abrir caminho para o
desenvolvimento de tratamentos alternativos, como intervengdes dietéticas
especificas, que teriam como objetivo modular a microbiota e restabelecer a
integridade da barreira intestinal nesses pacientes. Assim, esta poderia ser uma futura

estratégia promissora na pratica clinica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Comparar a microbiota de individuos com EpA axial em relagdo a controles
saudaveis e analisar possiveis associagdes entre a microbiota intestinal, a

permeabilidade intestinal e parametros clinicos da doencga.

3.2 Objetivos Especificos

Caracterizar a microbiota intestinal de individuos com EpA brasileiros por
sequenciamento de nova geracao (NGS).

Analisar as diferengas na ecologia microbiana entre individuos com EpA e
saudaveis e as possiveis correlagées com os seguintes parametros:

e Marcadores de permeabilidade intestinal no soro;

¢ Marcador de inflamacéo intestinal nas fezes;

e Dosagem da citocina IL-17 no soro;

o Dados antropométricos e dietéticos;

e Atividade clinica da EpA;

¢ Funcéo fisica dos pacientes com EpA;

¢ Qualidade de vida dos pacientes com EpA
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4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal realizado no periodo entre outubro de 2018
e marco de 2021. Foram selecionados 21 pacientes com espondiloartrite axial do
ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte; e 21 voluntarios saudaveis da cidade de Belo Horizonte.
Os critérios de inclusdo no grupo com EpA foram individuos adultos com diagndstico
de EpA axial (classificados segundo os critérios ASAS de 2009) e com a doenga ativa
(definido por um ASDAS-PCR = 2,1 e ou um BASDAI = 4). Foram excluidos individuos
com diagnéstico prévio de doencas inflamatérias intestinais (DlIs), vegetarianos ou
pessoas em dietas restritivas, mulheres gravidas ou lactantes e aqueles que
reportaram uso nos ultimos trés meses de: probidticos, prebidticos ou antibidticos. O
critério de inclusdo no grupo saudavel foram idade adulta e auséncia de comorbidades
conhecidas. Os critérios de exclusdo do grupo saudavel (controle) seguiram os
mesmos do grupo EpA.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG
sob o numero 2.912.519 (ANEXO 1).

4.1 Delineamento do Estudo

A selecéo de pacientes com EpA axial foi realizada pelo Dr. Gustavo Resende,
meédico especialista (reumatologista) do Hospital das Clinicas da UFMG, Belo
Horizonte. Os individuos a serem convidados a participar do estudo foram
selecionados através da aplicacdo dos questionarios BASDAI e ASDAS, e por
avaliacao clinica tendo como critério aqueles em que a doenga estava ativa (BASDAI
24 ou ASDAS-PCR = 2,1). Os participantes assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) (APENDICE 1 e 2) e foram instruidos a retornarem trazendo
amostras de fezes e registro alimentar de trés dias. No dia do retorno, os pacientes
entregaram as fezes coletadas em domicilio. Em seguida, eles foram direcionados
para uma consulta com uma nutricionista na qual foram coletados dados
antropométricos, aplicado os questionarios relacionados a doenca e feito a revisdo do

registro alimentar de 72 horas.
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Os voluntarios saudaveis selecionados em Belo Horizonte receberam as
mesmas orientagdes dos pacientes com EpA e foram realizados os mesmos

procedimentos, exceto a aplicacdo dos questionarios relacionados a EpA axial.

4.2 Tamanho Amostral

Amostra por conveniéncia.

4.3 Questionarios

4.3.1 Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI)

Utilizado para avaliar e acompanhar o indice da atividade da EpA, este
questionario mede, por meio de uma escala visual analdgica (EVA), 6 parametros
relacionados a doenca: fadiga, entesite, dor periférica, dor axial, duragéo e intensidade
da rigidez matinal. O valor final é obtido pela soma dos valores dos 6 parametros
individuais (DA COSTA et al., 2015; SAMPAIO-BARROS et al., 2007).

O questionario (ANEXO 2) foi aplicado pelo reumatologista da equipe.

4.3.2. Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score (ASDAS)

E um instrumento que avalia o indice da atividade da EA. Ele associa a
presenga de um marcador de atividade inflamatéria e a Hemossedimentacao (VHS)
ou a proteina C reativa (PCR) possuindo pontos de corte validados e recomendados
pela Assessment of SpondyloArthritis International Society- ASAS e pelo Outcomes
Mesures in Rheumatology — OMERACT. Os pontos de corte séo classificados como
atividade de doenga: moderada, alta ou muito alto (MACHADO; LANDEWE; HEIJDE,
2018; SAMPAIO-BARROS et al., 2007).

O questionario foi aplicado pelo médico reumatologista da equipe.
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4.3.3 Health Assessment Questionnaire modificado para espondiloartropatias (HAQ-
S)

O HAQ é um questionario autoaplicavel que avalia incapacidade em realizar
atividades do dia a dia. Sao avaliadas 20 atividades da rotina diaria, divididas em 8
categorias, as quais os pacientes marcam em cada atividade o grau de dificuldade
que teve em realizar tal atividade, na ultima semana. A pontuagao varia de 0 (sem
dificuldades) até 3 (incapaz de fazer). O HAQ-S é uma versdo modificada do HAQ
em que foram acrescentados 5 itens relacionados a dificuldades relatadas em
pacientes com comprometimento axial (SHINJO; GONCALVES; GONCALVES,
2006). (ANEXO 3)

O questionario (ANEXO 5) foi preenchido pelo paciente na consulta com a

nutricionista.

4.3.4 Bath As Functional Index (BASFI)

indice que avalia a intensidade de comprometimento funcional, com um
questionario autoaplicavel com uma escala visual analégica (EVA) de zero a 10 cm.
O resultado é dado pela média aritmética dos valores de todas as 10 questdes.
Apresenta confiabilidade e sensibilidade as mudancgas clinicas da doenga (SHINJO;
GONCALVES; GONCALVES, 2006) (ANEXO 4).

O questionario foi preenchido pelo paciente durante a consulta com a

nutricionista.

4.3.5 Ankylosing Spondylitis Quality of Life (ASQoL)

Instrumento autoaplicavel que avalia a qualidade de vida de pacientes com EpA
através da resposta com “sim” ou “néo” de 18 itens especificos para EpA. A pontuagéo
€ dada pelo numero de respostas “sim” marcadas e quanto maior for a pontuacéo,
mais a doenga interfere na qualidade de vida do individuo (DOWARD et al., [s.d.];
SHINJO; GONCALVES; GONCALVES, 2006) (ANEXO 3).

O questionario foi preenchido pelo paciente durante a pesquisa com a

nutricionista.
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4.3.6 Registro Alimentar

Método que coleta informagdes sobre a ingestdo atual de um individuo ou
grupo. O voluntario é orientado a anotar todos os alimentos e bebidas consumidos ao
longo de trés dias. O registro foi realizado em dias alternados e abrangendo um dia
do final de semana (MARA FISBERG; MARIA LOBO MARCHIONI; CAROLINA
ALMADA COLUCCI, 2009).

Os participantes, em seu primeiro contato com a nutricionista, receberam os
registros (APENDICE 3) a serem preenchidos e instrucdes de como fazer este
preenchimento de forma adequada: informag¢des de como anotar medidas caseira,
horarios, datas, detalhes dos alimentos e modo de preparo.

Posteriormente, os registros foram analisados no Software Avanutri e
quantificado a ingestdo média de calorias, carboidratos, proteinas, lipidios, fibras e

micronutrientes.

4.4 Avaliagao Antropométrica

As medidas antropométricas foram coletadas por uma unica nutricionista
qualificada para tal procedimento. Foram aferidos peso, altura, indice de massa
corporal (IMC) e circunferéncia abdominal de acordo com o que é preconizado pela
literatura (HEYMSFIELD SB; TIGHEA A; WANG ZM, 1994). Também foi realizado a
afericdo de porcentagem de gordura, massa magra e indice de gordura visceral,
através de bioimpedancia.

Para afericdo do peso foi utilizado balanca de plataforma Balmak®, com o
paciente descalco, de costas para a balanga, em posi¢ao ereta, com os pés unidos ao
centro da plataforma e bracgos estendidos ao longo do corpo.

A estatura foi aferida com o auxilio de um estadidmetro vertical com precisao
de 0,1 cm, acoplado a balanca. O paciente foi orientado a ficar descalco e sem
acessorios na cabeca, em posicdo ereta, com o olhar fixo no plano horizontal,
calcanhares juntos, bragos estendidos ao longo do corpo e peso distribuido
igualmente entre os pés.

O indice de Massa Corporal (IMC), apés afericdo do peso e da estatura, foi

determinado pelo uso da seguinte formula: IMC = p/a?; onde p equivale ao peso em
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quilogramas (kg) e a equivale a estatura do individuo em metros. O IMC foi classificado
de acordo com o preconizado pela OMS (2000).

A circunferéncia abdominal foi aferida com o paciente em posigao ereta, com a
fita num plano horizontal, posicionada passando por cima da cicatriz umbilical. Foi
utilizada uma fita antropométrica milimetrada, nao flexivel.

A porcentagem de gordura, massa muscular e indice de gordura visceral foram
aferidos pelo uso de balanga de bioimpedancia da marca Tanita BC 601, conforme

orientagdes do manual.
4.5 Analises Imunoldgicas e Bioquimicas no Soro
4.5.1 Coleta de sangue

Foram coletados 16 ml de sangue periférico dos voluntarios por um profissional
da equipe de pesquisa treinado para tal procedimento, utilizando jaleco, luva e
materiais descartaveis. A coleta de sangue dos pacientes com EpA axial foi realizada
no ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFMG e as dos
individuos saudaveis em consultério reumatoldgico particular (sempre entre 8 a 12
horas). O sangue foi separado em tubos e acondicionados em gelox, em caixas
térmicas, para serem transportados ao Instituto René Rachou — FIOCRUZ-MG, para
processamento. O sangue coletado em tubo sem anticoagulante foi separado o soro
para analise posterior de marcadores de permeabilidade intestinal e citocina IL17.

Apods o processamento, o soro foi armazenado a -20° C.
4.5.2 Medida dos niveis séricos da citocina IL-17

Dosagem da citocina IL-17 foram realizadas no soro, em duplicatas, pelo
método ELISA sanduiche de acordo com as instrugbes do fabricante (ELIZA MAX™
Deluxe set Human IL17A, Biolegends, San Diego, CA, USA).

4.5.3 Avaliagdo da Permeabilidade intestinal

Para avaliacdo da permeabilidade intestinal, foram medidas as concentracbes da

Proteina Ligadora de Acidos Graxos (FABP2) e da Proteina Ligadora de
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Lipopolissacarideos (LBP) no soro por kit de ELISA, em duplicatas, de acordo com as
instru¢des dos fabricantes (BOSTER BIOLOGICAL TECHNOLOGY, Pleasanton, CA,
USA).

4.6 Dosagem de calprotectina fecal

A dosagem da calprotectina foi feita pelo método ELISA sanduiche, utilizando o
kit BUHLMANN Quantum Blue®fCAL extended, de acordo com as instrugdes do
fabricante (BUHLMANN Laboratories AG, Schénenbuch, Suica). Brevemente, uma
pequena parte das fezes foi retirada, verticalmente no canto, e acondicionada em um
tubo de propileno estéril. Posteriormente, foi inserido a parte com arranhadura do pino
branco (dispositivo oferecido no kit) nas fezes e depois foi removido. Esta operagao
foi feita 3 vezes em locais diferentes da amostra. Em seguida o pino foi reintroduzido
no corpo do dispositivo CALEX® Cap e fechado. Em seguida foi misturada as fezes
na rachadura com o liquido de extragao, utilizando o vértex. O tubo foi entdo deixado
10 minutos em descanso para que o liquido dentro fizesse a extragao. Por ultimo,
pipetou-se 60 microlitros do liquido com as fezes em um cassete, aguardou-se 12
minutos (periodo de incubagao) e posteriormente iniciou a leitura no leitor Quantum
Blue®. Este processo foi feito separadamente para cada das amostras dos

voluntarios.

4.7 Analise da microbiota intestinal

Os pacientes receberam vasilhames estéreis e foram instruidos sobre a coleta
das amostras de fezes em casa. Os vasilhames foram identificados com o numero de
identificagéo pessoal do participante.

As amostras de fezes foram transportadas para Faculdade de Medicina da UFMG
e armazenadas a — 80 graus para analise posterior da microbiota do intestino pelo

método de sequenciamento de nova geragdo (NGS) do rRNA 16s.
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4.7 1 Extracao de DNA das fezes

A extragado do DNA total microbiano das fezes foi feita utilizando o kit QlAamp
DNA Stool Min Kit (Qiagen, Duesseldorf, Germany), de acordo com a especificagao
do fabricante. Foram utilizadas 220 gramas de fezes de cada voluntario.

O DNA extraido foi analisado qualitativamente e quantitativamente por
eletroforese em gel de agarose a 1%, por electrofotometria ( Nanodrop 1000ND,
Thermo Scientific, USA) e utilizando um fluorémetro quantico (QuantiFluor dsDNA
System, Promega, Madison, WI, USA).

4.7.2 Sequenciamento metagendmico de amplicon de 16s rRNA
A regido V3-V4 das sequéncias do gene 16S rRNA bacteriano foi amplificada

usando o par de primers contendo as sequéncias especificas do gene e as sequéncias

nucleotidicas do adaptador lllumina. As sequéncias de primers de comprimento total

foram: Primer 16S Amplicon PCR Forward (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG) e
primer reverso de 16S Amplicon PCR (5'-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATC
C).

O PCR do amplicon foi realizado para amplificar o modelo de amostras de de
entrada do DNA. Resumidamente, cada 25 pL de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) contém 12,5 ng de amostra de DNA como entrada, 12,5 uL 2x KAPA HiFi
HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems, Wilmington, MA) e 5 yL de 1 uM de cada
primer. As reagdes de PCR foram realizadas usando o seguinte protocolo: uma etapa
inicial de desnaturagdo realizada a 95°C por 3min seguido por 25 ciclos de
desnaturagao (95°C, 30 s), anelamento (55°C, 30 s) e extensao (72° C, 30 seg), e um
alongamento final de 5 min a 72°C. O produto de PCR foi limpo da mistura de reagéo
com esferas magnéticas Mag-Bind RxnPure Plus (Omega Bio-tek, Norcross, GA).

Um segundo indice de amplificagdo por PCR, usado para incorporar codigos
de barras e adaptadores de sequenciamento no produto final de PCR, foi realizado
em reacbes de 25 uL, usando as mesmas condi¢gdes de master mix descritas acima.

As condicdes de ciclagem foram as seguintes: 95°C por 3 minutos, seguido por 8
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ciclos de 95°C por 307, 55°C por 30” e 72°C por 30”. Uma etapa final de alongamento
de 5 minutos foi realizada a 72°C.

As bibliotecas foram normalizadas com o Mag-Bind® EquiPure Library
Normalization Kit (Omega Bio-tek, Norcross, GA) e entdo agrupadas. A biblioteca
agrupada no tamanho de aproximadamente 600 bases foi verificada usando um
Agilent 2200 TapeStation e sequenciado (2 x 300 bp emparelhado -end read setting)
no MiSeq (lllumina, San Diego, CA).

4.8 Analises Estatisticas

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a distribuicdo dos
resultados. As observagdes entre os grupos quanto aos questionarios que avaliam a
ingestdo alimentar e os que avaliam a evolugao clinica na doenga, aos marcadores
de permeabilidade intestinal e aos relacionados a ativagdo do sistema imune foram
analisados por testes de varidancia. A comparagdo entre grupos com variaveis
paramétricas foi utilizado o teste T para amostras independentes. Para amostras néo
paramétricas, foi utilizado o teste de Mann-Whitney U. As analises estatisticas foram
feitas pelo software SPSS 19 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os graficos foram
construidos através do programa R.

Os dados brutos de abundancia de reads de cada OTU (e posteriormente
agrupados em géneros) foram inicialmente filtrados, retirando aqueles com ocorréncia
unica (apenas 1 read) e normalizados utilizando-se a razéo de log centrada, que é a
mais indicada para dados composicionais (valores inteiros nao-negativos que
correspondem parte de um todo). As analises de diversidade alfa e beta, comunidade
central (core community), correlagbes, agrupamento e ordenagao foram realizados
utilizando-se pacotes do R e o PAST v. 4.08. Para as analises de correlagao, foi
realizada uma analise bivariada usando o Coeficiente de Pearson, no qual foi
considerado: valor menor que 0,3 correlacao fraca, entre 0,3 e 0,6 média, e maior que
0,6 forte. Para diversidade alfa, utilizou-se o indice de diversidade de Shannon. Para
a analise da diversidade beta, calculou-se a distancia pelo indice de divergéncia de
Jensen-Shannon e se realizou o teste estatistico de dispersdo permutacional
(PERMDISP) para avaliar a diferenga entre os grupos controle e o grupo com

espondiloartrite axial ao nivel de valor P < 0.05.
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5 RESULTADOS

Participaram do estudo 42 voluntarios, destes 21 pacientes com EpA axial e 21
controles saudaveis. Os voluntarios foram pareados por sexo e sua caracterizagao
pode ser vista na tabela 1. Os pacientes com EpA axial apresentaram maior idade e
maior composi¢cdo corporal em relagdo ao grupo controle saudavel. N&do houve
diferengca de numeros de individuos considerados sedentarios (realizam menos de

150 minutos de exercicio fisico por semana), entre os grupos.

Grupos

EpA controle
Caracteristicas (n=21) (21) p-value

n % m n % m

Idade 52,14 38,76 0,000
Sedentarios 11 (19) 58 14 (20) 67 0,554
HLAB27+ 14 (21) 67 nd nd nd
indice de massa corporal 0,003
Magreza 0 0 0 0
Normal 1 5 9 43
Sobrepeso 8 38 9 43
Obesidade 12 57 3 14
Uso de medicamentos
Metotrexato 6 29 0 0 0,008
Bioldgico 12 57 0 0 0,000
Corticosteroide 3 14 0 0 0,072
Antidepressivo 10 48 2 10 0,006
Anti-inflamatério 14 67 0 0 0,000
Bisfosfonatos 3 14 0 0 0,072
Anti-hipertensivo 13 62 0 0 0,000
Vitamina D 5 24 1 5 0,078
Omeprazol 10 48 0 0 0,000
Diurético 6 29 0 0 0,008
Estatina 8 38 1 5 0,008
Amitriptilina 2 10 0 0 0,147
Benzodiazepinico 2 10 0 0 0,147
Hormonio 1 5 4 19 0,153
Sulfassalazina 1 5 0 0 0,311

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com espondiloartrite axial (EpA axial) e controles saudaveis da cidade de
Belo Horizonte. Dados estdo apresentados em média ou nimero (porcentagem). Valor considerado significativamente
diferente com p-value <0,05.
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5.1 Diferengcas no aporte nutricional entre pacientes com EpA e controles

saudaveis se resumiram ao consumo de folato e manganés

As analises feitas do registro alimentar de 72 horas dos voluntarios, que avalia
a aporte de calorias, macro e micronutrientes na ingestdo atual, ndo mostrou
diferengas significativas entre os dois grupos do estudo quanto ao consumo de
macronutrientes, a citar: carboidrato, proteinas, gordura total (acido graxo saturado,
acido graxo poliinsaturado, acido graxo monoinsaturado) e fibras. Com relagdo ao
consumo de micronutrientes, vitaminas e minerais, houve somente diferenca no
consumo do folato e manganés sendo detectado um maior consumo destes no grupo

controle saudavel (p-value < 0,006, p-value < 0,045, respectivamente).
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Nutrientes/calorias Grupo EpA Grupo Controle p-value
Média/Mediana Média/Mediana
Calorias 1408,2 1583,0 0,143
Carboidrato (g) 163,8 184,3 0,165
Proteina (g) 67,2 70,6 0,587
Lipideos (g) 49,1 56,2 0,064
Gordura saturada (g) 14,9 19,6 0,174
Gordura poliinsaturada (g) 8,6 7,9 0,704
Gordura monoinsaturada (g) 13,9 14,9 0,575
Fibras (g) 14,7 13,5 0,485
Vitamina A 310,7 580,2 0,835
Vitamina D 1,0 1,5 0,557
Vitamina B1 (mg) 1,0 1,1 0,315
Vitamina B2 (mg) 0,85 1,10 0,171
Vitamina B5 (mg) 1,2 1,7 0,057
Vitamina B6 (mg) 0,8 1,4 0,900
Vitamina B12 (mcg) 1,3 2,6 0,268
Vitamina C (mg) 113,9 57,1 0,068
Vitamina E 8,0 6,0 0,917
Folato (mcg) 36,3 67,2 0,006
Calcio (mg) 336,8 415,0 0,900
Fosforo (mg) 690,0 796,5 0,178
Magnésio (mg) 150,8 172,1 0,175
Ferro (mg) 13,1 9,8 0,197
Zinco (mg) 6,5 5,8 0,222
cobre (mg) 1,4 0,9 0,648
lodo (mcg) 14,8 15,1 0,960
Selénio (mcg) 26,9 31,5 0,356
Manganés (mg) 1,3 1,6 0,045
Potdssio (mg) 1408,9 1605,5 0,297
Sodio (mg) 2020,6 2149,0 0,434

Tabela 2. Ingestdo de calorias, macronutrientes e micronutrientes entre os pacientes com
espondiloartrite axial e os individuos saudaveis do estudo. A tabela mostra a ingestao atual de
calorias, macronutrientes e micronutrientes em pacientes EpA axial e em individuos saudaveis,
calculados pelo Software Avanutri. A comparagéo entre grupos com variaveis paramétricas foi utilizado
o teste T para amostras independentes e, para amostras ndo paramétricas, o teste de Mann-Whitney
U. Foram consideradas significativas diferengas com p <0,05. Abreviagdes: EpA, espondiloartrite; g,

grama; mg, miligrama; mcg, micrograma.
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5.2 O perfil de gordura corporal estava aumentado nos pacientes com EpA axial

em relagao ao controle saudavel

Ao avaliar se havia diferenca na composi¢cdo corporal entre os grupos,
observamos um perfil de gordura corporal maior em pacientes com EpA axial em
relagdo aos controles saudaveis. Entretanto, ndo houve diferencas no perfil de massa
magra entre os grupos (Figura 1).
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Figura 1- Perfil de gordura corporal aumentada em pacientes com espondiloartrite axial. Perfil
de composicéo corporal avaliado pelos dados antropométricos massa magra, percentual de gordura,
indice de massa corporal e circunferéncia abdominal. Os gréficos representam a comparagéo dos
dados antropométricos coletados de individuos com EpA axial comparado aos individuos saudaveis.
*** indica diferenca estatisticamente significativa com p menor que 0,001 avaliado pelo teste Teste T
para amostras independentes. Abreviagdes:EpA, espondiloartrite; Kg- quilograma; IMC, indice de
massa corporal; Kg, kilograma, m2, metros quadrados.

5.3 Os niveis do marcador de inflamagao intestinal calprotectina e da citocina
inflamatoéria IL-17 estavam aumentados em pacientes com EpA axial em relagao
ao controle saudavel

Nosso proximo passo foi avaliar marcadores inflamatérios importantes
relacionados com a EpA axial (Figura 2). Para tal comparagédo, dosamos um marcador
de inflamacéo intestinal, a calprotectina fecal, e a citocina inflamatdria IL-17. Os niveis
de calprotectina fecal e IL17 sérica nos pacientes com EpA axial foram maiores que
no grupo controle sugerindo a presenca de inflamacao intestinal e sistémica em

pacientes com EpA axial com a doencga ativa, mesmo em tratamento.
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Figura 2- Individuos com espondiloartrite axial apresentaram niveis elevados de IL1-7
circulantes e presen¢a de inflamagao intestinal. Niveis de IL17 medidos indiretamente por ELISA.
Presenca de inflamagé&o no intestino avaliado pela dosagem nas fezes de calprotectina fecal por ELISA.
Os graficos representam a comparagao da medida dos marcadores de inflamagéo intestinal e niveis de
IL17 no soro de individuos com EpA axial comparado aos individuos saudaveis. *** indica diferenca
estatisticamente significativa com p menor que 0,001 avaliado pelo teste Teste de Mann- Whitney U.
Abreviacdes: FABP, Proteina Ligadora de Acido Graxo; LBP, Proteina Ligadora de Lipopolissacarideo;
EpA, espondiloartrite; pg, picograma; ml; mililitro.

5.4 Aumento da permeabilidade intestinal em pacientes com EpA axial

Para avaliar a possibilidade de alteragao da permeabilidade intestinal em pacientes
com EpA axial, realizamos a dosagem de 2 marcadores de permeabilidade intestinal,
a Proteina Ligadora de Lipopolissacarideo (LBP) e a Proteina Ligadora de Acido
Graxo (FABP). Os resultados sugerem um aumento significativo da permeabilidade

intestinal nos pacientes com EpA axial (Figura 3).
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Figura 3- Individuos com espondiloartrite axial apresentaram permeabilidade intestinal
aumentada. Permeabilidade intestinal medida indiretamente por ELISA. Os graficos representam a
comparagdo da medida dos marcadores de permeabilidade intestinal de individuos com EpA axial
comparado aos individuos saudaveis. *** indica diferenca estatisticamente significativa com p menor
que 0,001 avaliado pelo teste Teste de Mann- Whitney U. Abreviagdes: FABP2, proteina ligadora de
acido graxo; LBP; proteina ligadora de lipopolissacarideo; EpA, espondiloartrite; ng, nanogramas; mcg,
microgramas; g, grama; ml, mililitros

5.5 Perfil da microbiota intestinal alterado em pacientes com EpA axial

Apos o sequenciamento das amostras de fezes coletadas, foi plotada uma
tabela de abundancia e composicdo de microorganismos com os dados brutos
obtidos. Em seguida, foi realizada a analises entre as amostras e os microrganismos
e a normalizacédo dos dados para posterior analises.

Primeiramente, foi realizada uma analise descritiva e da ecologia das
comunidades para avaliar riqueza, diversidade, caracteristicas e relagdes entre os
micro-organismos assim como possiveis biomarcadores da doenca.

Foram encontrados 1.179 taxons diferentes em todas as amostras coletadas
dos voluntarios. Ao analisar esses taxons entre os grupos, ao nivel de género,
utilizando o indice de diversidade de Shannon, ndo foi observada diferenga
significativa na diversidade alfa entre o grupo EpA axial e o controle saudavel (Figura
4).
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Figura 4- Pacientes com espondiloartrite axial ndo apresentaram alteragcao na diversidade alfa
quando comparados aos individuos controle saudaveis. A diversidade alfa foi medida utilizando o
indice de diversidade de Shannon. Os graficos representam a comparagéo da diversidade alfa intestinal
de individuos com EpA axial comparado aos individuos saudaveis. Diferenca estatistica avaliada pelo
teste estatistico PERMDISP. Abreviagbes: EpA: espondiloartrite.

Entretanto, os resultados da analise da diversidade beta, ao nivel de género,
realizada pelo indice de divergéncia Jensen-Shannon e pelo teste estatistico

PERMDISP mostrou diferenca significativa entre os grupos (p-value < 0,05) (figura 5).

2 b Grupos
) Controle
“ EpA axial

NMDS2

0.0
NMDS1

Figura 5- Pacientes com espondiloartrite axial apresentaram alteragcao na diversidade beta
quando comparados aos individuos controle saudaveis. A diversidade beta foi medida utilizando o
indice de Jensen-Shannon. Os graficos representam a comparacdo da beta-diversidade intestinal de
pacientes com EpA axial comparado aos individuos saudaveis. Diferencga estatistica avaliada pelo teste
estatistico PERMDISP. Valor considerado significativamente diferente com p-value <0,05. Abreviagées:

EpA: espondiloartrite.
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Posteriormente, foram realizadas analises para avaliar se existiam diferengas
na abundéancia de taxons entre os grupos. Os resultados mostraram diferencas
significativas em alguns taxons na composi¢ao da microbiota intestinal de pacientes

com EpA axial em relagédo ao controle saudavel (figura 6).
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Figura 6- Pacientes com espondiloartrite axial tém taxons com diferentes abundéncias relativas.
Heatmap mostrando as diferengas na abundancia relativa entres os taxons de pacientes com EpA axial
e individuos saudaveis.

Entres estes taxons, houve diferenca significativa na abundancia de alguns
géneros entre os grupos. Para obter resultados mais robustos e consistentes,
utilizamos trés métodos para esta analise (Metagenoma, Edge R e Random Forest) e
consideramos alterados os géneros que foram comuns entre os trés métodos,
conforme mostrado no diagrama de Venn, como possiveis biomarcadores da EpA
axial (figura 7). Os géneros Acidaminococcus, Ruminococcus_gauvreauii_group,
Howardella, Klebsiella, Methanobrevibacter, UBA1819 e \Veillonella estao
significativamente mais abundantes no grupo com EpA axial em relagdo ao grupo
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controle saudavel. Ja os géneros Eubacterium_xylanophilum_group, Bilophila e
Lachnoclostridium estao significativamente reduzidos no grupo EpA axial em relagéo

ao controle.

MetagenomeSeq EdgeR (RNAseq)

Random Forest

Figura 7- Pacientes com espondiloartrite axial mostrando 10 géneros alterados. Diagrama de
Venn mostrando géneros com abundancias relativas significativamente alteradas em pacientes com
EpA axial em relagéo a individuos saudaveis.

5.6 Agrupamento e correlagoes entre os metadados coletados e microbiota

Para uma apreciacéo inicial das relagdes entre os metadados entre os grupos,
foi realizada uma andlise de agrupamento hierarquico de amostras e metadados
(Figura 8). Essa analise mostra que os dois grupos, com excec¢ao de 2 individuos,
foram claramente separados em dois clusters. E interessante notar que, ao observar
a LBP que € um marcador de translocagdo bacteriana e um marcador indireto de
aumento da permeabilidade intestinal, podemos observar que a EpA axial esta

correlacionada com valores elevados de LBP.
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Figura 8- Separagao entres os grupos espondiloartrite axial e controle saudavel em dois
clusters, com excecido de dois individuos, e correlagdo da doenga com o marcador de
translocagiao de bactérias e/ou produtos bacterianos (LBP). Agrupamento hierarquico das
amostras versus os metadados de voluntarios com EpA axial e controle saudaveis. Abreviagdes: LBP,
proteina ligadora de lipopolissacarideo; FABP2, proteina ligadora de acido graxo; LIP, lipideos, PTN,
proteinas; IL, interleucina; G.POLI, gordura poliinsaturada; G.SAT, gordura saturada; G.MONO,
gordura monoinsaturada; IMC, indice de massa corporal; CHO, carboidrato; CALP, calprotectina; NA,

sodio; CAL, calorias.

Posteriormente, avaliamos se, entre os metadados coletados, ha correlagéo
entre eles dentro do grupo com EpA axial (Figura 9). Ao analisar os resultados,
observamos uma forte correlagao positiva entre IMC e percentual de gordura corporal
e os dois questionarios que avaliam a atividade da doencga, ASDAS E BASDAI (p<
0,05 em ambos) e uma correlagao positiva média e forte, respectivamente, com HAQS
que avalia capacidade funcional (p-value < 0,05). Na analise das correlagbes entre os
marcadores de permeabilidade e dados clinicos, observamos uma correlagéo positiva
média entre FABP e a LBP (p < 0,05). Por sua vez, as correlagdes entre marcadores

inflamatdrio e marcadores de permeabilidade mostraram somente uma tendéncia de
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correlagao positiva média entre IL-17 e FABP (p-value = 0,051). As correlagdes entre
os marcadores de permeabilidade e os dados antropométricos indicaram uma
correlagao positiva média entre a LBP e a percentual de gordura corporal (p < 0,05).
Nao foram encontradas correlagdes significativas entre os marcadores inflamatorios
avaliados (IL-17 e calprotectina fecal) e os dados antropométricos e nem dados
clinicos coletados nos questionarios. Avaliando as correlagbes entre a ingestao de
macronutrientes, houve uma correlagdo negativa forte entre fibora e FAPB (p < 0,05);
e negativa média com o HAQS e porcentagem de gordura corporal. Houve uma
tendéncia a uma correlagao negativa média entre o consumo de fibra e niveis de IL-
17 (p = 0,054). Nenhuma outra correlagdo significativa foi encontrada entre os
macronutrientes e LBP, IL-17, calprotectina fecal e dados clinicos coletados. Nao foi
encontrada nenhuma correlagdo significativa entre a calprotectina fecal e os demais
metadados coletados.

O proximo passo foi avaliar as correlagdes ecologicas entre os provaveis
biomarcadores identificados nos pacientes com EpA axial através de analises de
correlagdo (Figura 9). Entre os géneros que tiveram menor abundancia com relagéao
ao grupo controle, houve wuma correlacdo: 1) negativa média entre
Eubacterium_xylanophilum_group e Howardella 2) positiva média entre Bilophila e
Ruminococcus_gauvreauii_group 3) positiva média entre Lachnoclostridium e
Acidaminococcus e negativa média entre Lachnoclostridium e Howardella. Avaliando
0s géneros que tiveram, por sua vez, maior abundancia, houve correlagdo
significativa: 1) negativa média entre Ruminococcus_gauvreauii_group € os géneros
Methanobrevibacter e Klebsiella; 2) positiva média entre Howardella e UBA1819; 3)
Klebsiella, Methanobrevibacter e a UBA1819 tiveram correlagdes fortes entre si.

Para finalizar, avaliamos se havia correlagées entre os géneros microbianos
considerados possiveis biomarcadores e os metadados coletados nos pacientes com
EpA axial. Os resultados das analises de correlagdo mostram: 1) uma correlagéao
negativa média com entre o género Eubacterium_xylanophilum_group e o BASFI
(avalia comprometimento funcional), circunferéncia abdominal e circunferéncia da
cintura; e uma tendéncia a uma correlagao negativa média deste género com o ASCoL
que avalia qualidade de vida (p-value = 0,054) 2) correlagao positiva média entre o
género Acidaminococcus e percentual de gordura. Entre os micronutrientes,
selecionando o folato e manganés que foram os dois cujo consumo foi menor no grupo

EpA axial, observou-se uma correlagado negativa média entre o género e Veillonella e
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o consumo de manganés (figura de correlagdo com metadados completos no

apéndice 5).
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Figura 9- Existéncia de uma correlagdo entre os 10 géneros alterados nos pacientes com
espondiloartrite axial, marcadores de permeabilidade intestinal, perfil de gordura corporal,
ingestao de fibras e metadados que avaliam o impacto da doenga no paciente. O grafico mostra
analises de correlacao feitas entre os 10 géneros alterados, marcadores indiretos de permeabilidade
intestinal, dados antropométricos que avaliam perfil de gordura corporal, uso de imunobiolégicos,
presenca do alelo HLA-B27, ingestdo de macronutrientes e valor dos questionarios aplicados que
avaliam o impacto da doenga no paciente com EpA axial. Para as analises de correlagao foi feito analise
bivariada usando o Coeficiente de Pearson, e considerado estatisticamente significativo valor de
p<0,05. Abreviagdes: Ex; Eubacterium_xylanophilum_group; B, Bilophila; L, Lachnoclostridium; Rg,
Ruminococcus_gauvreauii_group; A, Acidaminococcus; H, Howardella; M, Methanobrevibacter; U,
UBA1819; V, Veillonella; K, Klebsiella; HLA, Antigeno leucocitario humano; LBP, proteina ligadora de
lipopolissacarideo; FABP2, proteina ligadora de acido graxo; BASDAI, Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity Index; ASADS, Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score; BASFI, Bath As
Functional Index; ASCOL, Ankylosing Spondylitis Quality of Life; HAQS, Health Assessment
Questionnaire modificado para espondiloartropatias; PTN, proteinas; IMC, indice de massa corporal;
Kcal, calorias; CHO, carboidrato; AGS, gordura saturada; AGPI, gordura poliinsaturada; AGMI, gordura
monoinsaturada IL, interleucina.
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6 DISCUSSAO

Na ultima década, com a evolucdo dos métodos de avaliacdo da microbiota
intestinal, muitos estudos interessantes tém sugerido uma intrigante associagéo entre
o0 microbioma de individuos com EpA com alteracdo da permeabilidade intestinal e a
patogénese da doenca (BREBAN et al., 2017; BREBAN; BEAUFRERE; GLATIGNY,
2019; Ll et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

Neste estudo, mostramos uma alteragdo na microbiota e alteragdo da
permeabilidade intestinal em pacientes com EpA axial com doenca ativa em
tratamento. Na assinatura da microbiota intestinal diferente do grupo controle
saudavel, foram encontrados 10 géneros com abundéncia significativamente
alterados e que sao provaveis marcadores microbianos nesses pacientes. Os
resultados também mostraram aumento nos marcadores de permeabilidade intestinal,
de inflamagéo intestinal e niveis séricos de IL-17. Além disto, associag¢des
interessantes foram apontadas entre a microbiota e a permeabilidade intestinal com

parametros da doenga, ingestao dietética e dados antropométricos.

As analises descritivas e da ecologia das comunidades realizadas mostraram
que, embora nao tenhamos observado diferenca na diversidade alfa, foi encontrada
diferencga significativa na diversidade beta entre os grupos e na abundancia relativa
entre os taxons encontrados. Foram considerados como provaveis biomarcadores
microbianos, nesses pacientes com Epa axial, os géneros que apresentaram
abundancia relativa alterada quando analisadas por 3 métodos diferentes,
Metagenoma, Edge R e Random Forest, sendo estes: Acidaminococcus,
Ruminococcus_gauvreauii_group, Howardella, Klebsiella, Methanobrevibacter,
UBA1819 e Veillonella aumentados e Eubacterium_xylanophilum_group, Bilophila e

Lachnoclostridium reduzidos no grupo EpA axial em relagdo ao controle.

A microbiota nativa é formada juntamente com o processo de maturacédo do
intestino e da imunidade de mucosa no inicio da infancia, no periodo do nascimento
até 5 anos de idade, sendo os 3 primeiros anos os mais criticos. Embora essa
microbiota nativa apresente uma resiliéncia e estabilidade grande ao longo da infancia
e da vida adulta, fatores externos como uso de antibiéticos e mudangas na
alimentacao podem desencadear alteragdes na sua composi¢cdo (CHENG et al., 2016;
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NIU et al., 2020; RINNINELLA et al., 2019). Como a alimentacdo tem se mostrado
como um dos fatores que mais influencia a composi¢ao e a atividade metabdlica da
microbiota intestinal assim como sua atividade metabdlica (BARBER et al., 2021;
REDONDO-USEROS et al., 2020; STATOVCI et al., 2017), avaliamos também , neste
estudo, possiveis diferengcas no aporte nutricional entre os grupos como as possiveis
relagdes destas com a microbiota. Este € um aspecto que tem sido deixado de lado
ou analisado de forma muito superficial em outros estudos que avaliam variagdes na
microbiota intestinal em individuos com EpA (ZHANG et al., 2019). Em nosso estudo,
os dados sobre a ingestao atual dos voluntarios mostraram que nao havia diferenca
entre o consumo de macro e micronutrientes entre os grupos, exceto por um maior
consumo de folato e manganés pelo grupo controle saudavel. Nao existem ainda na
literatura evidéncias que mostrem associacdo entre um menor consumo de folato e
alteragdes na microbiota. Entretanto, ha estudos sobre o impacto do folato no sistema
imune. O folato tem um papel importante na sintese de DNA e no ciclo celular, além
de atuar como importante fator epigenético por participar de rea¢des de metilagédo do
DNA e regulagcédo da expresséo génica. Entre as agdes do folato no sistema imune,
sugere-se que ele tenha papel na manutengao de células Treg no intestino, na
citotoxicidade de células NK e na producdo de anticorpos (GOMBART; PIERRE;
MAGGINI, 2020; TOURKOCHRISTOU; TRIANTOS; MOUZAKI, 2021). No nosso
estudo, ndo encontramos correlacao entre a ingestédo de folato e manganés e nenhum
dos marcadores inflamatdrios e de permeabilidade intestinal avaliados. O mesmo se

deu em relagdo aos macronutrientes, com excecado do consumo de fibras.

Estudos pré-clinicos sugerem que dietas baixas em fibras levam a uma redugao
importante na camada de muco no intestino, que tem um papel fundamental de
protecao fisica das mucosas (DESAI et al., 2016; LELES et al., 2021; STATOVCI et
al.,, 2017). Uma possivel causa dessa reducdo seria um aumento de espécies
bacterianas que degradam muco, como A. muciniphila e B. caccae, juntamente com
uma reducdo de bactérias que degradam fibras e/ou uma mudanga no seu
metabolismo (por exemplo, pela troca de substrato utilizado). A redu¢ado no muco, por
sua vez, aumentaria o risco de contato de patdégenos invasivos com a mucosa e de
aumento da permeabilidade intestinal, sendo que esses eventos poderiam se tornar
gatilhos para uma resposta inflamatoria. A dieta rica em fibras, ao contrario, estaria

associada a uma redugao na produgao de algumas citocinas pré-inflamatérias e a uma
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maior producao de AGCC. Os AGCC estéao relacionados com uma maior producéo de
mucina, manuteng¢ao da barreira mucosa (fonte de energia para enterdcitos), maior
formacdo de células Treg, entre outros beneficios importantes com efeitos anti-
inflamatodrios e protetores da integridade do epitélio intestinal, além de outros
beneficios no controle metabdlico e na saude (DESAI et al., 2016; LELES et al., 2021;
STATOVCI et al., 2017). Neste estudo ndo observamos diferengas entre 0 consumo
de fibras entre os grupos EpA axial e controle, mas, em ambos, a média da ingestao
de fibras (14,79 £ 6,9 e 13,529 + 3,8; respectivamente) estava abaixo ou proximo ao
limite inferior da ingestao diaria recomendada de fibras que € em torno de 21 a 38g/dia,
dependendo do sexo e faixa etaria (PADOVANI et al., 2006). Ao avaliar a correlagéao
entre as fibras e os demais metadados no grupo EpA axial, observamos uma forte
correlagdo negativa entre consumo de fibras e o marcador de apoptose de enterdcitos
e indicador indireto de aumento da permeabilidade, FABP2. Outro achado
interessante nesse mesmo sentido foi a correlagdo negativa entre o consumo de fibras
e os valores do questionario HAQS. Esses resultados sugerem que um menor
consumo de fibra esta correlacionado a incapacidade dos pacientes em realizar
atividades do dia a dia (medida pelo questionario HAQS). Observamos também uma
tendéncia a correlacao negativa entre consumo de fibras e os niveis séricos de I1L-17,
uma citocina chave na fisiopatologia da doenca. Embora n&o tenha ocorrido
correlacédo entre o consumo de fibras com o marcador de translocacdo de produtos
bacterianos (LBP), esses resultados fortalecem os achados em estudos pré-clinicos
de uma correlagdo entre o consumo de fibras e integridade da mucosa intestinal
(DESAI et al., 2016; LELES et al., 2021; STATOVCI et al., 2017). Essa correlagao
entre translocacdo de produtos microbianos e consumo de fibras parece ser
significativa na vigéncia de uma inflamac&o intestinal (clinica ou subclinica) e poderia
atuar como gatilho e/ou perpetuagcao do quadro inflamatério (DESAI et al., 2016;
LELES et al., 2021; STURGEON; FASANO, 2016).

Ciccia e colaboradores analisaram bidpsias intestinais da parte do ileo de
pacientes com EA sem alteragdes histologicas, com inflamagédo aguda e crénica em
relacdo a individuos saudaveis (grupo controle). Eles observaram um aumento de
bactérias aderentes e invasivas nos individuos com EA e, entre estes, a inflamacao
intestinal esteve positivamente correlacionada com o numero de bactérias

patogénicas. Foi observado também uma associagdo entre o aumento dessas
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bactérias € uma menor expressao de proteinas de jungao firme (tight junctions) no
epitélio intestinal e aumento nas concentragdes séricas dos marcadores indiretos de
permeabilidade intestinal FABP, LBP, CD14 soluvel e zonulina. Esses autores
sugerem, baseado em seus resultados, que a disbiose e o0 dano de mucosa intestinal
encontrados estariam relacionados a um aumento da permeabilidade intestinal e a um
consequente aumento de translocacéo de proteinas derivadas do lumen do intestino
para a corrente sanguinea. Segundo eles, tais alteragcdes poderiam resultar em
mudangas imunologicas que seriam parte na patogénese da EA (CICCIA et al.,
2017a).

No nosso estudo, utilizamos dois dos marcadores indiretos de permeabilidade
intestinal: 1) FABP2, proteina expressa somente em enterdcitos no intestino delgado,
e que seu aumento € indicativo de apoptose de enterdcitos e danos na mucosa
intestinal; 2) LBP, proteina que se liga ao LPS no sangue e que seu aumento é
indicativo de translocacdo de bactérias e/ou produtos bacterianos. Nao foi possivel
avaliar a biopsia do intestino dos pacientes por sua natureza mais invasiva, mas
utilizamos os marcadores indiretos de permeabilidade, utilizados no estudo
mencionado acima, e em outros (CICCIA et al., 2017a; UHDE et al., 2016). Nossos
resultados mostram que, assim como no estudo do Ciccia e colaboradores, os
pacientes com EpA axial apresentaram maiores niveis séricos dessas proteinas,
sugerindo que esses pacientes apresentam dano intestinal, aumento da
permeabilidade e uma maior translocagao de bactérias e/ou produtos bacterianos;
sugerindo uma maior permeabilidade intestinal nestes pacientes. Detectamos também
uma correlagao positiva entre IL-17 e FABP2 sugerindo que uma barreira intestinal
mais permeavel levaria a maior invasao / translocacao bacteriana e isso levaria por
sua vez a uma maior inflamagao da mucosa e aparecimento de doencga. E outra
possibilidade é que a doenca leve a inflamacao intestinal e isso torna a barreira mais
permeavel. Outro fator que pode ter influenciado o aumento dos marcadores de
permeabilidade seria a alteragao na microbiota intestinal encontrada. Entretanto, ndo
houve uma correlagdo entre os géneros microbianos alterados e os marcadores

indiretos de permeabilidade.

Outro fator que tem mostrado associagao importante tanto na composicao da
microbiota intestinal como na inflamagao é a composi¢ao de gordura corporal. Estudos

clinicos e pré-clinicos sugerem que a obesidade esta associada a um processo
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inflamatdrio de baixo grau, ao aumento da permeabilidade intestinal e a um quadro de
disbiose embora ainda néo esteja estabelecido se esta causa e/ou consequéncia da
condigao clinica dos obesos (BATTINENI et al., 2021; CHELAKKOT; GHIM; RYU,
2018; YE; MCGUINNESS, 2013). Ao compararmos a composigao corporal entre os
grupos, o grupo com EpA axial apresentou um perfil de gordura corporal maior em
relagcdo ao controle. Tal diferenga pode se justificar tanto por um viés na selegao
amostral (ndo foi feito pareamento por IMC) como também pelo fato de haver uma
maior ocorréncia de obesidade em individuos com doengas autoimunes, devido a
fatores como menor mobilidade, efeito do uso de medicamentos e presenca de um
processo inflamatorio crénico e sua influéncia no metabolismo (BRIOT et al., 2008).
Um achado muito interessante deste estudo foi que, avaliando as correlagcdes entre
os metadados, o IMC, que esta aumentando em individuos com maior composigcao de
gordura corporal, teve uma forte correlacdo com a atividade inflamatéria da doenca
(avaliado pelo ASDAS e BASDAI) e com a capacidade funcional de realizar atividades
rotineiras. Esses resultados sugerem que, em individuos com EpA axial, a obesidade
poderia agravar o quadro clinico da doenga e interferir na qualidade de vida dos
pacientes. Nao houve correlagao entre os marcadores antropométricos que avaliam
perfil de gordura corporal e os marcadores inflamatérios avaliados. Porém, uma
correlagdo da obesidade com outros marcadores inflamatérios tais como TNF, IL6,
IL1-beta ndo avaliados neste estudo pode estar presente, como ja relatado em outros
estudos com pacientes obesos (BATTINENI et al., 2021; YE; MCGUINNESS, 2013).
Encontramos uma correlagdo positiva média entre IMC, percentual de gordura
corporal e translocacédo de produtos bacterianos, sugerindo que, nos pacientes com
EpA axial, o indice de obesidade se relaciona diretamente com o grau de translocagao
de produtos bacterianos circulando e possivel aumento da permeabilidade intestinal,
com possivel agravamento do processo inflamatério. Tendo em vista que neste estudo
0 grupo com EpA axial era composto por uma maioria de individuos com um maior
perfil de gordura corporal, resta o questionamento se a possivel alteragcdo na
permeabilidade intestinal e translocacdo de produtos bacterianos seria somente
consequéncia da obesidade ou se estaria presente mesmo na sua auséncia. Para tal,
seria interessante, em novos estudos, incluir mais voluntarios considerados eutréficos
e com baixo percentual de gordura, e comparar com os individuos obesos.

Estudos recentes tém mostrado uma forte sobreposi¢cao genética entre EpA

axial e as doencas inflamatodrias intestinais (DII), sendo que cerca de 20 de 30 genes
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associados a EpA sao compartilhados com as DllIs. Além disto, esses estudos também
mostram que cerca de 6 a 10% de pacientes com EA apresentam relato de Dlls e 60
a 70% sinais de inflamacgao intestinal subclinica, na qual fatores como alta atividade
da doenga, sexo masculino e idade mais jovem demonstraram estar
independentemente associados (PEDERSEN; MAKSYMOWYCH, 2018; VAN PRAET
et al., 2013; WATAD et al., 2018). Um método menos invasivo e com bons resultados
utilizado em estudos de pacientes com Dlls para avaliar a inflamacgao intestinal é a
dosagem da calprotectina fecal. A calprotectina fecal € uma proteina derivada
predominantemente de neutrdfilos constituindo entre 30 a 60% das proteinas totais
dos neutrdfilos. Sua detecgdo em amostras de fezes humanas esta relacionada a
migragdo de neutrofilos para o lumen intestinal. Como o aumento desse infiltrado
inflamatdrio tem sido correlacionado com achados endoscopicos de inflamagao grave
e inflamacgao sistémica, a medida de calprotectina € considerada bom marcador de
inflamacao intestinal (FERREIRO-IGLESIAS et al., 2018; YE et al.,, 2021). Os
resultados das analises da calprotectina fecal mostraram que os pacientes com EpA
axial tiveram niveis mais altos de calprotectina fecal em relagédo ao grupo controle
saudavel sugerindo a presenca de uma inflamacao intestinal nesses pacientes, como
ja relatado em outros estudos (CICCIA et al., 2017b; VAN PRAET et al.,, 2013).
Entretanto, contrariamente ao que esperavamos, ndo houve correlagcdo desse
marcador com nenhum metadado coletado e nem com os 10 géneros microbianos
alterados.

Por ultimo, com uma visdo mais ampla dos metadados e suas correlagdes,
avaliamos as relagdes ecoldgicas entre os 10 géneros alterados e suas possiveis
correlagdes com os metadados. O género Veillonella é composto por bactérias
anaerdbias obrigatérias, Gram-negativas. Essas bactérias fermentam lactato como
unica fonte de energia a propianato em condi¢cées anaerdbicas. A presenca de acidos
biliares parece inibir seu crescimento. Ha relatos de casos de infecgdo por essas
bactérias causando bacteremia, endocardite e osteomielite. Sua abundancia relativa
aumentada no grupo EpA axial também foi observada no estudo realizado por Li e
colaboradores em pacientes com EpA em uso de imunobioldgicos (HIRAI et al., 2016;
LOOMBA et al., 2020; VESTH et al., 2013). As bactérias do género Lachnoclostridium
sdo produtoras de acetato e estudos sugerem uma correlagao positiva forte entre esse
género e gordura visceral com impacto negativo na obesidade e no diabetes tipo 2.

Sua abundancia relativa aumentou em um ensaio clinico de intervencéo por 3 meses
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utilizando dieta mediterranea, dieta rica em fibras e polifendis (NOGAL et al., 2021;
PAGLIAIl et al., 2020; TETTAMANZI et al., 2021). No estudo de Chen e colaboradores,
a abundancia relativa desse género estava reduzida, assim como no noOssoO.
Entretanto no estudo desses pesquisadores, houve recuperacdo da abundancia
relativa em relagdo ao grupo controle apds tratamento com Adalimumabe (CHEN et
al., 2021). No nosso estudo, 57% dos pacientes com EpA axial faziam uso de
imunobiolégicos, e destes, cinco de Adalimumabe. Nao observamos correlagéo entre
0 uso de imunobiolégicos e os géneros alterados. Assim, acreditamos que esses
medicamentos nao influenciaram nossos resultados, embora esta possibilidade nao
possa ser descartada também. O género Bilophila € composto por bactérias gram-
negativas, obrigatoriamente anaerobias, catalase-positivas, resistentes a bile e
assacaroliticas. Em condi¢des anaerodbicas, a espécie Bilophila wadsworthi € um dos
poucos microoganismos conhecidos que degradam a taurina livre (metabdlito
contendo enxofre) produzindo H2S (sulfeto de hidrogénio). Em pacientes com Dlls,
ocorre um aumento na excreg¢ao de acidos biliares devido a captacao ineficiente de
acidos biliares no ileo (distorgdo da recirculagdo enterohepatica), o que poderia ser
um gatilho para o aumento de algumas bactérias bile-resistente e sulfidrogénicas
como a Bilophila wadsworthi levando ao aumento da produgdo de sulfeto de
hidrogénio. Existe na literatura uma associag¢ao entre DIl e aumento na abundancia
de Bilophila wadsworthi e metabdlitos como o sulfeto de hidrogénio (DAHL; RIVERO
MENDOZA; LAMBERT, 2020; WALKER; SCHMITT-KOPPLIN, 2021). No nosso
estudo, sua abundéancia relativa esta reduzida, assim como no estudo de Yin e
colaboradores em pacientes sem tratamento com imunobiologicos, sendo que os
aqueles que faziam uso de imunobioldgicos nao tiveram diferenga em relagdo ao
grupo controle saudavel. O mesmo se deu com o género Klebsiella nesse estudo (YIN
et al., 2020). Entretanto, os resultados do nosso estudo estdo em desacordo com os
achados destes autores. Nossos dados mostram que o género Klebsiella esta
aumentado em pacientes com EpA quando comparados aos individuos controle. E
como mencionado anteriormente, ndo houve correlagdo entre esses géneros e 0 uso
de imunobioldgicos no nosso estudo. O género Klebsiella € composto por bactérias
gram-negativas, ndo-moveis, capsuladas. Geralmente essas bactérias sao patdogenos
oportunistas, resistentes a varios antibiéticos, mas que geralmente nado afetam
individuos saudaveis. Esse género de bactérias expressa a enzima cisteina

desulfurase que catalisa a reacéo de cisteina e agua para producéo de piruvato, NHs
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e HzS (sulfeto de hidrogénio). A espécie K. pneumoniae é um dos principais agentes
etiolégicos de infeccdo hospitalar e tem sido apontada por alguns autores como
correlacionada com a EpA. Entretanto, ha divergéncia de opinides na literatura sobre
essa associagao (PATRO; RATHINAVELAN, 2019; WYRES; LAM; HOLT, 2020). O
aumento da abundancia dos géneros, Acidaminococcus,
Ruminococcus_gauvreauii_group, Howardella, Methanobrevibacter e UBA1819,
aumentados em pacientes com EpA em nosso estudo nao foi relatado ainda por outros

ensaios clinicos avaliando a microbiota de pacientes com EpA.

O género Acidaminococcus € composto por bactérias anaerdbicas, gram-
negativas que utilizam D- e L Glutamato, trans-aconitato e citrato como fontes de
energia; 40% das espécies desse género catabolizam glicose produzindo um pouco
de acido. Em um meio complexo, produzem ainda amodnia, gas carbdnico, acetato,
butirato e hidrogénio sdo produzidos. Essas bactérias atuam em sintrofia com
microorganismos metanogénicos como a Methanobrevibacter (BOIANGIU et al., 2006;
JUMAS-BILAK et al., 2007). Em nosso estudo, ndao houve correlagao entre esses dois
géneros de bactérias. Notamos, no entanto, uma correlagédo positiva meédia entre esse
género e o0 género Lachnoclostridium. Ambos os géneros estavam aumentados em
pacientes obesos (NOGAL et al., 2021; PINART et al., 2022). Embora os pacientes
com EpA apresentavam um maior perfil de gordura corporal, inclusive gordura
visceral, aumentado, somente o género Acidaminococcus estava aumentado e
apresentando uma correlagéo positiva média com o percentual de gordura corporal.
A abundancia relativa das bactérias do género Lachnoclostridium estava reduzida e
sem correlacao significativa com os marcadores de perfil de gordura corporal. Tal
resultado sugere que fatores inerentes da nossa coorte e/ou aspectos da doenca

podem resultar em associagao distintas entre a gordura corporal e esses dois géneros.

Entre os 10 géneros alterados, houve uma triade de géneros que se destacou
por apresentarem forte correlagao positiva entre si: Methanobrevibacter, Klebsiella e
UBA1819. O género Methanobrevibacter, aumentado no grupo EpA axial, € composto
por arqueas, estritamente anaerobias, que convertem o gas hidrogénio em metano via
a reducao de gas carbdnico, sendo a metanogénese sua Unica forma de energia para
seu crescimento. A espécie Methanobrevibacter smithii é a mais dominante (94%), no
género, no TGI humano. Geralmente arqueas metaogénicas, como as

Methanobrevibacter, competem com bactérias sulforedutoras pelo gas hidrogénio.
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Houve uma correlacdo positiva forte entre este e o género Klebsiella também
aumentado. Ambos, entre os géneros aumentados, foram os mais expressivos com
abundancia relativa aumentada em relagédo ao controle saudavel. A eliminagéo do gas
hidrogénio por arqueas do género Methanobrevibacter aumenta a eficiéncia da
fermentacdo de carboidratos por microrganismos no intestino e, como este é um
nutriente importante para espécie Klebsiella pneumoniae, poderia ser umas das
possiveis justificativas para essa correlagio (ROWLAND et al, 2018;
SAENGKERDSUB; RICKE, 2014; TAKAKURA; PIMENTEL, 2020). Outro aspecto em
comum entres esses dois géneros € que ambos tiveram uma correlagdo negativa
meédia com o género Ruminococcus_gauvreauii_group. Esse género é composto por
bactérias gram-positivas, estritamente anaerdbicas que metabolizam D-glucose, D-
galactose, D-fructose, D-ribose, D-sorbitol, Dmannitol, inositol e sacarose produzindo
acidos. Por sua vez, foi mostrado que acidos advindos da fermentagcéo diminuem o
PH no trato gastrointestinal e tém efeito adverso na metanogénese (DOMINGO et al.,
2008). Observamos uma correlagdo positiva forte entre a abundéancia relativa do

género Ruminococcus_gauvreauii_group € o género Bilophila.

Outro género pertencente a triade mencionada, UBA1819, aumentando nos
pacientes com SpA neste estudo, € um género pouco documentado na literatura,
produtoras de succinato. O succinato pode ser produzido, como produto intermediario,
pela fermentacdo de inulina e FOS por algumas bactérias. Dois estudos em
camundongos mostraram que bactérias desse género aumentam em abundéancia com
o consumo de linhaga (fonte de fibras) e prebidticos (OBERMULLER et al., 2020; XIA
et al., 2022). Nao houve correlagcéao entre o consumo de fibras e a abundancia desse
género no nosso estudo. A quantidade de prebidticos naturalmente presente em
alguns alimentos como a banana, cebola, alho, entre outros, ndo é quantificado pelo
software utilizado no estudo. Esse género também apresentou uma correlagéo
positiva média com o género Howardella que é composto por bactérias gram positivas,
anaerobicas estritas quem fermentam acetato para seu crescimento. Observamos
também uma correlagdo média negativa do género Howardella com os géneros
Eubacterium_xylanophilum_group e Lachnoclostridium, sendo que esse ultimo é
composto por bactérias produtoras de acetato, substrato fermentado pela Howardella.
O género Eubacterium_xylanophilum_group foi o que chamou mais a atengao pois foi

0 unico dos 10 géneros alterados que apresentou correlagdo com metadados que
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avaliam o impacto da doenga no paciente. Ele é composto por bactérias gram-
positivas, anaerdbias e parece ter efeitos negativos na fungao cerebral em estudo pré-
clinicos (DILING et al., 2020; RAJILIC-STOJANOVIC; DE VOS, 2014). Esse género,
reduzido no grupo EpA axial, teve uma correlagdo negativa média com a intensidade
de comprometimento funcional dos pacientes com EpA axial avaliado pelo
questionario BASFI e uma tendéncia a ter correlagao negativa média com a qualidade
de vida avaliado pelo questionario ASQoL. Esses achados sugerem que quanto menor
a abundancia das bactérias desse género nos pacientes, maiores as limitagdes e pior
a sua qualidade de vida. Entretanto, um ponto importante é que também houve
correlagdo negativa média com as medidas antropométricas da circunferéncia
abdominal e da cintura que estdo ambas aumentadas em individuos obesos como
aqueles do grupo de pacientes com EpA. Desconhecemos estudos que tenham
encontrado esse género alterado em individuos obesos ou correlagao similar com
esses parametros antropomeétricos. Continuamos com a questao se estes achados
sobre o género Eubacterium_xylanophilum_group vistos neste estudo seriam causa
ou consequéncia da obesidade mais prevalentes nestes pacientes, e/ou influenciados

por este fator e outras alteragcdes caracteristicos da doenca.

Focalizamos a analise da associagao da dieta com a microbiota intestinal nos
10 géneros considerados provaveis biomarcadores da EpA e os nutrientes. Em
relacdo aos macronutrientes, ndo encontramos nenhuma correlagao significativa. Ao
avaliar a correlagdo entre os micronutrientes e os 10 géneros alterados, entre as
correlagdes encontradas, destacamos os dois micronutrientes cujo consumo foi
significativamente diferente entre os grupos. O mineral manganés, cuja ingestao foi
menor no grupo com EpA axial, se correlacionou negativamente com o género
Veillonella, que teve sua abundancia relativa aumentada no grupo EpA axial em
relagdo ao controle e foi o Unico género que nao apresentou nenhuma correlagao
significativa com os demais 9 porvaveis biomarcadores microbianos. Esses achados

reforcam a influéncia direta dos nutrientes consumidos na microbiota intestinal.

Avaliando, de forma global, os resultados discutidos aqui, um ponto importante
a ser destacado € que, embora os dados tenham mostrado um aumento no dano de
mucosa e translocacdo de produtos bacterianos sugerindo um aumento na
permeabilidade intestinal nos pacientes com EpA, ndo foi possivel demostrar uma

correlacdo entre os marcadores de permeabilidade e atividade da doenca e os
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provaveis biomarcadores microbianos. Cabe ressaltar que talvez a influéncia da
permeabilidade intestinal no quadro inflamatério seja mais significativa em estagios
iniciais (antes do uso de medicamentos) ou anteriores ao desencadeamento da
doenca. Neste estudo, somente foram incluidos pacientes com doenca ativa e ja em
tratamento. Talvez um tamanho amostral maior e a presenga também de pacientes
com EpA axial em outros estagios da doenca (doenca inativa, recém- diagnosticado),
nao incluidos e que sao limitacdes do estudo, poderiam mostrar outras correlagdes
nao encontradas neste estudo. Outra hipotese seria que essa correlacado poderia ser
subclinica, ndo sendo detectada pelos questionarios aplicados e estar ligada a outros
marcadores inflamatorios (citocinas, células imunes) nao avaliados neste estudo.
Todas essas questdes podem ter influenciado nos resultados nos quais nao
encontramos correlagdes entre os metadados e a microbiota neste estudo. Outro
aspecto importante € que o método utilizado de metagenoma de amplicon nao nos
permitiu avaliar outros microogarnismos, como os fungos. Em um estudo com
pacientes com EpA no qual a microbiota foi analisada pelo método de shotgun (mais
abrangente que o metagenoma de amplicon), foi demonstrado que as alteragdes na
abundancia de fungos (dibiose da micobiota) era mais relevante que aquelas
encontradas entre as bactérias (LI et al., 2019). Esses microoganismos, seus
metabdlitos e suas respectivas relagbes ecoldgicas entre si e com o sistema imune
podem ter papel importante na permeabilidade intestinal e no desenvolvimento da
EpA.

Embora o numero de estudos como o nosso avaliando o perfil da microbiota
em pacientes com EpA axial tenha crescido, nao foi descrita, até o0 momento, uma
assinatura microbiana relacionada a doencga. As sugestdes de géneros e/ ou espécies
mostradas nos ensaios clinicos, inclusive no nosso, divergem entre eles e
provavelmente isto ocorre devido a diversos fatores como tamanho amostral, métodos
diferentes de sequenciamento, fase da doenca (inicial, inativa, ativa em tratamento),
diferengas entre as caracteristicas dos individuos (regido, cultura, habitos alimentares
locais, genética, etc), entre outros (BREBAN; BEAUFRERE; GLATIGNY, 2019;
CICCIA et al., 2017a; SO; TAM, 2020).

Nosso estudo contém limitagdes como pequeno tamanho amostral, auséncia
de pareamento entre o grupo com EpA axial e controle quanto ao percentual de

gordura corporal, auséncia de grupos em estagios diferente da doenga, o uso de



63

medicamentos que podem afetar tanto a microbiota como a permeabilidade intestinal.
Além disto, o método utilizado no nosso estudo, Metagenoma de Amplicon, ao
contrario do Shotgun, ndo nos permite apontar as espécies alterados (somente indica
possiveis espécies), possibilitando a analise das alteragdes até o nivel de género.
Essa metodologia também n&o avalia outros microogarnismos como os fungos, virus

e analises de fungdes do microbioma.
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7 CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou uma alteragdo na microbiota intestinal em pacientes
com EpA axial em relacéo a controles saudaveis, sendo que 10 géneros (bactérias e
arqueas) com abundancia relativa alterados sdo apontados como provaveis
biomarcadores microbianos na EpA axial nesses individuos avaliados no Hospital das
Clinicas da UFMG, Belo Horizonte. Destes, somente o0 género
Eubacterium_xylanophilum_group mostrou correlagdo com o impacto da doenga nos
pacientes estudados. Houve também uma correlagao entre alguns dos provaveis
biomarcadores microbianos e metadados relacionados a perfil de gordura corporal e
ingestéo dietética.

Este estudo, dada a natureza de suas analises e limitagbes, ndo nos permite
falar em causalidades entre os resultados encontrados, mas as analises feitas e a
rigueza nos metadados avaliados nos permitem afirmar que existe um maior dano de
mucosa intestinal, presenca de inflamagéo intestinal e aumento de passagem de
produtos bacterianos para a corrente sanguinea e um possivel aumento da
permeabilidade intestinal nos pacientes com EpA axial. Essas alteragbes n&o se
correlacionaram com a atividade da doenca e seu impacto no dia a dia dos pacientes
e nem com 0s provaveis biomarcadores microbianos apontados nesse grupo de
pacientes com EpA axial estudados.

Mesmo com as limitagcbes apontadas, os resultados deste estudo sé&o
intrigantes e inovadores, uma vez que desvendam muitas correlagées com metadados
importantes ndo avaliados em estudos clinicos publicados até o momento. No entanto,
eles devem ser interpretados com cautela e mais estudos com tamanho amostral
maior, com os cuidados com as limitagdes apontadas no nosso, e preferencialmente
como uma analise mais ampla do microbioma, s&o necessarios e muito importantes
no caminho para o desenvolvimento de tratamentos alternativos, como intervengdes
dietéticas especificas, que teriam como objetivo modular a microbiota e 0 aumento da
permeabilidade intestinal. E assim se tornar uma futura estratégia promissora na

pratica clinica.
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APENDICE 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) -

voluntario com espondiloartrite axial.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA

Prezado(a) Senhor(a):;

Vocé estd sendo convidado (a) a parlicipar de uma pesquisa cujo Uwlo ¢ EFEITOS DO
CONSUMO DE GLUTEN DE TRIGO NA RESPOSTA IMUNE E MICROBIOTA EM
INDIVIDUOS COM ESPONDILITE ANQUILOSANTE. Tor favor, lcia cste documento com
bastante atenciio antes de assina-lo. Caso haja alpuma palavra on frasc que o (a) senhor (a) ndo
consiga entender, converse com o pesquisador responsavel pelo estudo para esclarecé-los. Se vocé
concordar em participar do estudo, ao [inal da leilura deste documento vocé deverd assinar o Termo
de Consentimento da ultima paging, em duas vias, uma das quais [icars com os pesquisadores,

O objetivo do estudo € avaliar as possiveis alteragdes na resposta imune ¢ clinica, microbiota e
permeabilidade intestinal induzidas pela retitada do gliten de trigo na dicta de pacientes com
espondilite anquilosante.

Os procedimentos que farcmos cstio descritos abaixo:

Apos concordar em participar serd realizada uma entrevista perguntando sobre algumas
mlormagdes mporlanles para a pesquisa, Apds, colheremos amosiras de sangue, saliva ¢ [ezes.
Voce sera orientado a enxaguar a boca com agua. I'm segmda, sera coletado sua saliva utilizando
uma escovinha descartavel propria para lal. A nuinclonista eslregard a escova para cima ¢ para
baixo nas suvas bochechas, vinle vezes por dez scgundos por lado. Serd colelado também, por
profissional habilitade, 16 mT. de scu sanguc na veia do scu brago, comn agulha ¢ tubo descartaveis,
que serd identificada por codigo de conhecimento exclusivo dos pesquisadores responsdveis. As
Lezes seriio coleladas por vocé em domicilio e eniregues ao pesquisador responsavel em dias pré-
delerminados. Sua saliva, sangue e [eses colelados serfio lransporlados para o laboralorio de
Imunobiologia na Universidade ederal de Minas Gerals, aonde serdio armazenados por um periodo
maximo de 10 anos para screm utilizados para andlises nesta pesqmisa. Eles paderfio ser usados om
outras pesquisas, mas voce serd consultado nesse caso. Seu material coletado serd destruido apos
pesquisa alual ou caso tenha seu consenlimento, apds seu uso em pesquisas [uluras. Com os
resultados do exame de sangue lhe imformaremos se vocé & propenso ou nio 4 doenga celiaca ou
alergia ao lrigo. Caso vocé seja propenso, nds o orienlaremos sobre os procedimentos necessarios e
nio iremos integra-lo na pesquisa. Caso vocd ndo tenha 4 propensio a doenca ccliaca ¢ nem
apresente alergia ao trigo, voed scra oricntado quanto a dicta a ser scguida.

Voeé deverd [azer sua dieta habitual ou uma dieta isenta de glilen, a ser delinido posteriormente,
por 12 semanas,

Apds as 12 semanas, scrd realizada a scgunda bateria de examcs, com coleta de sanguc ¢ fezes.
Posteriormente, vocé deverda ingerir bolinhos, fornecidos por nos, contendo gliten ou proteina
1solada de arroz, por 7 dias cada, Vocé ndo sabera quais bolinhos receberd para niio interlerir nos
resultados.

Nova coleta de sangue scra realizada antes ¢ apds da ingestio de cada séric de bolinhos.

Oy acompanhamentos com nulricionista e com reumalologista serdo realizados no Iospilal das
Clinicas de Belo Horizonle, assim como a colelas dos matenials bioldgicos humanos.

Riscos ou desconlorios: a relirada de sangue scrd realizada por um profissional capacitado, no
cntanto, como todo procedimento de colcta sanguinea, podcrd ocorrer um pequeno desconforto
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passageiro e dor na hora em que a agulha perlura a pele. Raramente ocorrem manchas roxas no
local da picada da agulha causada por uma pequena quaniidade de sanguc que cxiravasa da veia, A
coleta de fezes pode ocasionar um certo constrangimento ao entregar as fezes e o risco de quebra de
conlidencialidade. Para evitar lais inconvenientes, lodo o material serd reeebido em local reservado
¢ codificado para que o individuo ndo scja identificado no material. Quanto aos riscos associados
com a restricdo de trigo e desafio alimentar: vocé poderad experimentar efeitos nervosismos ou sinais
de frustacéio por ndo poder ingerir certos alimentos. A retirada do trigo da dieta ndo traz nenhum
prejuizo a sande.

Beneficios esperados: Somente no final do estudo poderemos conchiir a presenca de aleum
benelicio. Porém, os resullados oblidos com este cstudo poderdo ajudar com a busca de (ralamentos
que auxiliem no tratamento da espondilite anquilosante.

Confidencialidade: Todas as intormacdes colhidas e os resultados dos testes serfio analisados em

carater estritamenle cienlilico, garantido assun o sigile, porém os resullados da pesquisa scrio
utilizados em trabalhos cientificos publicados ou apresentados oralmente em congressos e palestras
scm revelar sua identidade.

Parteipacio Voluntina/Compensaciio: Sua participagiio neste cstudo ¢ lotalmente voluntina, ou
seja, voee somenle participa se quiser. O(A) Sr(a) nio receberd remuneracio por sua participacio.

Custos: Voct ndo lerd gastos cxlras para realizar csta pesquisa. Caso voced lenha gasio com
deslocamento para coleta de dados da pesquisa, que nido esteja inserido no seu acompanhamento no
ambulatorio de reumatologia, vocé serd ressarcido em suas despesas.

Deshigamento; Voet deve ter ciénela que, a qualgquer momento, poderd retirar o seu conseniimento
de participagao, sem que isso implique em perda de direitos pré-existentes ou prejuizo no
relacionamento profissional, pessoal e no tratamento de sua doencga.

Contato_em Caso de Davida: Os pesquisadores responderio a  quaisquer perguntas ou

cselarceimentos que vocé tenha ou possa ter quanto aos objetivos, procedimentos. riscos, beneticios
e outros assuntos relacionados com pesquisa. Para mais esclarecimentos, por favor, entre em
contato com a Nutricionista Ana Carolina (3.13 Campolina pelo telefone (031) 3409-2630. limail
para contato: anacarolinaballonas(@email.com. Caso tenha duvidas sobre o aspecto ético ou o

andamento da pesquisa, entre em contato com o Comité de lllica em pesquisa da UIMG que a
aprovou no cndercgo: Avenida Antémo Carlos, n°6627, Unidade administrativa IL 2% andar, sala
2005, Campus Pampulha, Belo Hortzonte/ MG, telelone (31) 34094592,
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Consentimento:

Confirmo que li e que fui devidamente esclarecido sobre os propésitos e os procedimentos
desse estudo e voluntariamente aceito participar. até que eu decida o contrario.

Fu, , concordo em participar do
estudo.

Consentimento Opcional:

() Concordo que o meu material bioldgico seja utilizado somente para esta pesquisa.

( ) Concordo que o meu material biologico possa ser utilizado em outras pesquisas, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarelr outro termo de consentimento livre e
esclarecido que explique para que serd utilizado o material.
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APENDICE 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) -

voluntario saudavel

Prezadofa) Senhor(a):

Voce esta sendo convidado (a) a parlicipar de uma pesquisa cujo litulo € EFEITOS DO CONSUMO DE
GIUTEN DE TRIGO NA RESPOSTA TMUNE E MICROBIOTA EM INDIVIDUOS COM
ESFONDILITE ANQUILOSANTE. Por Livor, leta este documento com baslanle alengfio antes de assini-
lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o (a) senhor (a) ndo consiga entender, converse com o pesquisador
responsavel pelo estudo para esclarecé-los. Se vocé concordar em participar do estudo, ao linal da leilura
deste documento vocé devera assinar o Termo de Consentimento da Gltima pigina, em duas vias, uma das
(uais ficard com os pesquisadores.

O objetivo do estudo € avaliar as possiveis alteracdes na resposta imune e clinica, microbiota e
permceabilidade intestinal mduzidas pela retirada do glhiten de trigo na dicta de pacientes com cspondilite
anquilosante.

Os procedimentos que faremos estiio descritos abaixo:

Apos concordar cm parlicipar, colheremos amostras de sangue, saliva ¢ Lezes, Vool sera orienlado a
cixXaguar a boca com agua. Em sceuida, serd colctado sua saliva utilizando uma cscovinha propria para tal,
descarlavel. A nulricionisla eslregard a escova para cima e para baixo nas suas bochechas, vinle veres por
des segundos por lado. Serd coletado ambém, por prolissional habilitado, 16 ml. de seu sangue na veia do
scu brago, com agulha ¢ tubo descartdveis, que serd identificada por cddigo de conhecimento cxelusivo dos
pesquisadores responsdveis. As fezes serio coletadas por vocé em domicilio e entregues ao pescquisador
responsavel em dias pré-determinados. Sua saliva, sangue e fezes coletados no laboratério de Imunobiologia
na Universidade l'ederal de Minus Gerais, aonde serdo armazenados por um periodo maximo de 10
anos para serem ulilizados para andlises nesta pesquisa. Lles poderdo ser usados em outras pesquisas,
mas voed serd consultado nessc caso. Scu material coletado sord destruido apds a pesquisa atual ou caso
tenha scu consentimento, apos pesquisas futuras.

Riscos ou desconlortos: a relirada de sangue sera realizada por um profissional capacitado, no entanto, como
todo procedimento de coleta sanguinea, poderd ocorrer um pequeno desconforto passageiro e dor na hora em
que a agulha perfura a pele. Raramente ocorrem manchas roxas no local da picada da apulha causada por
uma pequena quanfidade de sanguc que oxtravasa da veia, A coleta de fezes pode ocasionar um certo
constrangimeito ao citregar as tozes ¢ o risco de quebra de confidencialidade. DPara covitar tais
neonvenientes, todo o material serd reccbida cm local reservadoe ¢ codificado para que o mdividuo nfo scja
identificado no material.

Beneticios esperados: Somente no final do cstudo podercemoes concluir a presenga de algum beneticio.
Porém, os resultados obtidas com cste estudo poderdo ajudar com a busca de tratamentos complementarcs
para a espondilile anguilosante. Vocé lera acesso a alguns exames que ndo sfo de praxe na clinica medica e
que le trarfio informagdes sobre seu estado de sande.

Conlidencialidade: Todas as mlormagdes colhadas ¢ os resuliados dos testes seriio analisados cm caraler
estrilamente cientifico, garantido assim o sigilo, porém os resuliados da pesquisa serfio utilizados em
trabalhos cientificos publicados ou apresentados oralmente em congressos ¢ palestras sem revelar sua
wdentidade,

Parlicipagiio Voluntaria/Compensacio: Sua parlicipacio nesle estudo € tolalmenle voluntaria, ou sgja, voce
somente participa se quiser. O(A) S1(a) ndo receberd renmneragiio por sua participagio.
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Custos: Voeé niio terd gastos oxtras para rcalizar csta pesquisa. Caso deslocamento scja necessdrio para
coleta de dados da pesquisa., vood sera ressarcido em suas despesas.

Desligamento: Vocé deve ler ciéneila que, a qualquer momento, podera retirar o seu consentimento de
participacdo, sem que isso impliqgue em perda de direitos pré-existentes ou prejuizo no relacionamento
profissional, pessoal e no tratamento de sua doenca.

Contato em Caso de Duvida: Os pesquisadores responderdo a quaisquer perguntas ou esclarecimentos que
vocé tenha ou possa ter quanto aos objetivos, procedimentos, riscos, bencficios ¢ outros assuntos
rclacionados com pesquisa. Para mais csclarccimentos, por favor, cntre cm contato com a Nutricionista Ana
Carolina  G.B  Campolina  pelo  telefone  (031)  3409-2630. Timail  para  contato:
anacarolinaballonas@gmail.com. Caso (enha davidas sobre o aspeclo élico ou o andamento da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em pesquisa da UEMG que a aprovou no cndercgo: Avenida
Antémo Carlos, n°6627, Umdade admimistrativa II, 2° andar, sala 2005, Campus Pampulha, Belo
Horizonte/ M@, teletone (31) 34094592,

Consentimento:

Confirmo que i e que fui devidamente esclarecido sobre 0s propdsitos e os procedimentos desse estudo
¢ voluntariamente acello participar, alé que cu deeida o contrario.

Fu, , concordo em participar do estudo.

Conscntimento Opcional:

() Concordo quc o mecu material bioldgico scja utilizado somente para csta pesquisa.

( ) Concordo que 0 meu material bioldgico possa ser utilizado em outras pesquisas. mas serel comunicado
pclo pesquisador novamente ¢ assinarci outro termo de consentimento livre ¢ csclarccido que cxplique para
que serd ulilizado o material.



APENDICE 3 - Registro alimentar de 72 horas

Registro Alimentar 24h - Durante a intervencgio - Tempo:

NOME:

DESJEJUM
Horario:
Tipico [ ] Atipico[ |

ALIMENTO

DAT;.B\t__/_"__ S

QUANTIDADE

COLAGCAOD

Horério:
Tipico[ ] Atipico|[ ]

ALMOCO

Horério:
Tipico [ 1 Atipico| ]

LANCHE DA TARDE

{Horario:
Tipica[ ] Atipico[ ]

JANTAR
Horéria:
Tipico[ 1  Atipico [ ]

CEIA -
Horario:
Tipico[ 1 Atipico [ ]

Observagdes:
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APENDICE 4 — Termo de Constituicdo de Biorrepositorio

Termo de Constituicio de Biorrepositério

O presente acordo estabelece as normas para operacionalizagdo, compartilhamento e utilizagio
do material bioldgico humano coletado ¢ armazenado em Biorrepositério, vineulado ao Projeto de
Pesquisa “Efeitos do consumo de gliiten de trigo na resposta imune e microbiota em individuos com
espondilile anquilosante™, a ser gerenciado pelo(a) pesquisador(a) Ana Carolina G.3.Campolina, com
participagio da instituigdo Hospital das Clinicas da UFMG ( adminisirado pela Empresa Brasileira de
Servicos Hospitalares Cbserh, inscrite no CNPJ sob o n® 17.217.985/0034-72, com cnderego na Av.
Alfredo Balena, n® 110. Sania Efigénia) e do(a) professor(s) Ana Maria Cactano de Fara do
Departamento de Bioquimica ¢ Imunologia da Universidade Tederal de Minas Gerais ( Av. Presidente
Antdnio Carles. 6627 — Pampulha, BH - CEP: 31270-901, autarquia [(ederal, CNPJ n°
17.217.985/0001-04), conforme definido na legislagfio competente. atendendo, em especial, ao
disposto nas Resolugdes n® 441711 e n® 466/12, ambas do CINS.

1- O Biorrepositorio, constituido por amostras de sangue periférico, saliva ¢ feres atenderd &s
normas do Regimento Institucional de Biorrepositério da instituicio depositdria e serd scdiado
¢ armazenado na Universidade federal de Minas Gerais, inserita no CNPJ sob o n®
17.217.985/0001-04 e situada na Avenida Anténio Carlos, n® 6627, Bairro Pampulha, CEP:
31.270-901, Relo Horzonle, MG, no Departamento de Bioquimica e Imunologia da UI'MG,
especificamente no Laboratério de Imunobiologia (LIB), 4°andar, 04, sala 195;

2- 0 material hioldgico constituinte do Biorrepositério serd mantido em freezer -80°C (plasma.
fezes), geladeira (saliva) e nitrogénio liquido (células mononucleares do sangue perifCrico-
PBMCY, até sua utilizacio;

3- O prazo de armazenamento do Biorrepositorio serd o mesmo definido no cronograma do projcto
de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-UFMG), sendo o
prazo maximo de 10 anos;

4-  AsinstituicBes acordantes, devidamente representadas, poderdo ter acesso aos dados ¢ materiais
obtidos em decorréneia da execugiio do projeto, durante sua vigéneia, mediante solicitacdo aos
membros da cquipe do projeto;

3 A solicilagio de acesso a dados e materiais do Biorrepositorio somente poderd ser feita por meio
dos membros da equipe do projeto de pesquisa, devidamente cadastrados na Plataforma Brasil,
dentro dos pariimetros estabelecidos pelo Projeto de Pesquisa e mediante aprovagio da analise
élica;

6- O Biotrepositorio cstard sob a responsabilidade do pesquisador, competindo aos acorduntes o
cumprimento das disposi¢des aqui constantes e observiincia das normas contidas no regulamento
de Biorrepositorio;

7- A requisigio de amostras durante a vigéneia da pesquisa devera ser feita por escrito ¢ néo poderd
causar prejuizo ao regular desenvolvimento do Projeto de Pesquisa:

8-  Havendo a retirada ou desisténeia por parte do parlicipante da pesquisa, referente & amostra
coletada e armazenada, deverd o pesquisador e a msliluicio que mantém a guarda
disponibilizarem a amostra, nos termos da regulamentagio vigente. Nesse caso, serd facnliado
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a0 participante da pesquisa requerer 4 amostra ou solicitar que ela seja destruida pelo
pesquisador;

Em caso de dissolugiio da parceria entre as instituigtes durante a vigéneia do projcto, a partilha
¢ destinaco dos dados e maleriais que compdem o Biorrepositorio serdo objeto de novo acordo
que deverd ser submetido a analisc de ética dos Comités de Fiica Institucionais;

Em caso de encerramento do projeto de pesquisa, havendo intercsse de uso futuro das amostras
do Biorrepositorio e quando autorizado pelo participante da pesquisa em Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarceido. o pesquisador responsdvel pelo projeto deverd manifestar
seu Interesse por escrito € assinado pelos pesquisadores ¢ instituigdes parceiras. A partilha e
destinagdo dos dados ¢ materiais que compdem o Biorreposildrio serfio objeto de novo acordo
entre as instituigdes, que deverd ser submetido 4 anilise ética dos Comilés de Btica em Pesquisa
envolvidos;

Para uso futuro das amostras em nova pesquisa, em atendimenlo ao disposto na Resolugiio n®
441/2011 do CNS, devera haver submissio de novo Projeto de Pesquisa ao Sistema
CEP/CONEP;

Todos os materiais armazenados no Biorrepositorio serfo destruidos ao final do projeto de
pesquisa, caso ndo haja manmilestagdo nos termos da Clausula 10;

Os casos ndo contemplados pelo presente Termo de Constituigio de Biorreposilorio serdio
submetidos 4 andlise conjunta dos acordantes e resolvidos dc comum acordo pelas partes
envolvidas.

Assinaturas (com a inclusio de carimbos);

Uraeanopno®@ae

/é'rm W?rzu‘a ifa;fano da .j:‘:ﬂ'ﬂ.

. . . = I Y = | OBOLOGIA
Pesquisador Principal do Projeto LABGRATORID DF o

CB - UFMG

Z

_ Prof.* Febiana Simdo Mochady
\/LZ Chale Dep. de Bioguimica ¢ Imunologl
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFMG

Chefia do Servigo de Pesquisa (chefe do departamento)

Prof. Carlos Auguste Rosa
Diretor ICB

Poraria n® 3319 de 15/05/2018

Responsavel [egal pela Instituigio Acordunte
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APENDICE 5 — Correlacdo entre os 10 géneros alterados, marcadores indiretos
de permeabilidade intestinal, dados antropométricos, uso de imunobiolégicos,
presenca do alelo HLA-B27, ingestdao de macronutrientes, micronutrientes e
valor dos questionarios aplicados que avaliam o impacto da doen¢a no

paciente com EpA axial.
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ANEXO 1 - Parecer 2.912.519 do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS

Continuagdo do Parecar: 2,912,519

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Rerard ™

Tipo Dacumento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/02/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1183506.pdf 15:22:10
Qutros TERMO_CONSTITUICAO_BIORREPC | 06/02/2018 |Ana Maria Caetano Aceito

SITORIO.pdf 15:16:36  |de Faria

TCLE/ Termos de | TCLE_VOLUNTARIO_SAUDAVEL pdf 068/09/2018 |Ana Maria Caetano Aceito

Assentimento / 15:15:17 |de Faria

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de  |TCLE_ESPONDILITE_2.pdf 06/02/2018 |Ana Mana Caetanc Aceito

Assentimento / 15:14:18 |de Faria

Justificativa de

Auséncia

Projeta Detalhado / |PROJETO DE PESQUISA 2 pdf 06/09/2018 JAna Maria Caetano Aceito

Brochura 15:13:55 |de Faria

Investigador

Qutros CARTA RESPOSTA.docx 06/09/2018 |Ana Mana Caetano Aceito
15:12:53  |de Faria

Folha de Rosto folha_de_rosto_pdf 25/07/2018 |Ana Maria Castano Aceito
11:51:36  |de Faria

Qutros ParecerCoordenadoradoServicodeReum| 24/07/2018 |Ana Maria Caetano Aceito

atologia.pdf 23:08:25 de Faria

Qutros ParecerdaUnidadeFuncional . pdf 24/07/2018 |Ana Maria Caetano Aceito
23:05:08  Jde Faria

Qutros ParecerConsubstanciadoUFMG. pdf 24/07/2018 |Ana Maria Caetano Aceito
23:03:589 |de Faria

Qutros DeclaracacHospitaldasClinicas pdf 24/07/2018 |Ana Marna Caetano Aceito
23:00:14 |de Faria

Situagao do Parecer:

BELO HORIZONTE, 24 de Setembro de 2018

Assinado por:
Eliane Cristina de Freitas Rocha
(Coordenador(a))

Ay Presidents Anténio Carlos, 8627 2¢ Ad 51 2005

CEP: 31.270-901

BELG HORIZONTE

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
NZo

Enderego:

Bairro: Unidade Administrativa Il

UF: MG Munleiplo:
Telefone: (31)3409-4552

E-mail: coep@prpg.ufrng.br
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ANEXO 2 - Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI)

THE BATH ANKYLOSING SPONDYLITIS DISEASE AcTIvVITY
INDEX (BASDAI)

Coloque uma marca em cada linha abaixo, indicando sua resposta para
cada questao, relacionada a SEMANA PASSADA:

1. Como vocé descreveria o grau de fadiga ou cansaco que vocé tem tido?

2. Como vocé descreveria o grau total de dor no pescogo, nas costas e no
quadril relacionada a espondilite anquilosante que vocé tem tido?

3. Como vocé descreveria o grau total de dor e edema (inchaco) nas outras
articulacdes sem contar com pescoco, costas e quadril?

4. Como vocé descreveria o grau total de desconforto que vocé teve em
regides do corpo dolorosas ao toque ou a compressao?

5. Como vocé descreveria a intensidade da rigidez matinal que vocé tem
tido a partir da hora em que vocé acorda?

Nenhum Intenso

6. Quanto tempo dura a sua rigidez matinal a partir do momento em gue
vocé acorda?

| | | | |
| [ [ \ |
30 min 1h30 min
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ANEXO 3 — Health Assessment Questionnaire for the Spondyloarthropathies

ThHE TTEALTH ASSESSMENT QUESTTONNAIRE FOR THE SPONDYLOARTHROPATHIES (TTAQ-S)

Por favor, marque com uma cruz a rasposta que melhor descreve sua capacidade habitual DURANTE A SEMANA PASSADA

VESTIR-SE E ARRUMAR-SE

Vood & capac de:

-Vestir-se, inclusive, amarrar os cordoes dos sapatos e abotoar suzs roupas?
- Lavar sua cabeca e ssus cabelos?

Voc? & capaz de:

- Levantar-se de maneira ereta de uma cadeira de encosto reto @ sem bragos?

- Deitar-se & levantar-se da cama?

COMER

Yook & capaz da:

- Cortar um pedago de carne?

- Levar 2 bocg um copo ou uma xicara cheios de cafe, l=ite v agua?
= Abrir um sace de leite comum?

ANDAR

Vool & capaz de:

- Caminhar em lugares planns?

- Subir cinco degraus?

HIGIEME PESSOAL
VYock & capar de:
- Lavar e secar seu corpa apds o banho?

- Semtar-se e levantar-ce de um vase sanitane?

ALCANCAR COISAS

Voc? & capaz de:

- Levantar as bragos e pegar um objeto de apreximadamente 2,5 kg que estd
posicienado pouco acima da cabeca?

= Lurvar-se pard pegar suas roupas na Cl 'i-l'LJ.
C . hao?

AGARRAR

Vocd & capaz de:

- Segurar-se em pé no dnibus ou metrd?

= Aprir potes ou vidros de conservas que tenham sido previamente abertos?

- Abrir e fechar torneiras?

ATIVIDADES

Vocd & capaz de:

- Fazer compras nas redondezas onde mora?

- Realizar tarefas, tais como usar a vassoura para varrer e rodo para dgua’

- Carregar pacotes pesados tais como maletas de marcearia?

- Semtar-se par longo perinda de tempo, tais como na trabalho?

- Dirigir um carro (Marque agui®l se vocé NAD TIVER carta de motorista ou um caro)
- har para trds através de um espelha?

- Virar sua cabeca para dirigir para tris?

Sem QUALQUER
dificuldade

_ Y (I

O

_ .

I

Com ALGUMA
dificuldade

- . [

LI

LI N -

L1

Com MUITA
dificuldade

Ooc

JCC

[ 1]

1

CLO-—COO-

Incapaz de fazer

— arr o 1

1

1_

ro-—crog—




ANEXO 4 - indice Funcional de Bath (BASFI)

iNDICE FUNCIONAL DE BATH PARA A ESPONDILITE ANQUILOSANTE
(BASFI)

FACA UM TRACO EM CADA UMA DAS LINHAS PARA INDICAR O SEU NIVEL DE CAPACIDADE
PARA CADA UMA DAS SEGUINTES ACTIVIDADES, DURANTE A ULTIMA SEMANA

Nota: Uma ajuda técnica € um acessdrio que o ajuda a executar uma accao ou um movimento

EXEMPLO:
FACIL | | |  IMPOSSIVEL

1 Calcar meias ou meias-calcas (collants) sem ajuda de alguém nem ajuda técnica (por
exemplo, um dispositive auxiliar para calcar meias.

FACIL | | IMPOSSIVEL

2 Daobrar-se para a frente pela cintura para apanhar uma caneta do chao sem ajuda
tecnica.

FACIL |} | IMPOSSIVEL

3 Esticar-se para chegar a uma prateleira alta sem a ajuda de alguém, nem ajuda técnica
(por exemplo, alguém dar uma méao).
FACIL | | IMPOSSIVEL

4 Levantar-se de uma cadeira sem bracos sem usar as maos ou qualquer outra ajuda.
FACIL | | IMPOSSIVEL

5 Partindo da posicao de deitado/a de costas no chao, pdr-se de pé sem ajuda.
FACIL | |  IMPOSSIVEL

& Ficar de pé sem apoio durante 10 minutos, sem sentir desconforto.
FACIL |} | IMPOSSIVEL

7 Subir 12-15 degraus sem usar o corrimao ou ajuda técnica. Um pé em cada degrau.
FACIL } | IMPOSSIVEL

8 Olhar por cima do ombro sem virar o corpo.
FACIL | | IMPOSSIVEL

9 Fazer actividades fisicamente exigentes (por exemplo, exercicios de fisioterapia,
jardinagem ou desporto).
FACIL | |  IMPOSSIVEL

10 Executar as actividades diarias, em casa ou no trabalho.

FACIL | |  IMPOSSIVEL

11994 Calin A, Garrett S, Whitelock H, Kennedy LG. O'Hea J, Mallorie P, Jenkinson T. A new approach to defining functional ability
1 ankylosing spondylitis: the development of the Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index. J. Rheumatol., 1994, 21, 2281-2285,
3 2007 Versao Portuguesa BASFI, Centro de Estudos e Investigacao em Saude da Universidade de Coimbra



ANEXO 5 — Questionario de Qualidade de vida (ASQolL)

ASQoL - Qualidade de vida
Abaixo estdo algumas afirmativas feitas por pacientes com espondilite anquilosante. Leia com atencao

e marque “sim” naquelas que se aplicam a vocé e “nao”, nas que nao se aplicam (neste momento).

1 - Minha doenca limita os lugares que eu posso ir:

2 - As vezes tenho vontade de chorar:

3 - Eu tenho dificuldade para me vestir:

4 - Eu tenho dificuldade para fazer os servigos de casa:
5 - E Impossivel dormir:

6 - Eu sou incapaz de participar de atividades com a familia ou amigos:

7 - Estou cansando (a) o tempo todo:

8 - Eu tenho que ficar parando o que estou fazendo para descansar:

9 - Eu tenho dores insuportaveis:

11 - Eu sou incapaz de fazer os servigos de casa:
12 - Eu me canso facilmente:

13 - Eu me sinto frustrado frequentemente:

14 - A dor estd sempre presente:

15 - Eu sinto que deixo de fazer muitas coisas:
16 - Eu acho dificil lavar o meu cabelo:

17 - Minha doenca me deixa deprimido:

18 - Eu me preocupo se deixo as pessoas desapontadas:

Niimero de respostas afirmativas:

(
(
(
(
(
(
(
(
(
10 - Eu demoro muito tempo para comecar minhas coisas pela manha:  (
(
(
(
(
(
(
(
(

Nimero de respostas em branco:

) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim
) Sim

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

) Nao
) Nao
) Nao
) Nao
) Nao
) Nao
) Nao
) Nao
) Nao
) Nao
) Nao
) Néo
) Nao
) Nio
) Nio
) Nio
) Nao
) Nao
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