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RESUMO

O climatério ¢ a fase do envelhecimento da mulher que marca a transicdo do estado reprodutivo
para 0 ndo reprodutivo. Essa fase é marcada por alteracGes hormonais que provocam sintomas
fisicos e psicologicos. Nesse periodo as mulheres possuem maiores chances de desenvolver
sindrome metabolica, um transtorno que representa um conjunto de fatores de risco
cardiovascular associados a deposicao central de gordura e a resisténcia a insulina. Diversos
fatores podem contribuir para o aparecimento dessa condicao na fase do climatério podendo ser
destacado modificacdes na microbiota intestinal. Objetivo: Quantificar o filo Firmicutes e o
género Clostridium em amostras fecais de mulheres em fase de climatério, a fim de avaliar se ha
mudancas no perfil dessa microbiota entre as fases pré menopausa e pds-menopausa € na
presenca de sindrome metabolica. Estudo transversal, de base populacional, alinhado a uma
coorte de mulheres da cidade de Ouro Preto, MG, realizado entre os anos 2020 a 2021.Métodos:
Inicialmente uma coorte de 37 mulheres com idades entre 41 a 61 anos e no climatério foram
classificadas em trés grupos: Sindrome Metabdlica (SM=13), Obeso/Sobrepeso sem sindrome
metabolica (OB/SB=13) e Eutrdficas (EU=11). Essa coorte também foi classificada conforme o
estagio de envelhecimento reprodutivo STRAW, em pré-menopausa e pés-menopausa. Foram
realizadas entrevistas, coletas de sangue para avaliacbes bioquimicas, hormonais e metabolicas.
Resultados: Dados sociodemograficos apresentaram uma relacdo entre baixo grau de
escolaridade presenca de sindrome metab6lica nas mulheres. Pardmetros glicometabdlicos
apresentaram diferenca significativa entre os grupos, e indices metabdlicos como o indice de
Castelli (IC), indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR), indice de Massa corporal (IMC)
(p<0,05). Na analise de gPCR referente a quantificacdo de Firmicutes e Clostridium ndo foi
encontrada diferenca estatistica significativa. Ainda no grupo SM foi encontrada correlacéo entre
Firmicutes e célcio (r=0,726, p=0,0049) e Firmicutes e LH (r=0,717, p=0,0058). O mesmo grupo
de mulheres apresentou correlacao entre Clostridium e célcio (r=0,601, p=0,0295) e Clostridium
e LH (r=0,589, p=0,0340). No grupo de mulheres eutréficas foi encontrado correlacdo entre
Firmicutes e TSH (r=-0,671, p=0,0237). Em conjunto, conclui-se que mulheres portadoras de
sindrome metabodlica que estdo no climatério sofrem alteracfes bioguimicas, hormonais e
metabolicas. Este € o primeiro estudo em Minas Gerais de base populacional que investiga o
desenvolvimento da sindrome metabodlica relacionada com o status menopausal e a microbiota
intestinal. Esperamos que com o aumento do N amostral seja possivel transpor seus resultados

para populacgdes semelhantes.

Palavras-chaves: Climatério; Sindrome Metabolica; Microbiota; Firmicutes; Clostridium.



ABSTRACT
Climacteric is the phase of aging of women that marks the transition from the reproductive to the
non-reproductive state. This phase is marked by hormonal changes that cause physical and
psychological symptoms. During this period, women are more likely to develop metabolic
syndrome, a disorder that represents a set of cardiovascular risk factors associated with central
fat deposition and insulin resistance. Several factors can contribute to the onset of this condition
in the climacteric phase, with changes in the intestinal microbiota being highlighted. Objective:
To quantify the phylum Firmicutes and the genus Clostridium in fecal samples from climacteric
women, in order to assess whether there are changes in the profile of this microbiota between the
pre-menopausal and post-menopausal phases and in the presence of metabolic syndrome. Cross-
sectional, population-based study, aligned with a cohort of women from the city of Ouro Preto,
MG, carried out between 2020 and 2021.Methods: Initially, a cohort of 37 women aged between
41 and 61 years old and in menopause were classified as three groups: Metabolic Syndrome
(MS=13), Obese/Overweight without metabolic syndrome (OB/SB=13) and Eutrophic (EU=11).
This cohort was also classified according to the stage of reproductive aging STRAW, into pre-
menopause and post-menopause. Interviews, blood collections for biochemical, hormonal and
metabolic evaluations were carried out. Results: Sociodemographic data showed a relationship
between low education and the presence of metabolic syndrome in women. Glycometabolic
parameters showed significant differences between groups, and metabolic indices such as
Castelli Index (Cl), Insulin Resistance Index (HOMA-IR), Body Mass Index (BMI) (p<0.05). In
the gPCR analysis regarding the quantification of Firmicutes and Clostridium, no statistically
significant difference was found. Also in the MS group, a correlation was found between
Firmicutes and calcium (r=0.726, p=0.0049) and Firmicutes and LH (r=0.717, p=0.0058). The
same group of women showed a correlation between Clostridium and calcium (r=0.601,
p=0.0295) and Clostridium and LH (r=0.589, p=0.0340). In the group of eutrophic women, a
correlation was found between Firmicutes and TSH (r=-0.671, p=0.0237). Together, it is
concluded that women with metabolic syndrome who are in the climacteric undergo biochemical,
hormonal and metabolic changes. This is the first population-based study in Minas Gerais that
investigates the development of metabolic syndrome related to menopausal status and intestinal
microbiota. We hope that with the increase in sample N, it will be possible to transpose their

results to similar populations.

Key words: Climacteric; Metabolic Syndrome; Microbiota; Firmicutes; Clostridium.
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1 INTRODUCAO

O climatério refere-se a fase do envelhecimento da mulher que marca a transicdo do
estado reprodutivo para o estado ndo reprodutivo (BRASIL,2008). E um processo bioldgico e
ndo patoldgico (BRASIL, 2008), ocorre por volta dos 40 aos 65 anos de idade. Esse periodo
tem seu marco na menopausa que se caracteriza pela Gltima menstruagdo seguido por doze
meses consecutivos sem nenhuma ocorréncia de episdédio menstrual (BRASIL, 2008). Nessa
fase ocorre o decaimento nos niveis de estrogénio, isso acontece devido a faléncia ovariana e
provoca varios sintomas fisicos e psicoldgicos nas mulheres como ondas de calor, insénia,
fadiga, irritabilidade, depressdo, sudorese, palpitacOes, cefaleia, esquecimento, problemas
urinarios, estresse, transtornos como desajustes conjugais, problemas familiares e, também,
alteracdes na sexualidade, dentre outros (BRASIL, 2008).

O hipoestrogenismo também esta relacionado ao aumento de gordura abdominal e
subcutdnea em mulheres na menopausa (TOTH et al., 2000). Além de se relacionar com o
aumento de peso, a queda desse horménio pode influenciar o aumento nas taxas da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) e diminuicdo na lipoproteina de alta densidade (HDL). Essas
circunstancias acabam por favorecer um ambiente propicio para o surgimento de dislipidemia,
aterosclerose, doenca coronariana, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral, que sdo
algumas das principais causas de mortalidade feminina (BRASIL, 2008).

A dislipidemia se caracteriza por aumento do colesterol total, triglicerideos, lipoproteina
de baixa densidade, baixos niveis de HDL entre outros. A alimentacdo tem total impacto na
alteracdo dessa bioquimica, sendo necessario entender todos os mecanismos envolvidos nesse
processo. A alimentacdo também tem influéncia direta sobre a microbiota intestinal e a salde
do individuo. A microbiota intestinal é formada por um ecossistema de microrganismos como
virus, bactérias e fungos que estdo presentes no trato gastrointestinal (TGI).

Existem quatros filos que s&o predominantes na microbiota intestinal adulta sendo eles,
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria (D’ARGENIO; SALVATORE,
2015). Um estudo associou uma dieta mais rica em gordura a uma reducdo de Firmicutes e um
aumento de Bacteroidetes (WAN et al., 2019). Clostridium é um dos géneros mais estudados
dentro de Firmicutes, esse género tem fungdo modeladora e a alta ingestdo de acidos graxos
monoinsaturados se relaciona com seu aumento na microbiota intestinal (FURUHASHI et al.,
2007, JAMAR et al.,2018). JAMAR et al (2018) também associou o0 aumento de Clostridium

sp na microbiota intestinal a individuos obesos com sindrome metabdlica. Essa sindrome pode
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ser definida como um transtorno que representa um conjunto de fatores de risco cardiovascular
associados a deposicao central de gordura e a resisténcia a insulina, sendo responsavel pelo
aumento de mortes por motivos cardiovasculares na populacdo feminina. Além disso estudos
como o de Gaspard; Gottal; Van Den Briale (1995) relacionam o aumento de sindrome
metabdlica a mulheres que estdo no periodo de transicdo menopausal, sendo ainda associado o
aumento dos triglicerideos, do LDL, diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL) e ao
aumento da lipoproteina A (Lpa).

Diante de tantos problemas relacionados a sindrome metabdlica e ao climatério se faz
necessario o estudo e entendimento desse transtorno e desse periodo, a fim de compreender
fatores que podem melhorar e ajudar as mulheres nessa fase. Logo, a hip6tese do trabalho foi
gue mulheres classificadas como portadoras de sindrome metabdlica e que estdo no climatério
possuem em sua microbiota intestinal uma maior quantidade de bactérias do género Clostridium
que pertencem a Firmicutes. O objetivo geral desse trabalho foi quantificar o filo Firmicutes e
0 género Clostridium em amostras fecais de mulheres em fase de climatério, a fim de avaliar se
h& mudancas no perfil dessa microbiota entre as fases pré menopausa e pds-menopausa e na

presenca de sindrome metabdlica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Climatério e suas altera¢Ges hormonais

O climatério refere-se a fase do envelhecimento da mulher que marca a transi¢do do
estado reprodutivo para o estado n&o reprodutivo (BRASIL,2008). E um processo bioldgico e
ndo patoldgico (BRASIL, 2008) e ocorre por volta dos 40 aos 65 anos de idade. Esse periodo
tem seu marco na menopausa, que se caracteriza pela Gltima menstruacao seguido por doze
meses consecutivos sem nenhuma ocorréncia de episédio menstrual (BRASIL, 2008). Nessa
etapa ocorre uma diminui¢do dos niveis estrogénicos e a queda desse hormonio acaba por afetar
o equilibrio fisico, social, espiritual e emocional das mulheres (OLIVEIRA JUNIOR, 2012).

Além disso durante o climatério a maioria das mulheres passam por sintomas
caracteristicos do periodo como fogachos descritos como ondas de calor, insonia, fadiga,
irritabilidade, depressdo, sudorese, palpitacdes, cefaleia, esquecimento, problemas urinarios,
estresse, transtornos como desajustes conjugais, problemas familiares e, também, alteracdes na
sexualidade, dentre outros (BRASIL, 2008). De acordo com Pedace (1992) em geral, as
mulheres ndo se referem ao termo climatério, normalmente elas apontam sintomas fisicos, ou
psicologicos que sdo observados nessa fase, a maioria delas ndo compreende o desequilibrio
hormonal que esta acontecendo em seus corpos.

O processo que acontece no corpo feminino no periodo da transicdo menopausal é que
0s ovarios se tornam menos sensiveis aos estimulos gonadotréficos. Os foliculos ovarianos
(células da granulosa) diminuem a producdo de inibina, hormdnio que é antagonista ao
hormdnio foliculo estimulante (FSH) e por isso faz com que esse se eleve, os niveis de estradiol
permanecem normais ou relativamente baixos. Essas alteragdes hormonais provocam o
encurtamento da fase folicular que é dependente do estrogénio e assim os ciclos menstruais
ficam mais curtos. Os niveis de FSH comecam a aumentar por causa da atresia do foliculo
ovariano e isso causa a diminuicdo do estrogénio. Isso € um feedback negativo j& que a
quantidade de estrogénios na corrente sanguinea diminui, em especial o estradiol, o hipotalamo
libera mais hormonio liberador de gonadotrofina (GnRh) e assim a adeno-hipofise recebe sinal
para liberar mais FSH, mas ndo existe foliculos suficientes para a produgdo. Na p6s- menopausa
0 FSH pode aumentar cerca de 10 a 15 vezes, 0s niveis de estradiol reduzem em até 80% e vai
sendo substituido pela estrona horménio que predomina nessa fase (TORRES JIMENEZ, ANA
PAOLA & TORRES RINCON, 2018) (Figura 1).
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Figura 1: Fluxograma dos hormdnios envolvidos na transicdo menopausal.

[wnibina ]»[ #FSH ]»U Estradiol ] .}[ﬁ FSH ] .;[uEstradiol ].}[ﬁfFSH ].}[TEstrona ]

Fonte: Adaptado de (TORRES JIMENEZ, ANA PAOLA & TORRES RINCON, 2018)
Legenda: FSH: Horménio Foliculo estimulante.

¢ Reducéo TAumento

Quadro 1: Horménios associados ao periodo de Pré-menopausa e P6s-menopausa.

Horménio Pré-menopausa P6s-menopausa
Minimo Maximo Media
Estradiol 50 500pg/ml 5-25pg/mi
Estrona 30 300pg/ml 20-60pg/ml
Androstenediona * 2,0ng/ml 0,3-1,0ng/ml
Testosterona * 0,30-8ng/ml 0,1-0,5ng/ml
Progesterona 0,5 20ng/mi 0,5ng/ml

Fonte: Adaptado de (BRASIL, 2008)

Legenda: *: Manual néo cita valor minimo preconizado.

Existem muitos relatos de mulheres sobre como a qualidade de vida nessa fase é afetada,
a partir disso surgiram varios estudos investigando alguns fatores que se relacionem com a
melhora e ou piora na qualidade de vida. De acordo com DE LORENZ] et al., (2006), em uma
pesquisa realizada no Brasil com 323 mulheres na pds-menopausa, a qualidade de vida foi
observada como inferior em mulheres com baixa escolaridade, menor renda per capita, que ndo
realizavam atividade fisica e que possuiam comorbidades.

E evidente as transformagdes hormonais que acontecem no corpo feminino durante esse
periodo, o hipoestrogenismo por exemplo, esta relacionado ao aumento do depésito de gordura
abdominal. De acordo com Toth et al., (2000) existe um aumento de 49% da gordura abdominal
e 22% da subcutanea em mulheres na pds-menopausa em comparagéo ao menacme. Além disso
a baixa desse hormonio pode influenciar o aumento dos niveis de colesterol e triglicerideos,
ocasionando um aumento nas taxas da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e diminui¢&o na

lipoproteina de alta densidade (HDL). Essas circunstancias acabam por favorecer um ambiente
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propicio para o surgimento de dislipidemia, aterosclerose, doenga coronariana, infarto do
miocérdio e acidente vascular cerebral, que sdo algumas das principais causas de mortalidade
feminina (BRASIL, 2008).

Em mulheres na po6s-menopausa, 0 aumento da idade e a queda do estrogénio acaba por
acarretar um aumento no surgimento de peso, por isso estudos como o de Gaspard; Gottal; Van
Den Brdle (1995) relacionam a sindrome metabdlica ao periodo do climatério. De acordo com
essa pesquisa a sindrome metabolica estd associada ao periodo de transicdo menopausal, sendo
correlacionadas ao aumento dos triglicerideos, do LDL, diminuicdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) e ao aumento da lipoproteina A (Lpa).

A populagdo brasileira € composta em sua maioria por mulheres, cerca de 51,03%
(IBGE, 2010; BRASIL), junto a isso tem-se 0 aumento da expectativa de vida que passou de
64 anos em 1990 para 75 anos em 2018, sendo que elas vivem aproximadamente cinco anos a
mais do que os homens (OMS, 2018) o que significa mais mulheres vivenciando o periodo do
climatério. Esses dados evidenciam a importancia de mais estudos nessa area a fim de

compreender e ajudar a melhorar a qualidade de vida das mulheres nessa fase da vida.

2.2 Esclarecendo as definic¢des relacionadas ao periodo do climatério

A palavra climatério ndo era muito compreendida sendo assim usada de forma indevida
gerando confusdo entre os profissionais de salde, pesquisadores, midia e o publico. Em 1999 a
Sociedade Internacional de Menopausa (IMS) se reuniu para complementar uma lista com
termos relacionados ao climatério e menopausa e assim padronizar palavras chaves. Essa lista
teve seu inicio em 1976 no primeiro Congresso Internacional da Menopausa, e em 1980 o grupo
cientifico de pesquisa em menopausa da Organizacdo Mundial da Saude contribuiu com

defini¢cbes, em 1994 essa lista foi revisada sendo publicada pouco depois, em 1996.

Quadro 2: Terminologias e defini¢bes relacionadas ao periodo do climatério e menopausa
segundo a Sociedade Internacional de Menopausa e a Organiza¢do Mundial da Saude.

Terminologia Definicéo

Interrupcéo definitiva da menstruacéo. Se caracteriza
Menopausa (natural) com a ultima menstruacéo seguida por doze meses

consecutivos de amenorreia.
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Sindrome do climatério Quando em sua maioria, o periodo do climatério se

associa a sintomatologia.

Climatério A transicdo da fase reprodutiva para o estado néo

reprodutivo da mulher.

Transi¢cdo da menopausa Periodo de tempo antes do periodo menstrual final
(FMP).
Perimenopausa Compreende o periodo anterior a menopausa e 0

primeiro ano apds a menopausa.

Pré-menopausa Periodo que abrange todo a fase reprodutiva até o
FMP.
Pds-menopausa Usado a partir do periodo menstrual final,

independente se a menopausa foi induzida ou
espontanea.
Fonte: Adaptado de WHO SCIENTIFIC GROUP ON RESEARCH ON THE MENOPAUSE (1996)

Ja 0 Workshop de Estagios do Envelhecimento Reprodutivo de 2001 (STRAW) propds
uma nomenclatura e um sistema de estadiamento para o envelhecimento ovariano, incluindo
critérios hormonais menstruais e qualitativos para definir cada estagio (HARLOW et al., 2012).
Novas pesquisas e novos dados surgiram a respeito da fungdo hipotdlamo, hipd6fise e ovarios
comparando o antes e depois do periodo menstrual final, e por isso em 2011 foi realizado outro
evento o STRAW+10 que revisou e atualizou o modelo ja existente.

O STRAW+10 dividiu a vida adulta da mulher em trés fases: reprodutiva, transi¢éo da
menopausa e pos-menopausa. Essas fases foram divididas em estagios centrados em torno do
periodo menstrual final (FMP, Estagio 0). As divisdes aconteceram da seguinte forma:

1° Fase reprodutiva: Dividida em estagio -5, -4 e -3 que se refere ao inicio, pico e final,
respectivamente.

2° Transi¢do da menopausa: Dividida em estagio -2 (precoce) e estagio -1 (tardia).

3° Pés-menopausa: Dividida em estagio precoce (+1a, +1b, +1c) e 2 (tardia).
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Figura 2: Estagios do Envelhecimento Reprodutivo (STRAW +10)

Terminclogia Precoce| Masima Tardia Precoce Tardia
" » . Wida il
D'-'"a';a‘:' Variaeel Zanos(i+1) -6 anog
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Ciclo Menstrual E Regular | Regular . X . |amenarreiaz
Flurolduragas dias na duragio )
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Inibina B Baino Baiva Eaina Bairo Baina Muito Baino
Caontagem de
Faliculas Antrais Baino Baiva Eaina Bairo Muita Baine) Muito Baino
2-10mm
s Sintomas Aumento dos
Pravaveis )
. . vasomata- sintamas de
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Fonte: Adaptado de (HARLOW et al., 2012)

Legenda: * coleta de sangue do 2° ao 5° dia do ciclo.
T Nivel elevado.
** Nivel esperado aproximado com base em ensaios utilizando os padr@es hipofisarios.

2.3 Microbiota e sua relacdo com a alimentacéo

O termo microbiota refere-se a populacdo de microrganismos como bactérias, virus e
fungos que habitam nosso corpo. O projeto Microbioma Humano (HMP) descreve mais de
10.000 espécies microbianas e 100 trilhdes de microrganismos no corpo humano. A microbiota
é metabolicamente adaptavel e flexivel, rapidamente renovavel e contribui para o0 metabolismo
e obtencdo de energia da dieta (SANTOS; 2015). O corpo humano tem mais microrganismos
que células humanas, tornando de fundamental importancia a associacdo equilibrada desses
microrganismos com seu hospedeiro (RAMAN et al., 2005).

A microbiota intestinal é formada por um ecossistema de microrganismos que estao
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presentes no trato gastrointestinal (TGI), usualmente é denominada utilizando a estratificacéo
hierarquica a qual denomina-se niveis taxondmicos, ou seja: filos, classe, ordem, familia,
género e espécie. Cada individuo possui um microbioma anico, porém existem 7 filos que
compde essa microbiota, sendo eles Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Fusobacteria, Cyanobacteria e Actinobacteria. Dentro deste conjunto
estudos sugerem que mais de 90% sdo predominantemente compostos por Firmicutes,
Bacteroidetes e Proteobactérias (JIAO et al., 2021, D’ARGENIO; SALVATORE, 2015). Por
outro lado, vale ressaltar que os géneros predominantes nesses filos sdo: (i) Firmicutes-
Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus e Ruminococcus; (ii) Bacteroidetes- Bacteroides e
Prevotella; (iii) Proteobacteria- Helicobacter e Escherichia.

A alimentacdo tem influéncia direta na composicdo dessa microbiota e na satde do
individuo. Os principais produtos metabdlicos produzidos pela fermentacdo anaerdbica dessas
bactérias sdo os acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os principais AGCC sdo acetato,
propionato e butirato, sendo o primeiro encontrado em maiores concentragdes na circulagao
sanguinea. O propionato auxilia na gliconeogénese no figado e por fim o butirato é usado como
fonte de energia pela mucosa intestinal (LOUIS; FLINT, 2017 , MORRISON E
PRESTON, 2016 ). Além disso essa microbiota desempenha fungdes como digestdo de
polissacarideos, desenvolvimento do sistema imunolégico, defesa contra infec¢des entre outros
(FLINT etal., 2012, QIN et al., 2010). Como essa microbiota é um ambiente dindmico ela pode
ser influenciada por alguns fatores como idade, dieta, ciclos hormonais terapias e doencas
(KOREN et al., 2012, PEREZ-COBAS et al., 2013).

Na sociedade cresce o consumo de alimentos ricos em gordura e pobres em fibras
contribuindo assim para uma alimentagdo desbalanceada e escassa em nutrientes. Junto a isso
tém- se 0 aumento do sedentarismo, uma grande parte da populacdo ndo pratica atividade fisica
e esses fatores associados contribuem para o aparecimento de um processo inflamatorio de
baixo grau. Esse processo acaba por favorecer o aumento de bactérias gram negativas na
microbiota intestinal e reduz a populacdo do género Bifidobacterium e assim contribui para
aumento da permeabilidade intestinal (SCHIMIDT, 2017; FLOR, 2017).

Uma pesquisa realizada por Wan et al., (2019) comparou trés grupos de adultos jovens
saudaveis modificando a proporcdo entre gordura e carboidratos nas dietas consumidas e
constatou que o grupo que se alimentava com mais teor de gordura apresentava a abundancia
relativa de Firmicutes reduzida, enquanto Bacteroidetes aumentou. Foi observado também que

todos os grupos apresentaram perda de peso, todavia, no grupo em que a dieta possuia baixo

19


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1462-2920.13589#emi13589-bib-0049

teor de gordura foi mensurado uma maior reducdo na circunferéncia da cintura, nos niveis de
colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-C), lipoproteina de baixa intensidade (LDL-
C) e todo o colesterol presente nas particulas de lipoproteinas (ndo-HDL-C).

Outro estudo realizado por Borgo et al., (2016) identificou que criancas obesas possuiam
em sua microbiota intestinal uma maior abundéncia de A. muciniphyla, essa bactéria esta
relacionada a um excesso de peso em criangas e adolescentes. Essa pesquisa identificou também
em criancas obesas bactérias com perfil pro-inflamatério estimuladas por dietas hipercaloricas
e hiperglicidicas.

Os estudos descritos mostraram que a alimentagdo pode induzir importantes
modificagOes na composic¢do da microbiota intestinal. Quando essas modificagdes acontecem
na microbiota podem levar a um quadro de disbiose intestinal que caracteriza o desequilibrio

dessas comunidades de bactérias e pode impactar na satde do individuo afetado.

2.4 O filo Firmicutes abriga um género de destaque: o Clostridium

O filo Firmicutes é um dos mais abundantes na microbiota fecal, composto por bactérias
gram positivas, e a sua propor¢do com o filo Bacteroidetes tem sido alvo de muitos estudos.
Bervoets et al., (2013) investigaram a composic¢ao da microbiota intestinal em criancas obesas
e magras e como resultado relataram que as crian¢as obesas possuiam uma maior proporcao
entre Firmicutes e Bacteroidetes em comparacao a criangas magras. Outros autores surgiram
refutando essa ideia e associando a alteracdo dessa microbiota induzida por obesidade a um
microbioma com menor diversidade (TURNBAUGH et al., 2009). As bactérias pertencentes a
esse filo produzem principalmente butirato, que esta relacionado ao aumento de insulina, a
atividades anti-inflamatorias, regulacdo de metabolismo energético e aumento da expressao de
leptina (LOUIS; FLINT, 2009 MACFARLANE; MACFARLANE, 2003).

Existem mais de 250 géneros inseridos no filo Firmicutes, dentre eles destacam-se
Clostridium e Lactobacillus que estdo relacionados a fungdo moduladora e Mollicutes que se
associa a inducéo de inflamacdo (FURUHASHI et al., 2007). Clostridium foi citado em 203
espécies e 5 subespécies, esse género pode ser classificado em dois grupos, sendo o primeiro
composto por microrganismos que concentram sua patogenicidade na producgdo de toxinas
longe do corpo do hospedeiro ou em areas restritas. Ja 0 segundo grupo produz toxinas menos
potentes no intestino e causam doengas denominadas enterotoxemias (GOMES, 2013).

De acordo com JAMAR et al., (2018) a alta ingestdo de acidos graxos monoinsaturados
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estd relacionado a uma maior quantidade da espécie C.coccoides que pertence ao género
Clostridum na microbiota intestinal. Esse mesmo estudo encontrou na microbiota intestinal de
obesos com sindrome metabdlica uma abundancia de espécies de Clostridium em relacéo a
individuos obesos sem sindrome metabdlica.

Estudos vem relacionando algumas espécies do género Clostridium a idade, de acordo
com MARIAT et al., (2009) ao comparar a microbiota intestinal de trés grupos, sendo eles:
bebés, adultos e idosos, foram encontrados uma alta quantidade de Clostridium coccoides nos
bebés. Nesse mesmo estudo foi observado uma maior proporc¢édo de Firmicutes e Bacteroidetes
em adultos, mostrou-se uma evolugdo nessa proporcdo de criangas para adultos e um
decréscimo no grupo de adultos para idosos.

O género Clostridium é um dos géneros mais estudados dentro do filo Firmicutes.
Varios estudos, como citado anteriormente, relacionam esse género a algumas doengas como a

sindrome metabdlica por exemplo, podendo ser um importante marcador desse transtorno.

2.5 Sindrome metabdlica

Com o aumento na sociedade de individuos que possuem sindrome metabélica e levando
em conta os riscos cardiovasculares e a mortalidade dessa doenca, em 2004 foi estruturado a |
Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabdlica. Esse documento foi
elaborado gracas a colaboracédo entre grandes sociedades médicas como: Sociedade Brasileira
de Hipertensdo (SBH), Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia (SBEM), Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) e Associa¢ao
Brasileira para Estudo da Obesidade (ABESO), (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2005).

Essa Diretriz define que a Sindrome Metabdlica (SM) é um transtorno que representa
um conjunto de fatores de risco cardiovascular associados a deposicao central de gordura e a
resisténcia a insulina. Esse transtorno é responsavel pelo aumento da mortalidade
cardiovascular.

A | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabdlica (SM)
recomenda a utilizacdo dos parametros e componentes utilizados pela National Cholesterol
Education Program’s Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATP I111) para diagndéstico de sindrome

metabolica (Quadro 3).
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Quadro 3: Componentes da sindrome metabdlica segundo o NCEP-ATP III.

Circunferéncia | Triglicerideos HDL Pressao Glicemia em
abdominal colesterol arterial Jejum
Homens > 102 cm 150 mg/dL | <40 mg/dL | 130 mmHgou | > 110 mg/dL
> 85 mmHg
Mulheres > 88 cm 150 mg/dL | <50 mg/dL | 130 mmHgou | > 110 mg/dL
> 85 mmHg

Fonte: | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabdlica, 2005, (NCEP-
ATPIII).

Este estudo usou esses parametros recomendados pela | Diretriz Brasileira de
Diagndstico e Tratamento de Sindrome Metabdlica para classificar se as mulheres possuiam ou
ndo SM. Foram consideradas portadoras de SM as participantes que apresentaram trés dos cinco
parametros alterados (Quadro 3).

Existem ainda outros parametros que devem ser considerados ao analisar a sindrome
metabdlica, como o Indice de massa corporal (IMC) é um indicador de composic&o corporal
para classificacdo do estado nutricional, indice de Castelli (IC) que avalia o risco cardiovascular

e o indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) que avalia a resisténcia a insulina.

Quadro 4: indices metabdlicos utilizados na avaliagio dos grupos SM, OB/SB e Eutroficas.

IMC Normal > 18,5 a 24,9 kg/m2
Sobrepeso > 25,0 a 29,9 kg/m?
Obeso > 30 kg/m?
HOMA-IR <2,70
IC <3,5

Fonte: (OMS, Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, ARCANJO et al., 2005)

Legenda: IMC - indice de massa corporal; HOMA-IR - indice de resisténcia a insula; IC- indice de
Castelli.

22



Um estudo transversal realizado analisando dados da populacéo brasileira, obteve como
resultado uma maior prevaléncia de sindrome metabdlica (SM) na populagéo feminina quando
comparado a masculina. Os individuos com menor escolaridade e idade mais avancada também
apresentaram uma maior prevaléncia de SM. Ainda no mesmo estudo foi obtida uma relacéo
direta de presenca de SM com altas medidas de circunferéncia da cintura e HDL baixo.
(OLIVEIRA et al., 2020).

De acordo com WAMALA et al., (1999) o nivel de educacéo esta associado a sindrome
metabolica, seu estudo mostra que essa doenca é mais prevalente em mulheres de meia-idade e
com baixo grau de escolaridade. A alta correlacdo entre sindrome metabdlica e mulheres no
climatério associados aos riscos cardiovasculares e a mortalidade faz necessario o investimento
em pesquisas nessa area.

Pesquisas vem associando a microbiota fecal a componentes da sindrome metabdlica.
De acordo com o metabolismo microbiano de lipideos no intestino produzem produtos que
podem levar ao desenvolvimento de aterosclerose, conhecido pelo acimulo de gorduras,
colesterol nas paredes das artérias (TANG et al., 2013, WANG et al., 2011). A hipertensdo
arterial € um dos componentes da sindrome metabolica, pesquisas indicam uma relagédo direta
no microbioma intestinal e na regulacio da pressdo sanguinea (AHREN et al., 2015; LYE et
al., 2009). Diante do efeito da microbioma intestinal na salide do hospedeiro surgem estudos
que envolvem a microbiota intestinal como alvo de terapias preventivas por exemplo como
probidticos que melhoram a saude gastrointestinal (LYE et al., 2009; MAZIDI et al., 2016).
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3 HIPOTESE

Mulheres classificadas como portadoras de sindrome metabdlica e que estdo no periodo
do climatério possuem em sua microbiota intestinal maior quantidade de bactérias do género
Clostridium que pertence ao filo Firmicutes quando comparadas a mulheres obesas e com

sobrepeso sem sindrome metabolica e mulheres eutréficas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Quantificar o filo Firmicutes e o género Clostridium em amostras fecais de mulheres
em fase de climatério, a fim de avaliar se h& mudancas no perfil dessa microbiota entre as fases

pré-menopausa e pds-menopausa e na presenca de sindrome metabdlica.

4.2 Objetivos especificos

o Caracterizar as participantes do estudo conforme seus dados sociodemograficos

a partir de entrevista.

o Quantificar o filo Firmicutes e o género Clostridium na microbiota intestinal

utilizando a técnica de PCR em tempo real (QPCR).

o Investigar e correlacionar os dados bioquimicos, hormonais e indices

metabdlicos com os dados da quantificacdo do filo Firmicutes e do género Clostridium.

o Investigar a relacdo entre o filo e 0 género analisado na presenca de sindrome

metabélica no climatério.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Delineamento do estudo

Foram recrutadas nessa pesquisa 37 mulheres residentes de Ouro Preto com idades entre
41 a 61 anos em fase de climatério que utilizavam o SUS e a rede privada de atendimento
hospitalar na cidade. Essas mulheres foram classificadas em trés grupos sendo eles: Sindrome
Metabdlica, Obeso/Sobrepeso sem sindrome metabolica e Eutroficas. Para classificacdo das
mulheres em sindrome metabolica foi utilizada a | Diretriz Brasileira de Diagnostico e
Tratamento da Sindrome Metabdlica (Quadro 3). Essa Diretriz utiliza como paramétros
Circunferéncia abdominal, Triglicerideos, HDL colesterol, Pressdo arterial e Glicemia em
jejum. Mulheres que apresentaram alteracGes em trés desses parametros foram consideradas
portadoras da sindrome metab6lica. Além disso parametros de apoio, como indice de Massa
Corporal (IMC), HOMA-IR e indice de Castelli (IC) também foram utilizados na definicéo de
sindrome metabdlica (Quadro 4). O indice de Massa Corporal (IMC) também foi um
componente empregado na definicdo de mulheres OB/SB e Eutréficas. As mulheres também
foram classificadas conforme seu estagio de envelhecimento reprodutivo, em Pré-menopausa e
Pds-menopausa. As participantes que foram incluidas na pesquisa apresentaram sintomas
vasomotores, de origem geniturinarios e ciclo menstrual alterado ou ausente devido ao

climatério ou menopausa.

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de ética e pesquisa envolvendo seres humanos
(CEP/UFOP) sob o protocolo CAAE 29723420.9.0000.5150 (Anexo A). As integrantes desse
estudo foram instruidas acerca da existéncia do protocolo e concordaram assinando o termo de
consentimento Livre e esclarecido (TCLE) para serem inseridas no estudo. Todas as
participantes foram entrevistadas, passaram por coleta de sangue para analises laboratoriais,

além da coleta de fezes realizada por cada participante em sua residéncia sob orientacao prévia.

5.2 Critérios de exclusdo

Nesse estudo foram excluidas mulheres histerectomizadas, com céncer de mama e
endometrio, casos de sangramento genital anormal de causa desconhecida apds a menopausa,
participantes com historico de tromboembolismo e que possuiam diagnostico de vaginoses no

momento do recrutamento.
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5.3 Coleta de fezes

A equipe do Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular forneceu kits contendo
coletor de fezes, e revestimento estéril para o vaso sanitario para as pacientes realizarem a coleta
das fezes em suas residéncias. Apos colher esse material essas amostras foram entregues no
posto de salde e recolhida pelo grupo de pesquisa do LBBM, depois foram transportadas sob

refrigeracdo para posterior analise.

5.4 Anélise bioquimica

A coleta de sangue foi realizada no Laboratdrio piloto de Analises clinicas (LAPAC),
onde as participantes seguiram a orientacao para o jejum alimentar de 12 horas prévias. Esse
material foi logo encaminhado para centrifugacéo, e obtido o soro para dosar 0s seguintes
parametros bioquimicos: Perfil lipidico (CT, TG, HDL, VLDL, LDL), glicose, ureia, célcio,
creatinina, &cido Urico, apolipoproteina A (ApoA); apolipoproteina B (ApoB); lipoproteina
(Lpa), e proteina C- reativa (PCR). Essas analises bioguimicas foram realizadas no analisador
automatizado COBAS INTEGRA® 400 plus (Roche). As dosagens hormonais realizadas
foram: Beta Estradiol, Horménio Foliculo Estimulante (FSH), Hormdnio Luteinizante (LH),
Hormonio tireoestimulante (TSH), Insulina e Cortisol. De posse dos resultados foram
analisados os indices metabdlicos (indice de Castelli; HOMA; IMC).

5.5 Extracdo de DNA

As extracdes de DNA fecal foram realizadas nas 37 amostras obtidas. Esse material
genético foi extraido a partir de 15mg de fezes seguindo o protocolo International Human
Microbiome Standard (IHMS/http://www.microbiome-standards.org/) sendo escolhido para
uso o protocolo H com algumas adapta¢des (FOR; SAMPLES; EXTRACTION, 2015). Essas
amostras foram acondicionadas em um freezer a -80°C. O processo de extracdo foi iniciado
adicionando 250 pL de isotiocianato de guanidina (4M) seguido por adicdo de N-
laurilSarcosina a 10% e 5% até o descongelamento total da amostra.

Amostras incubadas a 70°C por 60 minutos em termobloco, e adicionado 750 mg de
beads de vidro com diametro de 0,1cm e homogeneizado com auxilio do vértex. Posteriormente
foi adicionado as amostras 10 mg de Polivinilpolipirrolidona (PVPP), amostras agitadas

vigorosamente e centrifugadas a 9.000 x G por 5 minutos & 4°C. Adicionado 500 puL TENP
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(tampéo Tris-HCL, EDTA, NaCl e PVPP) realizada centrifugacéo a 9.000 x G por 10 minutos
mantendo a temperatura de 4°C e coletado o sobrenadante em outro eppendorf. Apds algumas
repeticdes desse processo utilizando TENP o DNA foi precipitado com Isopropanol,
centrifugado a 9.000 x G por 10 minutos, com descarte do sobrenadante. Adicionado tampé&o
Phosphate e acetato de Potassio.

Amostras refrigeradas por uma hora e trinta minutos, seguido por centrifugacéo e
recuperacdo do sobrenadante contendo DNA. Adicionado acetato de sodio e etanol a essas
amostras que foram mantidas a -20°C por aproximadamente quinze horas. Amostras passaram
por lavagens com etanol 70% e centrifugadas a 9.000 x G durante 5 minutos e por fim o DNA
foi precipitado e ressuspendido.

O DNA extraido foi quantificado pelo método de espectrometria através do
equipamento NanoDrop™ Lite Spectrophotometer® que também utiliza como indicador de
qualidade e pureza da amostra a medida de absorbancia pelo comprimento de onda A260/A280
nm, onde valores de razdo entre 1,8 e 2,0 representam amostras com boa qualidade e sem
contaminantes provenientes da extracdo. Em relacdo a avaliacdo da integridade do DNA
extraido foi feito eletroforese do DNA gendmico em gel de agarose na concentracdo 0,6%
corado com Brometo de etideo. Ao fim desse processo foi possivel confirmar a integridade do
DNA e excluir contaminagdo por RNA. A eletroforese foi realizada em condigdes de tampé&o
TBE 0,5X a 80 volts de eletricidade e imagem obtida através do transiluminador UV.

5.6 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo de PCR foi padronizada a partir de 10 ng de DNA, foi utilizado o kit GoTag®
Flexi DNA Polymerase- Promega. A programacao utilizada no termociclador seguiu a ordem:
1 ciclo de 94°C por 5 minutos, 40 ciclos: 95° C por 15 segundos / 60°C 15 segundos/ 72° C por
33 segundos e 1 ciclo de 72°C por 9 minutos. Apos o final da reacdo de PCR foi feito o gel de

agarose 1,2% para analisar o produto gerado. Os Primers utilizados nesse processo foram:

Quadro 5: Sequéncia de primers utilizados no estudo.

Primer Sequéncia Tamanho pb

Bactéria VV3-V4 Forward (CCTACGGGNGGCWGCAG) 444pb
Reverse (GACTACHVGGGTATCTAATCC)
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Firmicutes Forward (GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA) 126pb
Reverse (AGCTGACGACAACCATGCAC)

Clostridium sp Forward (AAATGACGGTACCTGACTAA) 429pb
Reverse (CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA)

(JIAN et al., 2020, BAHL; BERGSTROM:; LICHT, 2012, JAMAR et al., 2018)
5.7 Quantificacdo por PCR em tempo real (QPCR)

A partir do DNA extraido foi produzida uma curva padréo utilizando o Primer Bactéria
V3-V4. Nesse processo foram utilizadas placas de 96 pocos que posteriormente foram seladas,
nas reacdes foi utilizado o kit GoTag® Probe qgPCR Master Mix, sistema Sybr Green (Applied
Biosystems, Life Technologies) e amostras reproduzidas em triplicata.

A partir dos valores obtidos com a curva padrao foi realizada a quantificacdo, na qual a
reacao utilizada para a qPCR teve um volume final de 10uL, sendo 4,9uL master mix, 0,1uL
de CXR (corante de referéncia), 3uL de primers, na concentragdo de 10 mM, 1pL de agua
milliq estéril e 1uL. DNA. Foram utilizados 6 pontos de diluicdo, com concentracfes diferentes
de DNA (10ng, 1ng, 0,1ng, 0,01ng, 0,001g e 0,0001ng). Todas as reacGes foram feitas em
triplicatas e foi utilizado o aparelho 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems). A
amplificacdo ocorreu nas respectivas temperaturas e tempos: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min,
40 ciclos referente a desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, seguidos pelo anelamento dos

primers a 60 °C por 1 minuto, e extensdo do fragmento de DNA desejado a 72 °C por 1 minuto.

Figura 3: Curva Padréo obtida a partir da amplificacdo de diferentes concentracdes de DNAg
bacteriano utilizando Primer para as regides hipervariaveis V3-V4

Curva Padrao 16S rRNA Bactéria V3-V4

30,00

26,69
25,17 .
2500
20,00 y =2,7966x + 10,372
R?=0,9835
13,84 S
15,00 3.8
10,00
5,00
0,00

10ng 1ng 0,1ng 0,01ng 0,001ng 0,0001ng
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A partir da equacéo da reta obtida na curva padréo 16S rRNA Bactéria VV3-V4 foi entéo
calculado o nimero de cépias de DNA bacteriano para o filo Firmicutes e género Clostridium.
Esse protocolo foi seguido para todas as 37 amostras utilizando 10ng de DNA, alternando
apenas o Primer utilizado quantificando assim o filo e o género. A mesma formula foi utilizada
para todas as amostras e foi obtido o niumero de copias de DNA e sua correspondéncia em
nanogramas, juntamente ao Ciclo Treshold (Ct) alcancado na amplificacéo.

Apos o célculo utilizando a equacdo da reta os valores obtidos foram aplicados a

seguinte formula para obter o nimero de cdpias de DNA bacteriano em cada amostra.

Num. cépias= [DNA (g/uL) x 6°022%1023 (pb/mol) / lenght (pb) x 660 (g/mol)]

Sendo que:

e DNA(g/uL) Concentracdo de DNA utilizado (10ng/ 1ng/ 0,1ng/ 0,001ng/ 0,0001ng/)
e Constante: 6°022%10%

e DNA de referéncia: 4,600.00pb (DNA E.coli)

e Constante: 660 (g/mol)

5.8 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas atraves do software GraphPad Prism verséo 8.0.1.
for Windows, (San Diego, CA, USA). Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para
dados normais foi realizado teste One-way ANOVA e pos teste de Tukey, enquanto para dados
ndo paramétricos foi utilizado teste Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn’s. Foram considerados
como valores significativos quando p value < 0,05. Foi correlacionado os parametros
bioquimicos, hormonais e indices metabdlicos com a quantificagdo do filo Firmicutes e
Clostridium. Para os dados paramétricos foi utilizado correlacdo de Pearson e para os dados nao

paramétricos correlacdo de Spearman.
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6 RESULTADOS
6.1 Dados sociodemograficos

A analise do perfil sociodemografico traz informagdes sobre a composicdo de cada
grupo. O grupo Sindrome metabdlica (SM) (n=13) é composto por seis mulheres em pré
menopausa e sete em pds menopausa onde a maioria possui idades entre 50-60 anos, com
nenhuma escolaridade ou com primeiro grau. Ainda nesse grupo 83,33% das mulheres em pré
menopausa possuiam companheiro enquanto 57% em pds menopausa nao tinham companheiro.
E possivel observar um grande uso do SUS pelas mulheres desse grupo e a maior renda se
concentra em 1-2 salarios minimos.

O grupo Obeso/Sobrepeso sem sindrome metabdlica (OB/SB) (n=13) também houve
um predominio a idade de 50-60 anos e destaca um aumento de mulheres com escolaridade de
2° Grau a nivel superior, ha um predominio de 2 e 3 filhos e a maior faixa de renda salarial se
repete entre 1-2 salarios-minimos.

As mulheres classificadas como eutroficas (n=11) a faixa etaria que se sobressaiu foi
55-60 anos, houve um destaque para o nivel escolar pois nesse grupo 80% das mulheres em pré
menopausa possuiam 2° Grau ou nivel superior enquanto 50% das mulheres em pds-menopausa
alegaram também essa escolaridade. Neste grupo considerando o total de mulheres (n=11)

apenas 3 mulheres ndo possuiam nenhum filho.

Tabela 1: Perfil sociodemografico referente aos grupos: Sindrome Metabdlica,
Obeso/Sobrepeso e grupo Eutréficas. Mantida a classificagdo de Pré menopausa e Pds-
menopausa em cada grupo.

Sindrome Metabdlica Obeso/Sobrepeso Eutroéficas
Pré (n=6) Po6s (n=7) Pré (n=6) Po6s (n=7) | Pré (n=5) P6s (n=6)
Faixa etaria
40-44 0 0 33,3% 0% 0% 0%
45-49 50% 0 33,3% 0% 60 % 17%
50-54 50% 43% 33,3% 43% 40 % 17%
55-60 0 57% 0% 43% 0% 67%
61-65 0 0 0% 14% 0% 0%
Escolaridade
Nenhuma/1° grau | 66,67% 71% 33% 43% 20% 50%
2° Grau a superior | 33,33% 29% 67% 57% 80% 50%
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Estado Civil

S/companheiro 16,67% 57% 50% 29% 20% 83%
Cl/companheiro 83,33% 43% 50% 71% 80% 17%
N° Filhos
0 0 14% 17% 0% 40% 17%
1 33,33% 14% 17% 14% 20% 33%
2 16,67% 29% 33% 43% 0% 17%
3 50% 14% 33% 14% 40% 33%
4 ou mais 0 29% 0% 29% 0% 0%
Sistema Saude
Publico 100% 71% 67% 86% 60% 100%
Particular 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Ambos 0% 29% 33% 14% 40% 0%
Renda mulher
<1 salario 33,33% 43% 33% 14% 40% 17%
1 salario 16,67% 43% 17% 29% 20% 50%
1 a 2 salarios 50% 14% 33% 43% 20% 17%
3 a5 salérios 0% 0% 0% 0% 0% 0%
> 5 salarios 0% 0% 17% 14% 20% 17%

Fonte: Elaborado pelo autor

6.2 Analitos bioquimicos

Foi constatada diferenca significativa nos valores de triglicerideos entre os grupos SM
e OB/SB (p= 0,0055) e SM e Eutroficas (p=0,0389). Niveis de glicose, e VLDL também
demonstraram diferencas significativas quando comparados SM versus OB/SB e SM versus
Eutroficas. Valores de HDL apresentaram diferenca entre os grupos SM versus OB/SB
(p=0,0180). Observada diferenca estatistica significativa no &cido Urico entre os grupos SM e
Eutroficas (p=0,0290). Por fim a PCR também se apresentou diferente entre os grupos SM

versus Eutréficas (p=<0,0001). Valores apresentados na Tabela 2.
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242,2+ 50,96

151,0
(109,0 - 279,5)

110,0
(102,5-141,5)
48,00
(44 — 51,50)

154,0
(132,0-175,0)

30,0
(22,0 — 55,5)

212,7+ 48,3

96,0
(54,0 - 120,0)

94,0
(81,0 - 97,0)
61,00
(52,50 — 67,00)

147,0
(106,5 - 161,5)

19,0
(10,5 - 24,0)

212,6 + 35,8

107,0
(79,0 - 117,0)

88,0
(85,0 - 96,0)
62,00
(49,0-75,0)

138,0
(91,0 - 162,0)

21,0
(16,0 - 23,0)

0,0055*

0,0054*

0,0180*

0,9045

0,0065*

>0,9999

>0,9999

>0,9999

>0,9999

>0,9999

Tabela 2: Analises bioquimicas para os grupos Sindrome metabdlica, Obeso/Sobrepeso e Eutréficas.

0,0389*

0,0085*

0,0560

0,8823

0,0449*
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Ureia

Célcio

Creatinina

Acido Urico

ApoA

ApoB

Lpa

PCR

31,08 + 10,07

9,66 + 0,33

0,72+0,10

5,68 +1,67

166,0 + 18,75

138,9 + 39,37

13,60

(5,00 - 40,45)

6,83
(3,28 - 13,85)

29,31+8,43

9,58 £ 0,32

0,77 + 0,088

4,83 +0,84

170,2 + 26,65

111,6 + 28,67

19,70

(10,95 - 38,25)

2,76
(1,51 - 5,65)

30,09 + 10,85

9,68 £ 0,47

0,79 + 0,083

4,21 +1,33

172 + 26,03

108,9 + 24,68

20,9

(13,20 - 40,30)

1,12
(0,82 - 1,28)

0,9561

0,8344

0,4464

0,2536

0,8946

0,0885

>0,9999

0,1116

0,9627

0,7754

0,8384

0,4947

0,9823

0,9766

>0,9999

0,0872

0,9627

0,9905

0,2026

0,0290*

0,8150

0,0697

>0,9999

<0,0001*

SM (n= 13); Obeso/Sobrepeso (n=13); Eutréficas (n=11); HDL= lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteina de baixa
densidade; VLDL= lipoproteina de densidade muito baixa; ApoA= apolipoproteina A; ApoB= apolipoproteina B; Lpa=
lipoproteina, PCR= proteina C- reativa. Dados normais expressos em média + desvio padrdo (M = DP) e dados ndo
paramétricos mostrados como mediana (max— min). Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para dados normais
realizado teste one-way ANOVA e pos teste de Tukey enquanto para dados ndo paramétricos utilizado teste Kruskal Wallis.
Significancia considerada quando p valor <0,05.
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6.3 Analitos hormonais

Em relacdo a dosagens hormonais foi verificado que apenas a insulina apresentou diferencas significativas entre o grupo SM e

obeso/sobrepeso (p=0,0009), e SM quando comparado a Eutréficas (p= 0,0001).

Tabela 3: Analises hormonais para os grupos SM, OB/SB e Eutroficas.

. 1) Sindrome Metabdlica (n=13)  2) Obeso/Sobrepeso (n=13) 3) Eutrdficas (n=11) P value P value P value
Analitos Mediana;1° - 3° Quartis ou Mediana;1° - 3° Quartis ou Mediana;1° - 3° Quartis ou
Média+DP Média+DP Média+DP ) () €=
Beta_—estradiol 28,29 15,39 15,02 0,4416 >0,9999 0,3498
(pico/dL) (15,96 - 51,24) (10,96 - 43,80) (6,04 - 51,30)
FSH (muUl/dL) 34,55 + 23,44 32,93 + 26,58 42,05 + 33,51 0,9879 0,7050 0,7888
LH (muUl/dL) 30,69 + 18,54 27,57 £ 19,85 33,32+ 20,35 0,9132 0,7546 0,9422
TSH (microUl/dL) 2,54 2,31 2,60 >0,9999 >0,9999 >0,9999
(1,69 - 3,73) (1,58 - 4,01) (1,22 - 4,85)
Insulina 13,84 £ 7,44 6,27 + 2,41 4,49 + 2,19 0,0009* 0,6438 0,0001*
(um/L)
Cortisol 15,04 £7,29 17,01 £9,19 17,79 £ 6,18 0,7755 0,8072 0,7755
(mcg/dL)

SM (n= 13); Obeso/Sobrepeso (n=13); Eutréficas (n=11); Dados normais expressos em média + desvio padrdo (M + DP) Dados ndo paramétricos mostrados mediana (max —
min). Realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para dados normais realizado teste one-way ANOVA e pos teste de Tukey enquanto para dados ndo paramétricos utilizado
teste Kruskal Wallis. FSH = Hormonio Foliculo estimulante; LH= Horménio Luteinizante; TSH= Hormonio Tireoestimulante. Significancia considerada quando p valor<0,05.
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6.4 Indices metabdlicos

Em relacdo aos indices metabolicos foi encontrada diferenca entre SM e OB/SB
(p=0,0288) e SM e Eutroficas (p=0,0441). J& o HOMA-IR mostrou-se diferente entre SM e
OB/SB (p=<0,0001) e SM comparada a Eutroficas (p=<0,0001) como mostrado na Tabela 4.
O IMC foi diferente entre o grupo OB/SB comparado a Eutroficas (p=0,0005) e quando
comparado SM a Eutroficas (p= <0,0001).

Tabela 4: indices metabdlicos para os grupos Sindrome metabdlica, Obeso/Sobrepeso e
Eutrodficas.

1)SM (n=13)  2)Ob/Sb(n=13)  3)Eu(n=11)  pyae P value P value
Mediana; Mediana; Mediana;
1°-3° Quartis  1°-3°Quartisou  1° - 3° Quartis (1-2) (2-3) (1-3)
ou Média+DP Média=DP ou Média+DP

IC 3,19+ 0,98 2,29 £ 0,68 2,32+ 0,86 0,0288* 0,9973 0,0441*

HOMA 415+23 1,44 £ 0,55 1,0+0,49 <0,0001* 0,7389 <0,0001*
(IR)

34,04 31,05 22,68 0,0005* <0,0001*

IMC  (28,56-42,28) (29,52 - 32,45) (19,27 - 23,60) >0,9999

SM (Sindrome Metabdlica n=13); Ob/Sb (Obeso/Sobrepeso n=13); Eu (Eutréficas n=11); IC = indice
de Castelli; HOMA (IR) = Homeostatic Model Assessment (Insulin Resistance); IMC = indice de massa
corporal. Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para dados normais realizado teste one-
way ANOVA e pos teste de Tukey, enquanto para dados ndo paramétricos utilizado teste Kruskal Wallis.
Significancia considerada quando p valor <0,05.

6.5 Avaliacdo do DNA extraido

O DNA das 37 amostras foi extraido e quantificado pelo método de espectrometria
através do equipamento NanoDrop™ Lite Spectrophotometer® que também utiliza como
indicador de qualidade e pureza da amostra a medida de absorbancia pelo comprimento de onda
A260/A280 nm, onde valores de razéo entre 1,8 e 2,0 representam amostras com boa qualidade
e sem contaminantes provenientes da extracdo. A Tabela 5 exemplifica algumas amostras que
foram utilizadas neste trabalho.
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Tabela 5: Avaliacdo da qualidade e pureza do DNAg extraido das amostras fecais.

Amostra A260/A280
M34 1,81
M35 1,92
M38 1,84
M39 2,0
M40 1,96
M45 1,82
M46 1,94
M47 1,82
M49 1,80
M52 1,87
M54 1,85
M55 2,0
M57 1,95
M58 1,80
M60 1,82

Elaborado pelo autor

Legenda: Todas as 37 amostras foram avaliadas utilizando o Nanodrop, 1uL de cada amostra
foi utilizado para a avaliacdo da qualidade e quantidade utilizando o equipamento
NanoDrop™ Lite Spectrophotometer®. Para uma melhor explicagéo apenas 15 amostras séo
mostradas na Tabela 5.

Também utilizamos como critério para verificar a qualidade das extracfes a analise em
gel de agarose. Como pode ser observado na figura 4, que é representativa das 37 amostras
desse estudo, o protocolo utilizado para extracdo de DNAg das amostras se mostrou eficiente.
E possivel observar na Figura 4 a presenca de uma banda integra de DNAg representando cada

amostra que foi utilizada para extracao.

Figura 4: Analise feita por meio da técnica de eletroforese em gel para avaliar da integridade
do DNAg extraido de amostras fecais.
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Foram aplicados 80ng de DNAg para avaliagdo por eletroforese em gel de agarose 0,6% em
TBE 0,5x e corado com Brometo de etideo. Fotodocumentado através de transiluminador.

6.6 Quantificagéo do filo Firmicutes e género Clostridium por metodologia de gPCR

Foram avaliados o filo Firmicutes e o género Clostridium na microbiota intestinal
através de amostras fecais. De posse dos resultados da quantificagéo inicialmente foi realizada
a analise comparativa com o numero de copias de DNA bacteriano do filo Firmicutes e do
género Clostridium em cada grupo SM, OB/SB e Eutréficas mostrando as fases reprodutivas

dentro de cada grupo.

Figura 5: Quantificacdo do nimero de copias de DNA bacteriano de Firmicutes e Clostridium
no grupo mulheres com sindrome metabdlica (SM) entre as fases reprodutivas.
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Fonte: Elaboracéo Propria

Realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk entre os dados, e para os dados ndo paramétricos feito o
teste Kruskal-Wallis, com pés teste de Dunn’s. Dados ndo paramétricos, sao mostrados com mediana
(méaximo — minimo). Grupo SM:13, pré-menopausa: 6; pds-menopausa:7. O nimero de copias de DNA
bacteriano foi obtido para cada mg de fezes.

N&o foi observada diferenca estatistica significativa entre os estagios de envelhecimento
reprodutivo tanto para filo quanto para género nesse grupo SM. Entretanto considerando a
mediana as mulheres em pré menopausa apresentaram maior nimero de cépias (1,96x10%°%) para
o filo Firmicutes. Avaliando o mesmo parametro de mediana em relacdo ao género Clostridium

mulheres em p6s-menopausa mostraram abrigar maior nimero de copias (2,35x10%).
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Figura 6: Quantificacdo do nimero de copias de DNA bacteriano de Firmicutes e Clostridium
no grupo mulheres Obesas e com Sobrepeso sem sindrome metabdlica (OB/SB) entre as fases
reprodutivas.
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Fonte: Elaboracdo Prépria

Realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk entre os dados, e para 0s dados ndo paramétricos feito o
teste Kruskal-Wallis, com pos teste de Dunn’s. Dados ndo paramétricos, sdo mostrados com mediana
(méximo — minimo). Grupo OB/SB: 13, pré-menopausa: 6, pés-menpausa:7. O nimero de cdpias de
DNA bacteriano foi obtido para cada mg de fezes.

Ao avaliar o grupo OB/SB ndo houve diferencga estatistica entre as fases pré e pos-
menopausa tanto para filo quanto para o género avaliado. Ao analisar o filo Firmicutes o maior
numero de copias de DNA bacteriano foi encontrado em mulheres em pds-menopausa indicado
pela mediana (1,74x10%°). O género Clostridium apresentou-se destacado em pré-menopausa
(2,00x10%9).
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Figura 7: Quantificacdo do nimero de cdpias de DNA bacteriano de Firmicutes e Clostridium
no grupo de mulheres Eutréficas entre as fases reprodutivas.
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Fonte: Elaboracéo Propria

Realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk entre os dados. Dados paramétricos, realizado teste One-
way ANOVA com pos teste de Tukey. Dados normais sdo mostrados com média e desvio padrao.
Eutroficas: 11, pré-menopausa:5, pds-menopausa:6. O nimero de copias de DNA bacteriano foi obtido
para cada mg de fezes.

Para o grupo de mulheres classificadas como Eutroficas, ndo foram visualizadas
diferengas significativas em relagdo ao numero de cdpias de DNA para o filo Firmicutes e para
0 género Clostridium. Avaliando a média entre os estagios mulheres em pGs-menopausa
apresentaram maiores valores para o filo Firmicutes (1,83x10%°). Mulheres eutréficas em pré
menopausa apresentaram maiores niveis de Clostridium (2,15x10%).

Posteriormente realizou-se uma analise comparativa para os niveis encontrados para o

filo e para o género, entre o0s trés grupos e suas respectivas fases de envelhecimento.

41



Figura 8: Andlise comparativa do nimero de cdpias de DNA bacteriano de Firmicutes entre 0s
estagios de envelhecimento reprodutivo.
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Fonte: Elaboracéo Propria

Realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk e para os dados ndo paramétricos feito o teste Kruskal-
Wallis, com pds teste de Dunn’s. Pré SM :6, Pré OB/SB:6; Pré Eutréficas:5, Pds SM:7, P6s OB/SB 7,
Pds Eutrdficas:6. Dados analisados como ndo paramétricos. O numero de copias de DNA bacteriano foi
obtido para cada mg de fezes.

N&o foi observada nenhuma diferenca estatistica significativa em relagcdo ao nimero de
copias de DNA bacteriano de Firmicutes entre as fases de envelhecimento reprodutivo nos
grupos analisados. Porém mulheres portadoras de Sindrome metabdlica em pré menopausa
apresentaram maiores valores de mediana para o filo Firmicutes (1,965x10%°), enquanto o grupo
OB/SB apresentou menor nimero de copias (1,730 x10?°) na mesma fase reprodutiva. Foi
verificado que mesmo em fase de pds-menopausa o grupo SM manteve-se apresentando maior

numero de copias de DNA referente ao filo Firmicutes (1,880 x10%).
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Figura 9: Andlise comparativa do nimero de copias de DNA bacteriano de Clostridium entre
0s estagios de envelhecimento reprodutivo e entre 0s grupos.
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Fonte: Elaboracdo Prépria

Realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk entre os dados, e para os dados ndo paramétricos feito o
teste Kruskal-Wallis, com pos teste de Dunn’s. Pré SM:6, Pré OB/SB:6; Pré Eutroficas:5, P6s SM 7,
Pbs OB/SB:7, P6s Eutrdficas:6. Dados analisados como ndo paramétricos. O numero de cdpias de DNA
bacteriano foi obtido para cada mg de fezes.

N&o foi observada nenhuma diferenca estatistica significativa para o género Clostridium
entre as fases de envelhecimento reprodutivo nos grupos. Avaliando pelos valores de mediana
foi observado que em pré menopausa 0 grupo SM apresentou maior numero de copias de DNA
para Clostridium (2,29x10%°) enquanto o grupo OB/SB manteve um niimero menor (2,00x10%°).
Quando avaliado a p6s-menopausa o resultado foi semelhante pois o grupo SM também
mostrou maior nimero de copias de DNA para Clostridium (2,35x10%°), enquanto no grupo

OB/SB manteve-se 0 menor ndimero de copias (1,88x10%).
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6.7 Correlacdes para o filo Firmicutes e género Clostridium com os parametros bioquimicos, hormonais e metabdélicos.

Foi realizada a analise buscando possiveis correlagGes entre os niveis de Firmicutes e Clostridium com as dosagens bioquimicas e hormonais
nos grupos deste estudo. Dados apresentados na tabela 6. Foi encontrada uma relacao significante entre o filo Firmicutes, o género Clostridium em
mulheres do grupo SM com os niveis de calcio. Outra correlacdo encontrada no mesmo grupo foi em relacdo aos niveis de LH. Mulheres do grupo

Eutroficas apresentaram correlacdo significativa entre o filo Firmicutes e horménio TSH.

Tabela 6: Correlagdes entre niveis de Firmicutes e Clostridium nos grupos SM, OB/SB e Eutréficas com variaveis bioquimicas e hormonais.

CT TG Glic HDL | LDL | VLDL | Ureia | Célcio Crea Au
Sindrome 0,249 0,137 | 0,054 | 0,063 | 0,129 | -0,137 | 0,059 | 0,726* | -0,260 0,535
Metabdlica
L. ApoA ApoB Lpa PCR | Estr | FSH LH TSH | Insulina | Cortisol
Firmicutes

0,326 0,311 | 0,324 | -0,269 | 0,055 | 0,245 | O0,717* | -0,299 | -0,347 0,148

CT TG Glic HDL | LDL | VLDL | Ureia | Célcio Crea Au
0,123 -0,428 | 0,060 | 0,227 | 0,088 | -0,428 | -0,064 | 0,601* | -0,380 0,412

ApoA ApoB Lpa PCR | Estr | FSH LH TSH | Insulina | Cortisol
0,101 0,224 | 0,082 | -0,324 | -0,07 | 0,236 | 0,589* | -0,252 | -0,324 0,195

CT TG Glic HDL | LDL | VLDL | Ureia | Célcio Crea Au
OBJ/SB 0,157 0,174 -0,02 | -0,136 | 0,201 | 0,120 0,335 0,484 0,215 0,130
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Firmicutes ApoA ApoB Lpa PCR | Estr | FSH LH TSH | Insulina | Cortisol
0,113 0,171 | 0,007 | -0,2148 | 0,049 | 0,186 | 0,221 | 0,264 | -0,298 0,0983
CT TG Glic HDL | LDL | VLDL | Ureia | Célcio | Crea Au
OB/SB 0,144 0,072 | -0,08 | -0,081 | 0,18 | 0,028 | 0,433 | 0,506 0,243 0,070
Clostridium | ApoA | ApoB | Lpa | PCR | Estr | FSH LH TSH | Insulina | Cortisol
0,171 0,151 | 0,016 | -0,2112 | 0,021 | 0,100 | 0,157 | 0,263 | -0,255 0,066
Eutroéficas CT TG Glico | HDL | LDL | VLDL | Ureia | Calcio Crea Au
Firmicutes 0,297 0,406 | 0,106 | 0,363 | 0,059 | 0,449 | 0,339 | 0,071 0,213 0,334
ApoA ApoB Lpa PCR | Estr | FSH LH TSH | Insulina | Cortisol
0,405 0,077 | -0,44 | -0,350 | 0,022 | 0,230 | 0,232 | 0,671* | -0,157 | -0,2513
Eutroficas CT TG Glic HDL | LDL | VLDL | Ureia | Célcio Crea Au
Clostridium -0,173 -0,263 | 0,265 | 0,353 | -0,18 | -0,255 | 0,311 | -0,166 | -0,270 0,034
ApoA ApoB Lpa PCR | Estr | FSH LH TSH | Insulina | Cortisol
0,381 -0,260 | -0,24 | -0,346 | 0,309 | -0,039 | -0,024 | 0,481 | -0,040 -0,093

Legenda: CT= colesterol total; TG= triglicerideos; Glic= glicose; HDL= lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteina de
baixa densidade; VLDL= lipoproteina de densidade muito baixa; Crea = creatinina; Au= &cido Urico; ApoA= apolipoproteina
A; ApoB= apolipoproteina B; Lpa= lipoproteina, PCR= proteina C- reativa, Est= beta-estradiol. Para os dados paramétricos foi
feita a correlacdo de Pearson e para os dados ndo paramétricos a correlagdo de Spearman. *Correlacdo de Pearson:Grupo SM:
Firmicutes e célcio; p=0,0049 e Firmicutes e LH; p=0,0058; Clostridium e calcio; p= 0,0295 e Clostridium e LH; p=0,0340;
Grupos Eutréficas: Firmicutes e TSH; p= 0,0237.
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Tabela 7: Correlagbes entre niveis de Firmicutes e Clostridium nos grupos SM, OB/SB e
Eutrdficas com variaveis metabdlicas.

GRUPO IC HOMA-IR IMC
Sindrome
metabdlica -0,03823 -0,3029 -0,2221
Firmicutes
0,001517 -0,2701 -0,2338
Obeso/Sobrepeso
Firmicutes 0,2755 -0,3051 -0,1574
Obeso/Sobrepeso
Clostridium 0,2095 -0,2741 -0,2058
Eutréficas
Firmicutes -0,1325 -0,1413 -0,4018
Eutroficas
Clostridium -0,3913 -0,02418 0,1000

Legenda: Para os dados paramétricos realizada a correlagao de Pearson e para os dados ndo paramétricos
a correlagdo de Spearman. IC: Indice de Castelli; HOMA-IR: Resisténcia a insulina; IMC: Indice de

Massa Corporal.

N&o foram observadas nenhuma correlagdo significante entre os trés grupos (SM,

OB/SB e Eutroficas) e as variaveis metabdlicas.
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7 DISCUSSAO

Com o aumento da expectativa de vida mais mulheres estdo vivenciando o periodo do
climatério e seus efeitos bioguimicos, hormonais, metabolicos e psicossociais (IBGE, 2010;
BRASIL, OMS, 2018, BRASIL, 2008). Estudos como o de Gaspard; Gottal; Van Den Brle
(1995) fazem uma associagéo direta com mulheres que estdo na transicdo menopausal e o fato
de essas terem mais chances de desenvolver a sindrome metabolica. Outro fator importante e
que esta relacionado a essa fase € a microbiota intestinal, esse ambiente é dinAmico e pode ser
alterado por diversos fatores influenciando diretamente nas condi¢des de saude e doencas nos
seres humanos (KOREN et al., 2012, PEREZ-COBAS et al., 2013).

Foram obtidos resultados neste estudo que indicaram que a maioria das mulheres que
foram identificadas como portadoras de sindrome metabélica no climatério ndo tinha nenhuma
escolaridade ou estudaram apenas até o primeiro grau do ensino médio. A maior parte dessas
mulheres com esse grau de instru¢do encontravam-se na fase de pés-menopausa (Tabela 1). Em
contrapartida os resultados referentes ao grupo de mulheres Eutréficas em pré menopausa
mostram que 80% possuem segundo grau completo. No grupo Obeso/ Sobrepeso sem sindrome
metabolica encontramos 67% de mulheres pré menopausadas com segundo grau (Tabela 1).

Um estudo realizado por WAMALA et al., (1999) na Suécia, com mulheres na faixa
etaria de 30 a 65 anos, teve como resultado que a baixa escolaridade se associa com 0 aumento
de risco de sindrome metabdlica em mulheres de meia-idade. Os resultados encontrados neste
estudo corroboram com o estudo na Suécia, pois como mostrado anteriormente mulheres
portadoras de SM foram as que apresentaram o menor nivel de escolaridade (Tabela 1).

Outro estudo realizado na regido Sul do Brasil, com 236 mulheres em estado
menopausal, foi demonstrado que uma maior escolaridade estava associada ao grupo de pré-
menopausa, enquanto no grupo de pds-menopausa foi observado uma maior prevaléncia de
comorbidades, sobrepeso e obesidade (DE LORENZI et al., 2009). Os resultados obtidos
avaliando as 37 mulheres na cidade de Ouro Preto, indicaram que as mulheres com menor grau
de instrucdo possuiam a condicdo de Sindrome metabodlica, 0 que pode sugerir uma relacao
entre essa baixa escolaridade e o risco de desenvolver SM, obesidade e ou sobrepeso. Isso pode
ser explicado pelo fato de que um maior nivel de escolaridade possa trazer conhecimentos e
maiores cuidados com a saude de forma geral.

Avaliando entdo o grupo de mulheres eutréficas, elas apresentaram maior grau de
escolaridade e apresentaram maior nimero de mulheres sem filhos, fato que também pode estar

relacionado a uma maior alfabetizagdo. De acordo com HAIDAR; OLIVEIRA,;
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NASCIMENTO (2001) em um estudo realizado em S&o Paulo, Brasil, mulheres com menor
escolaridade tem uma maior quantidade de filhos quando comparadas as mulheres com maior
escolaridade. O estudo ainda atribui esse achado a falta de informacéo, e a falta de acesso a
servicos de saude por parte das mulheres com menor grau de alfabetizacéo.

Em relacdo aos resultados das andlises bioguimicas o grupo SM apresentou valores
medianos de 151 mg/dL para triglicerideos, esse valor é considerado acima dos parametros e
componentes recomendados pela National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment
Panel 111 (NCEP-ATP III). O grupo de mulheres com SM apresentou maiores niveis de VLDL
em relacdo aos demais grupos e isso foi significativo. Avaliando também a lipoproteina de alta
densidade (HDL) esse analito se mostrou diminuido no grupo SM em relacéo ao grupo OB/SB
com uma diferenca significante (Tabela 2). De acordo com FONSECA et al., (2019) a redugéo
acentuada na producéo de estrogénio ap6s a menopausa contribui para a disfuncao endotelial e
distdrbios no perfil lipidico. Junto a isso uma maior prevaléncia de sindrome metabolica vem
sendo associada ao periodo de pds-menopausa (LAMISSE, 2009).

Altos indices de triglicerideo, VLDL, LDL, além de uma diminuicéo do colesterol HDL
vem se associando a mulheres no climatério e com sindrome metabolica, caracterizando um
perfil mais aterogénico (FONSECA et al., 2019, Gaspard; Gottal; Van Den Brile.,1995). Ainda
em relacdo a bioquimica ( Tabela 2), foi observado diferenca significativa na proteina C reativa
(PCR) no grupo de SM versus Eutroficas (p<0,0001), ja o analito glicose ocorreu
diferencassignificativas entre os grupos SM versus OB/SB (p=0,0054) e SM versus Eutroficas
(p=0,0085). Por fim o analito acido urico que apresentou diferenca significativa entre mulheres
com SM versus mulheres Eutroficas (p=0,0290).

A proteina C reativa € liberada pelo figado sob a estimulacdo de citocinas como TNF-a
e interleucina-6, essa proteina é conhecida como marcadora de inflamacdo (OKOSUN, 2008,
(CASTELL et al., 1990). O tecido adiposo contribui para a liberacdo e producdo de citocinas
(MCGOWN; BIRERDINC; YOUNOSSI, 2014), sugerindo uma relacdo entre um maior
acumulo de gordura com aumento desse marcador inflamatdrio no sangue. Nossos resultados
corroboram com um estudo realizado na Tailandia que observou maiores concentraces de PCR
em mulheres com sindrome metabdlica quando comparadas aquelas sem SM (HILLMAN et
al., 2010). Além disso, estudos sugerem a relagdo entre fatores inflamatorios, resisténcia a
insulina e sindrome metabdlica (NASH, 2005, YUDKIN et al., 1999) fazendo uma associacéo
gue individuos com sindrome metabdlica possuem uma glicose mais elevada do que individuos
eutréficos. Além disso dentre os critérios utilizados nesse trabalho para definir a presenca de

sindrome metabolica, a glicose em jejum elevada > 110 mg/dL é parametro caracteristico dos
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individuos que possuem esse transtorno.

Como dito anteriormente a taxa de prevaléncia de sindrome metabdlica aumenta para
mulheres no climatério (de Gaspard; Gottal; Van Den Brdle ; 1995), nessa fase também ocorre
a queda de estrogénio, hormdnio esse que reduz os nives de acido Urico no sangue (NICHOLLS;
SNAITH; SCOTT, 1973, SUMINO et al., 1999). Existem estudos que relacionam o aumento
do AU ao periodo de menopausa (WINGROVE; WALTON; STEVENSON, 1998) e pesquisas
que relacionam o aumento de AU a mulheres com sindrome metabolica independente do estado
de menopausa (JOO et al., 2014).

Todos os dados desse estudo que se referem a insulina, seja nos analitos bioquimicos
(glicose), hormonais (insulina) ou nos indices metabolicos (HOMA-IR) apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os grupos SM versus OB/SB e SM versus Eutroficas (Tabela 2,3
e 4), isso ocorre, pois, grande parte dos individuos com sindrome metabolica possuem glicose
elevada, chegando a ter valores tao altos que geram resisténcia a insulina. Por isso a resisténcia
a insulina é comumente relacionada a sindrome metabdlica (NASH, 2005, YUDKIN et al.,
1999).

Em relacdo aos outros indices metabdlicos (Tabela 4), o indice de Castelli (IC) que
avalia o risco cardiovascular mostrou diferenca significativa entre os grupos de mulheres com
sindrome metabdlica versus OB/SB e entre as mulheres com SM versus mulheres Eutréficas.
A sindrome metabolica se caracteriza por um conjunto de fatores de risco cardiovascular, entre
esses esses fatores podemos citar a lipoproteina de alta densidade (HDL), que é usado para o
calculo do IC-1 ( Colesterol total/ HDL). Um estudo realizado por GORDON et al., (1977),
sugere uma relacdo direta com a baixa do HDL e o aumento do risco cardiovascular. O mesmo
ocorre para o colesterol total, grandes quantidades desse analito pode formar placas que
obstruem a passagem de sangue no coragao provocando infarto.

Ja o indice de massa corporal (IMC) é um indicador de composi¢do corporal para
classificacdo do estado nutricional, é calculado dividindo o peso (em kg) pela altura ao
quadrado (em metros). Os parametros recomendados pela OMS, estdo no (Quadro 3). Esse
indice metabolico mostrou diferenca significativa entre os grupos OB/SB versus Eutréficas e
SM versus Eutroficas (Tabela 4). Além da | Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da
Sindrome Metabdlica, o IMC foi utilizado para dividir as mulheres em grupos nesse estudo.
Sendo que o grupo com SM apresentou a maior mediana de IMC (34,04), dados esse que
corroboram com uma pesquisa realizada no sul do Brasil (FOGACA et al., 2019). De acordo
com os resultados dessa pesquisa quanto maior o IMC maior é a ocorréncia de sindrome

metabolica. Além disso observando o aumento do IMC do grupo de mulheres com SM, notou-
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se que nesse mesmo grupo também ocorreu uma elevacdo nos niveis de triglicerideos, da
glicose em jejum e uma redugdo dos niveis do colesterol HDL, resultados esse que foram
descritos por REZENDE et al., (2006).

Avaliando entdo a microbiota intestinal das 37 participantes foi feito a extracdo do DNA
fecal e, foi utilizado a técnica de eletroforese em gel de agarose (Figura 4), técnica essa que é a
mais utilizada na Biologia Molecular para avaliar a integridade e pureza do DNA
(KIRKPATRICK, 1991). Através do gel de agarose, as moléculas de DNA migram e a
velocidade dessa migracdo € definida pelo tamanho do DNA, concentragdo de agarose,
conformacdo do DNA, voltagem que é utilizada, buffer de eletroforese e tipo de matriz (LEE
etal., 2012).

Outra técnica de Biologia Molecular utilizada nesse estudo foi a qPCR, utilizada para
fazer uma quantificacao do filo Firmicutes e do género Clostridium na microbiota intestinal dos
grupos de mulheres dessa pesquisa (SM, OB/SB e EU) demonstrando assim possiveis
diferengas na microbiota dessas mulheres. A primeira anélise (Figura 5) foi demonstrado o
namero de copias de DNA bacteriano de Firmicutes e do género Clostridium no grupo de
mulheres com SM entre as fases reprodutivas (mulheres em Pré e P6s-menopausa). Néo foi
observada diferenca significativa entre os estagios de envelhecimento reprodutivo tanto para o
filo quanto para o género analisados, porém mulheres em pré-menopausa apresentaram um
maior niimero de copias de DNA bacteriano referente ao filo Firmicutes (1,96x10%%), e mulheres
em pds-menopausa uma maior quantidade de DNA bacteriano referente ao género Clostridium
(2,35x10%%). A mesma analise comparativa foi feita para os grupos OB/SB (Figura 6) e
Eutroficas (Figura 7) separadamente, tendo como resultado que tanto as mulheres em pré-
menopausa do grupo OB/SB como do grupo de mulheres Eutroficas possuiam em sua
microbiota uma maior quantidade de numeros de cdpias de DNA referente ao filo Firmicutes,
ja as mulheres em p6s-menopausa foi observado uma maior quantidade do género Clostridium.

Um estudo transversal semelhante realizado com 74 mulheres em pré-menopausa
encontrou uma maior propor¢do de Firmicutes/Bacteroidetes em mulheres com distarbios
metabolicos (DM), quando comparada a mulheres obesas e com sobrepeso sem distdrbios
metabolicos e grupo controle com mulheres eutréficas (CHENG et al., 2012). Nesse mesmo
estudo foi encontrado na microbiota intestinal de mulheres com DM maiores quantidades de
Clostridium sp. Estudos com camundongos obesos mostraram que esses animais possuem em
sua microbiota intestinal uma maior quantidade do filo Firmicutes e uma menor do filo
Bacteroidetes, sendo o primeiro associado a um aumento na capacidade de coletar energia da
dieta (LEY et al., 2005, TURNBAUGH et al., 2006). De acordo com SANTOS-MARCOS et
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al., (2018) mulheres em pré-menopausa apresentam em sua microbiota intestinal uma razéo
mais elevada de Firmicutes/Bacteroidetes do que mulheres em pds-menopausa. Apesar do
nosso estudo ndo ter avaliado Bacteroidetes, 0s niveis de Firmicutes maiores em pré e pos
menopausa podem auxiliar em estudos futuros sobre o ganho de peso nessa fase, ja que
Firmicutes € associado a microbiota de pessoas com obesidade

Em relacdo a obesidade, ela afeta 65% das mulheres em p6s-menopausa e esta associada
ao aparecimento de disfuncdo metabdlica (LEENERS et al., 2017). Bactérias da familia
Clostridiaceae que abrigam o género Clostridium, avaliado neste estudo vem se associando a
obesidade, um estudo com isoflavonas de soja em mulheres na pds-menopausa suprimiu a
concentracdo dessas bactérias (FRANKENFELD et al., 2014 ; NAKATSU et al., 2014). N&o
existem muitos relatos na literatura que associem o filo e o género analisados a sindromes desse
estudo e ao estagio de envelhecimento reprodutivo.

Posteriormente foi feita a analise comparativa do nimero de copias de DNA bacteriano
presente nos grupos (SM — OB/SB — Eutrdficas) e sua comparagdo entre o0s estagios
reprodutivos pré e ps menopausa. Essa analise foi feita primeiro para o filo Firmicutes (Figura
8) e depois para o género Clostridium (Figura 9), de forma separada. Ndo foram encontradas
diferencas significativas em nenhuma dessas duas analises porém, ao analisarmos o filo
Firmicutes é indicativo que mulheres na pré-menopausa com SM apresentam um maior nimero
de copias de DNA (1,965x102%), o mesmo ocorreu na fase de pés-menopausa (1,880 x10%°) com
SM. Ao analisarmos o género Clostridium destacou-se que o grupo SM na pré-menopausa € ha
pOs-menopausa possuem maiores copias de DNA.

Observando entéo essa quantificacdo de Firmicutes e Clostridium dentre os trés grupos
e suas fases Pré e PG6s menoausa, pode-se discorrer sobre alguns aspectos. Neste estudo
avaliando o grupo SM apresentaram niveis mais elevados de glicose, triglicerideos,
concentracdes de lipoproteina de baixa densidade (LDL), e menores concentracdes de HDL,
resultado esse que ja foi observado em outro estudo (CHENG et al., 2012). Avaliando todos 0s
dados em conjunto pode-se sugerir que hd uma possivel relacdo entre a presenca de SM com 0s
maiores niveis do filo Firmicutes e do género Clostridium com um perfil mais aterogénico.
Porém devido as limitacdes do estudo, um N amostral pequeno, essas sdo suposi¢oes que levam
a essas relacdes. E necessario minimizar as limitages para obter a certeza dessa correlagéo.

Um estudo realizado com 70 mulheres em fase de climatério residentes da cidade de
Ouro Preto — MG, analisou 4 géneros na microbiota intestinal dessas mulheres utilizando
também gPCR, sendo eles Clostridium, Lactobacillus, Bacteroides e Bifidobacterium. Neste

estudo o género que se apresentou mais abundante foi Clostridium (73,4%) (SILVA, 2021),
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sugerindo que talvez possa existir uma relacdo do aumento desse género na microbiota
intestinal com esse periodo.

As Ultimas andlises buscaram possiveis correlagBes entre os niveis de Firmicutes e
Clostridium com as variaveis bioquimicas, hormonais (Tabela 6) e metabdlicas (Tabela 7) em
cada grupo de mulheres (SM, OB/SB e Eutrdéficas). Foi observado no grupo de SM, correlagéo
entre Firmicutes e célcio (p= 0,0049) e Firmicutes e LH (p =0,0058), para o género Clostridium
0s mesmos analitos apresentaram correlagdo (Tabela 6). O célcio tem como fun¢do manter a
salde neurologica, cardiaca e atua principalmente na manutencdo 6ssea (JAFARI-GIV et al.,
2019). Estudos relacionam o periodo do climatério e a queda do hormdnio estrogénio a uma
diminuicdo na densidade dssea, e desenvolvimento de osteoporose (CAULEY et al., 2012;
GUTHRIE et al., 2004).

Um estudo com a populacéo coreana analisou a associacao da ingestao de calcio na dieta
com sindrome metabdlica e como resultado foi observado que em mulheres em pos-menopausa
a incidéncia de sindrome metabdlica diminuiu significativamente no grupo que a ingestéo diaria
de célcio era> 400 e <800 mg em comparag¢do com 0 grupo cuja ingestao era <400 mg por dia.
Além disso, a pesquisa relatou que a prevaléncia de osteoporose diminuiu com o aumento
moderado na ingestdo de calcio em mulheres na pds menopausa (KIM et al., 2017). Em 1998
Zemel et al., relacionaram que o calcio na dieta poderia contribuir para a prevencdo da
obesidade. Outro estudo com ratos albinos observou que o célcio se liga aos acidos graxos e a
bile no intestino diminuindo assim a absor¢cdo de gordura e reducdo do colesterol
(FLEISCHMAN et al., 1966). Como foi observado em nossos resultados as mulheres com SM
sd0 0 grupo que possui maior colesterol, além disso varios estudos relacionaram Firmicutes e
Clostridium a microbiotas de individuos obesos, com niveis elevados de LDL, triglicerideos e
baixos niveis de HDL podendo assim ser feita uma correlacéo entre o calcio e o filo e género
estudados (LEY et al., 2005, TURNBAUGH et al., 2006, CHENG et al., 2012). Uma dieta
pobre em célcio pode se associar com o aumento das bactérias pertencentes a Firmicutes que
inclui Clostridum.

O Horménio Luteinizante (LH) € produzido na Adeno-hipofise e tem como funcéo
estimular a ovulacdo e a formacao do corpo lateo, esse horménio é muito importante no ciclo
reprodutivo da mulher (ARRUDA et al., 2011). Com a chegada do climatério a comunicagédo
entre o hipotalamo, adeno-hipofise e ovarios sofre alteracbes, ocorre um decaimento dos
foliculos ovarianos, mas a adeno-hipéfise continua a secretar o horménio foliculo estimulante
(FSH) e LH, aumentando assim a concentragdo desses horménios na corrente sanguinea
(BURGER, 2008, BRASIL, 2008). A hiperandrogenemia (HA) é uma das caracteristicas da
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Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP), mulheres com essa sindrome tem o LH mais elevado
gue por sua vez produz andrégenos em excesso enquanto o Horménio Foliculo Estimulante
(FSH) é reduzido sendo responsavel pelo comprometimento da foliculogénese (AZZIZ et al.,
2016). A HA vem se relacionando a maiores chances de desenvolvimento de obesidade,
hipertensédo, diabetes tipo 2, resisténcia a insulina, alguns desses fatores sdo caracteristicas de
individuos que possuem SM (QI et al., 2021). Como dito anteriormente alguns estudos
relacionam a alteragdo da microbiota induzida por obesidade a um aumento da propor¢éo
Firmicutes/ Bacteroidetes na microbiota intestinal (BERVOETS et al., 2013, LEY et al., 2005,
TURNBAUGH et al., 2006). Clostridium também vem se associando a modificacdes na
microbiota de individuos obesos e com disturbios metabodlicos CHENG et al., 2012). Sendo
possivel que exista uma rela¢do entre 0 aumento de Firmicutes e Clostridium com um aumento
do hormonio LH.

Nossos resultados mostraram no grupo de mulheres Eutréficas uma correlacdo negativa
entre Firmicutes e TSH, p= 0,0237 (Tabela 5). Isso pode indicar que o filo estudado tem um
impacto nesse hormonio, por exemplo um aumento de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes
pode ocasionar um decréscimo no nivel do hormonio tiroestimulante (TSH). Existem estudos
que correlacionam as concentracdes de TSH e o hipotireoidismo a idade avancada (SURKS;
HOLLOWELL, 2007, RAZVI et al., 2008). Um estudo com mulheres da cidade da Poznan,
Polénia observou que o nervosismo em mulheres na menopausa esté relacionado ao estado dos
horménios tireoidianos (SLOPIEN et al., 2020). Entre os filos dominantes na microbiota
intestinal destaca-se Firmicutes que é composto em sua maioria por bactérias gram positivas e
Bacteroidetes que tem predominio de bactérias gram negativas. O aumento de bactérias gram
negativas na microbiota intestinal foi associado ao aumento da permeabilidade intestinal
(SCHIMIDT, 2017; FLOR, 2017). Uma alteracdo na composi¢do da microbiota (disbiose)
aumenta a permeabilidade intestinal que tem impacto direto na tireoide (FROHLICH; WAHL,
2019, LERNER; JEREMIAS; MATTHIAS, 2017).

E importante ressaltar que o N amostral (37 mulheres) deste estudo foi um fator limitante
nas analises, é possivel observar na tabela 1 que o numero de mulheres em cada subgrupo,
sendo eles pré-menopausa e pés-menopausa € pequeno. Sendo assim € necessario aumentar o

N amostral para obter mais robustez em nossos resultados.
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8 CONCLUSAO

Os principais resultados obtidos neste trabalho foram:

Os dados sociodemograficos mostraram uma associacdo entre baixo grau de

escolaridade e maior niimero de mulheres com sindrome metabdlica no climatério.

Observou-se que todos os analitos bioquimicos, hormonais e metabdlicos tiveram niveis

mais elevados no grupo de mulheres com SM.

Em relacdo aos ensaios de qPCR utilizando as amostras fecais ndo foi observada
nenhuma diferenca estatistica, porém é indicativo que o grupo SM apresenta maior
nimero de copias de Firmicutes e Clostridium em relacdo a mulheres OB/SB e

Eutroficas.

A correlacdo nos grupos entre o filo e género com os analitos hormonais, bioquimicos
e metabolicos mostrou uma associagdo significante no grupo SM do filo Firmicutes com
calcio e LH, e do género Clostridium com célcio e LH. J& no grupo de mulheres

Eutroficas a associacdo ocorreu entre Firmicutes e TSH.

Em conjunto podemos concluir uma relagdo entre as mudancgas bioquimicas, hormonais e

metabdlicas em mulheres com sindrome metabdlica e em transicdo menopausal, mais estudos

sd0 necessarios para saber se essas mudancas sdo acompanhadas por alteracdes significativas

na microbiota fecal. E necesséario aumentar o N amostral para obter mais robustez em nossos

resultados.
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9 PERSPECTIVAS

Promover a continuidade nas analises da microbiota fecal dos grupos de mulheres
analisadas nesse estudo que residem em Ouro Preto, acompanhando as mesmas atraves
do projeto de extensao ligado ao Programa AMBAR “Microbiota e Satide da Mulher no
climatério.”

Utilizar abordagens 6micas para identificar espécies bacterianas predominantes na
microbiota das mulheres que estdo no climatério e apresentam os sintomas da Sindrome

Metabolica.
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doengas em muiheres no climatério.

Pesquisador: RENATA GUERRA DE SACOTA

Area Temitica:

Versio. 2

CAAE. 20723420.8.0000.5150

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Ouro Preto
Patrocinador Principak Financiamento Propno

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3057.204

Apresentagdo do Projeto:

As informagdes contdas nos campos "Apresentacdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa® ¢ "Avaliagdo dos
Riscos @ Beneficios™ foram obtidas dos documentos contends as Informagdes Bascas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1511637 paf de 04/03/2020) e do Projeto Detainado.

O3 seres humanos ¢ sua microbiota integram relagdes genéticas € metabshicas a3 quais avxiliam na sua
adaptag3o 30 meio. A grande maionia desses MSIOOrganismos No oorps humano é encontrada no intestino,
@ distribuida em mais de 500 espécies que auxilam em diversos processos fisiologicos. A mudanca nos
horménios sexuais feminines, em destaque 3 recug3o ou auséncia do estrogénio, leva 3 uma modulacdo da
microbiota podendo altera-la causando uma disbicse intestinal Esse desequilibrio ¢ provocado pela
diminuipdo de bactérias boas do intestino, ocasionando alteragdes no estroboloma, um agregado de
MICroorganismMos capazes de metabolizar o astrogénio influencando nos processos fisiolégicos
dependentes do mesmo, podende acarretar o surgimento de doengas crinicas como obesidade. doengas
cardicvasculares. osteoporose. diabetes. Diante desse contexto de alteragdes hormonais que
desencadeiam modificagdes no metabolizmo do estrogénic podendo deflagrar doengas erdnicas, esse
251U VISE CATACIENZar 3 mcrodiota intestinal € vagnal de muiheres no chkmatérno, @ comelacionar com o

63



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
OURO PRETO

7. Os documantos SUDMENCOs 30 Sisiema CEF/CONEp que NEcesSiam de AsSSNANIIA OOS responsives
devem ser encaminhados. preferenciaiments, com certificagio digital ou por documento digitalizado. Sera
200t em cardter excepoional. 3 dispenta das 3LTAINTIS NOL COCUMENIOS NECEsLanos para 3 submeesio
dos protocoios de pesquisa, durante o periode em que estiverem instaladas 33 medidas de seguranca para
a sadde publica. A devida retificagio deverd ser submetda a0 sistema CEP/CONEP, assim que possivel.

Cormmeags o Pamcer 3947 304

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Dianto do exposto, o CEP/UFCP, de acordo com as atnbuizdes definidas na Resolugdo CNS n? 488 de 2012
@ na Norma Operacional n® 001 de 2012 do CNS, manifesta-se pela aprovag3e do projeto de pesquisa
proposto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Efica em Pesquisa CEP/UFOF, de acordo com as ainbuicdes defindas na Res. CNS 288/12
2/ou Res. CNS 510/18, manifesta-se pala APROVAQRO cests protocolo de pesquisa. Ressala-se s0
pesquisador responsavel pelo projeto o compromisso de envic a0 CEP/UFOP, um ano apas o inicio do

projeto, do relatdrio final ou parcial de sua pesquisa, encaminhado por meic da Plataforma Brasil,
informando, em qualquer (empo, O andamento da MESMA, COMUNICANTD também evenios adversos e
eventuais modificacdes no protocoio.

Este parecer foi elaborado baseado nos dooument baixo relacionad:

Tipo Documento Arquive Postagem Autor

Situagio
Informacdes Basicas| FE_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 08042020 Aceiio
goFromts ~ IROJETO 1311037.p0F 18:33:52
Projeto Detathado / | ProjetoFinalDors doex 04022020 |RENATA GUERRA | Acsito
Brochura 16:06:57 |DE SACOTA
| Investasdor
Deciaracdo do DeclaragasiosPropioCEPUFOP . pdf 040372020 |[RENATA GUERRA | Aceiio
| P atrocinador 15:50-08 |DE SA COTA
Orgamenio OredoProetoCEPok.docx 04032020 |RENATA GUERRA | Acefio
15:57:5¢ |DE SA COTA

Cronograma CronogramadoProetoCER pal 04032020 |RENATA QUERRA | Aceio
& = 5 15:57-27 _|OE SA COTA
Folha de Rosto FohaRoswook. pdf 04032020 |RENATA GUERRA | Aceiio

- 15:54-31 |DE SA COTA
TCLE/ Termos de | TCLE docx 18002/2020 |RENATA GUERRA | Aceho
Assertiments / 18:10:43 |DE SACOTA
ustficativa de
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Cortnuagls oo Parsser 3 95T 105

Auséncia TCLE doax 180272020 |RENATA GUERRA | Aoml

18:10:43 [DE SA COTA

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita iagao da CONEF:
Hio
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