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RESUMO

Introducdo: Atualmente a epidemia de
obesidade representa um grande problema de
saude publica mundial. A obesidade é uma
doenca de etiologia multifatorial que envolve
complexas interacbes de fatores genéticos,
ambientais, comportamentais e microbianos.
Objetivo: Avaliar a quantidade de UFC de
bacilos gram-positivos fecais com
caracteristicas morfolégicas de Lactobacilos e
relacionar com o estado nutricional de adultos.
Materiais e Métodos: Trata-se de um estudo
observacional, transversal e analitico que foi
realizado com adultos de ambos 0s sexos
(n=17). Os individuos foram divididos em 2
grupos com base no IMC, sendo grupo de
eutrofia (n=8) aqueles com o IMC entre 18,5 e
24,9 kg/m? e obesidade (n=9) aqueles com o
IMC maior ou igual 30,0 kg/m?. Foi realizada a
coleta de material fecal para determinagédo da
quantidade de UFC bacilos gram-positivos com
caracteristicas morfolégicas de Lactobacilos.
Resultados e discusséo: A quantidade de UFC
ndo foi diferente entre individuos obesos e
eutroficos, portanto, ndo houve correlagao
entre essas variaveis (p=0,18) (r=0,052).
Concluséo: O resultado pode estar relacionado
com algumas limitacdes metodoldgicas, como
a quantidade reduzida da amostra, o periodo de
acompanhamento nutricional no ambulatério e
a nao utilizacdo de técnicas especificas para
identificar o género e espécie dos bacilos gram-
positivos. S80 necesséarios mais estudos que
controlem essas limitagbes e assim possam
trazer conhecimentos a ciéncia para melhor
compreensao do comportamento da microbiota
intestinal, especificamente do  género
Lactobacilos, no que tange o quadro de
obesidade em adultos.
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ABSTRACT

Gram-positive fecal bacili with morphological
characteristics of lactobacilus and their
relationship with nutritional status of adults

Introduction: The obesity epidemic is a major
global public health problem today. Obesity is a
disease of multifactorial etiology that involves
complex interactions of genetic, environmental,
behavioral and microbial factors. Objective: to
evaluate the amount of CFU of fecal gram-
positive bacilli with morphological
characteristics of Lactobacilli and to relate to the
nutritional status of adults. Materials and
Methods: A cross-sectional observational study
was performed with adults of both sexes (n=17).
Subjects were divided into 2 groups based on
BMI, with entropy group (n=8) those with BMI
between 18.5 and 24.9 kg / m? and obesity
(n=9) those with BMI greater than or equal to
30.0 kg / m?. Fecal material was collected to
determine the amount of CFU bacilli with
morphological characteristics of Lactobacillus.
Results: The number of CFUs wasn’t different
between obese and eutrophic individuals;
therefore, there wasn’t correlation between
these variables (p=0.18) (r=0.052). Conclusion:
It can be concluded that the result may be
related to some methodological limitations,
such as the reduced amount of the sample, the
period of nutritional monitoring in the outpatient
clinic and the lack of specific techniques to
identify the genus and species of the gram-
positive bacilli. Further studies are needed to
control these limitations and can bring
knowledge to science for a better understanding
of the behavior of the intestinal microbiota,
specifically of the genus Lactobacilli, regarding
adult obesity.
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INTRODUCAO

Atualmente a epidemia de obesidade
representa um grande problema de saude
publica mundial, acarretando aumento dos
gastos financeiros para o tratamento dessa
doenca e de suas comorbidades.

No ano de 2014, o impacto econémico
da obesidade no mundo foi de R$ 2,0 trilhdes
ou 28% do PIB mundial (Dobbs e
colaboradores, 2014).

No Brasil 53,8% da populacéo
apresenta excesso de peso e 18,9%
obesidade. Esses dados mostram que mais da
metade da populacdo brasileira estd com o
peso acima do recomendado (Ministério da
Saude, 2017).

A obesidade é uma doenca de
caracteristica  multifatorial que  envolve
complexas interacbes de fatores genéticos,
ambientais, culturais, comportamentais,
microbianos e ndo apenas um desequilibrio
entre a ingestao e o gasto energético (Nehra e
colaboradores, 2016).

A inflamacé@o crbnica de baixo grau
presente na obesidade esta envolvida na
génese de varias complicacdes metabdlicas
(Saltiel e Olefsky, 2017).

As principais complicagBes
metabolicas so resisténcia a insulina, diabetes
melito tipo 2, dislipidemias, hipertensao,
doencgas cardiovasculares, esteatose hepética
e varios tipos de canceres (Ouchi e
colaboradores, 2011; Meldrum, Morris e
Gambone 2017).

Apesar da etiologia da obesidade ser
multifatorial, o estudo sobre a contribuicdo da
microbiota intestinal para o desenvolvimento da
obesidade vem ganhando notério interesse da
comunidade cientifica, com o objetivo de
compreender melhor as causas e elaborar
novas abordagens tanto para prevencdo e/ou
tratamento dessa doenca (Eid e colaboradores,
2017; Cani e Everard, 2015; Sonnenburg e
Backhed, 2016).

A microbiota intestinal € composta por
milhares de microrganismos que residem no
trato gastrointestinal como bactérias, virus,
fungos e protozoéarios que estabelecem uma
relagdo de comensalismo com o hospedeiro
(Gill e colaboradores, 2006; Parks, Seo e Youn,
2013). Os filos bacterianos predominantes na
microbiota intestinal sdo os Firmicutes (gram-
negativos) e Bacteroidetes (gram-positivos)
(Flint e colaboradores, 2007).

A obesidade estd associada com a
alteracdo da composicdo da microbiota,
também conhecida como dishiose intestinal
(Gomes, Hoffman e Mota, 2018).

Estudos em animais e humanos
demonstraram que a obesidade promove
aumento do filo Firmicutes e diminuig&o do filo
Bacteroidetes (Ley e colaboradores, 2005;
Koliada e colaboradores, 2017).

A predominancia do filo Firmicutes esta
relacionado com aumento da capacidade de
extracdo de energia dos alimentos, que pode
contribuir para o desenvolvimento da
obesidade (Turnbaugh, Ley e Mahowald,
2006).

Em contrapartida, os Lactobacilos s&o
bacilos gram-positivos, anaerdbios facultativos,
ndo formadores de esporos e produtores de
acido latico. Os Lactobacilos habitam
predominantemente o intestino delgado
proximal, duodeno e jejuno, que séo locais de
maiores disponibilidades de substratos ricos
em carboidratos, utilizados como fonte primaria
de energia por essas bactérias (Bernardeau e
colaboradores, 2008).

Os Lactobacilos possuem muitos
efeitos benéficos a saldde humana como a
inibicAo do crescimento e a proliferacdo de
microrganismos patogénicos, inibicdo de
processos mutagénicos e carcinogénicos,
melhora do metabolismo da lactose, reducdo
da concentracéo do colesterol sérico e da carga
bacteriana de individuos infectados por
Helicobacter pylori (Shah, 2007; Organizacdo
Mundial de Gastroenterologia, 2012).

Os bacilos gram-positivos nao
formadores de esporos séo constituidos por um
grande numero com diversos géneros de
bactérias aerobias e anaerébias, tais como:
Actinomyces, Bifidobacterium, Eubacterium,
Propionibacterium, Listeria, Erysipelothrix e
Lactobacillus. A vista disso, muitos bacilos
gram-positivos estabelecem relagdo in6cua e
comensal com o hospedeiro humano (Alves e
colaboradores, 2017).

O objetivo deste estudo foi avaliar o
gquantitativo de bacilos gram-positivos fecais
com caracteristicas morfolégicas de
Lactobacilos e relacionar com o estado
nutricional de adultos.
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MATERIAIS E METODOS
Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional,
transversal e analitico que foi realizado no
ambulatorio de Nutricdo do Centro Universitario
Unieuro, Distrito Federal-DF. Participaram do
estudo homens e mulheres com estado
nutricional de obesidade e eutrofia.

Selecao dos participantes

Os critérios de inclusdo foram: indice
de massa corporal (IMC) entre 18,5 e 24,9
kg/m?, IMC maior ou igual 30,0 kg/m? e idade
entre 18 e 65 anos.

Os critérios de exclusdo foram: néo
estarem fazendo uso atual (nos ultimos 30 dias)
de farmacos anti-inflamatérios e/ou antibiéticos
e/ou imunossupressores e/ou prebiético e/ou
probiético e/ou simbidtico, ndo possuirem
histérias patolégicas pregressas ou atuais de
doengas inflamatérias intestinais, hepatopatias,
doencas consumptivas, exposi¢cdes as sessdes
de radioterapia e/ou quimioterapia, mulheres
lactantes ou gestantes e nenhuma intervencao
cirdrgica anterior no trato gastrointestinal.

Para os individuos aptos a participar da
pesquisa, foi apresentada a proposta do
trabalho e efetuado o convite de participacdo. A
assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) ocorreu neste mesmo
momento, apos leitura em conjunto.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Universitario Unieuro do DF no dia 26 de julho
de 2018, com CAAE n° 91460419.0.00005056
e parecer n° 2.737.270.

Protocolo do estudo

Neste estudo foram realizadas a
identificacdo dos individuos, coleta de dados
antropométricos, clinicos e de material
bioldgico para determinacéo do quantitativo de
bacilos gram-positivos fecais por UFC/g.

Avaliacéo do estado nutricional

Para avaliagdo do estado nutricional
foram realizadas afericbes antropométricas de
peso e estatura. A mensuracdo da estatura foi
realizada com o estadidmetro digital afixado na
parede, da marca HM-210D, com a faixa de
altura de 100 - 210 cm. Os individuos foram

posicionados descalcos no centro do
equipamento, com a cabeca livre de aderecos,
de pé, eretos, com os bracos estendidos ao
longo do corpo e a cabega erguida (Sisvan,
2011).

Para mensuracéo do peso corporal foi
utilizada balanca de bioimpedancia elétrica
InBody120, cor branca, peso 4,3 Kg, faixa de
medicdo de peso de 10 a 180 Kg. Os individuos
foram pesados com o0 minimo de roupa
possivel, sem aderecos metdlicos, na posicao
ereta no centro da plataforma, descalcos e com
0s pés nos quatro eletrodos do equipamento e
com os bracos soltos ao longo do tronco
(Sisvan, 2011).

O estado nutricional dos individuos foi
classificado com base no indice de massa
corporal (IMC), utilizando os pontos de corte
propostos pela OMS. O IMC é definido como o
peso em quilogramas dividido pelo quadrado da
altura em metros (kg/m2) (Oms, 1995). Nesse
sentido, os individuos foram divididos em dois
grupos com base no IMC: G1 (grupo 1) aqueles
com o IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?2 (eutrofia) e
G2 (grupo 2) aqueles com o IMC maior ou igual
30,0 kg/m? (obesidade).

Parametros clinicos

Foram coletados por entrevista direta
0S seguintes pardmetros como: idade,
farmacos utilizados, histéria  patoldgica
pregressa ou atual de doencas inflamatoérias
intestinais, hepatopatias, AIDS/HIV ou céancer,
intervencdes cirdrgicas anteriores no trato
gastrointestinal, uso atual de prebiéticos,
probidticos e/ou simbioticos, gestacdo e
lactagéo.

Coleta de material biolégico

Os participantes do estudo foram
orientados a coletar 2 gramas de amostra fecal
em um pote plastico descartavel com fecho
hermético para impedir a entrada de ar. As
amostras foram devidamente identificadas
pelos pesquisadores e analisadas no
laboratério de Microbiologia do Centro
Universitario Unieuro-DF. O tempo maximo do
ato da defecacdo até o recebimento das
amostras pelos pesquisadores ndo ultrapassou
3 horas.
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Preparacdo do meio de cultura

Foi utilizado o meio de cultura Agar
MRS baseado nas formulacbes de deMan,
Rogosa e Sharpe (1960). A preparacéo do meio
de cultura foi realizada conforme as instru¢des
do fabricante (KASVI ®). Foram suspendidos
68,3 g de meio em 1 litro de agua destilada e
adicionados 1 ml de Tween 80, logo depois
agueceu-se até a completa dissolucdo, em
seguida foi esterilizado em autoclave a 121° C
por 15 minutos. Foram feitos 30 frascos
erlenmeyer de 250 ml de meio para 85
amostras totais.

Determinagcdo do quantitativo de bacilos
gram-positivos fecais

Os numeros de unidades formadoras
de coldnia (UFC) de bacilos gram-positivos com
caracteristicas morfoloégicas de Lactobacilos
em material fecal, foram determinados por uma
amostra de fezes colhida por evacuacgéo
espontanea. As amostras fecais foram pesadas
e homogeneizadas e 1,0 g foram retiradas e
diluidas em soluc¢éo salina 1:5 (1,0 g de fezes +
4,0 mL de solucéo salina a 0,9%). A partir desta
diluicéo retirou-se 500 pL e misturou com 500
pL de solucdo salina resultando na amostra
(21:10). Retirou-se 100 pL da amostra 1:10 + 900
pUL de solucdo salina resultando na (1:100) e
assim sucessivamente sempre retirando 100
pL + 900 pL de solugéo salina que resultou nas
amostras (1:1000), (1:10000) e (1:100000).

Total de voluntarios recrutados (n=44)

v

Apbés a execucdo das diluicbes, foi
realizada a técnica Pour Plate que consistia em
transferir um volume de 100 pL de cada diluigdo
e semear em 5 placas de petri estéreis para
cada voluntario, onde continham camadas de
meio de cultura Agar MRS e submeteu as
placas a movimentos rotatérios (em forma de
oito). Apds a secagem da cultura sobre o Agar
MRS, as placas receberam uma camada extra
com cerca de 24 mL de Agar MRS e foram
incubadas em anaerobiose a 37° C por 72
horas. Logo depois desse periodo de
incubacéo, o numero da UFC/g foi determinado
manualmente e uma colénia de cada meio
seletivo foi selecionada para andlise
morfolégica no microscaépio, apos coloracdo de
Gram. Para definir a UFC/g, usou-se o célculo:
n® UFC x 10 x diluicao.

Tratamento e analise de dados

Os dados foram organizados em um
banco de dados no software Microsoft Excel
2013 ®. A analise estatistica foi realizada por
meio do software SPSS ® versdo 11.0. Para
verificar as diferencas entre 0s grupos de
estudo foram utilizados os testes Mann-
Whitney e ANOVA. Para verificar a relagéo das
UFC/g de bacilos gram-positivos fecais com o
estado nutricional foi utilizada a correlacdo de
Spearman.

RESULTADOS E DISCUSSAO

- Desistiram do estudo (n=22)
- Nio conseguiram evacuar antes

da coleta de material fecal (n=5)

Perdas (n=27)

Amostra final (n=17)

Figura 1 - Fluxograma das perdas dos voluntarios, Brasilia, 2018.

Foram recrutados ao todo 44
voluntarios, mas obteve-se um percentual de
perda de 61%, pelo fato de ndo conseguirem
evacuar antes da coleta do material fecal ou por
desistirem do estudo (Figura 1).

A amostra foi constituida por 17
voluntérios, sendo que 5 (29,4%) eram do sexo
masculino e 12 (70,6%) do sexo feminino.

Houve maior prevaléncia do sexo
feminino no grupo com IMC de obesidade. As
demais caracteristicas sociodemogréficas e
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antropométricas dos grupos avaliados estédo
apresentadas na tabela 1.

N&o foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos
para idade, peso e IMC.

Tabela 1 - Caracterizacéo dos participantes do estudo (n=17) Brasilia, 2018.

Caracteristicas Eutrofia G1 Obesidade G2 Valor de p
(n=8) (n=9)
Idade (anos)* 25 (24; 31) 40 (33: 47) 0.0108
Sexo masculino (n, %) 4 (50) 1(11.1) -
Sexo feminino (n, %) 4 (50) 8 (88.9) -
Peso (kg)** 64.8+9.5 94.3+133 0.0011
IMC (kg/m?)** 22.2+1.7 35.944.9 0.0005

*Dados em mediana e intervalo interquartil; ** Dados em média e desvio padrao; ° Teste

Mann-Whitney.

A metodologia executada para verificar
0 crescimento de bacilos gram-positivos com
caracteristicas morfolégicas de Lactobacilos
obteve resultado positivo em todas as placas de
petri. Apés a anaerobiose de 72 horas foi
escolhida uma placa com a diluigdo com a
maior quantidade de UFC visualmente
individualizadas (Figura 2A).

Todas as placas escolhidas para o
teste de coloracéo de gram foram afirmativas
para gram-positivo e as UFC possuiam
estruturas morfoldgicas de bacilos (Figura 2B).

Apesar do Agar MRS favorecer o
crescimento de Lactobacilos, ndo é possivel
afirmar que s&8o necessariamente UFC de
Lactobacilos, pois, o Agar MRS n&o inibe o
crescimento de outros bacilos gram-positivos
como Listeria e Clostridium. Esses bacilos
gram-positivos podem habitar o intestino
humano e serem encontrados em material fecal
(Carman e colaboradores, 2008; Barbuddhe e
Chakraborty, 2009).

Figura 2 - Crescimento bacteriano em placa de petri apds anaerobiose de 72 horas (A) e analise
microscopica apds a coloracdo de gram das UFC dos bacilos gram-positivos com caracteristicas
morfolégicas de Lactobacilos (B), Brasilia, 2018.
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Ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos
de obesos e eutréficos no quantitativo de
bacilos gram-positivos fecais com
caracteristicas morfolégicas de Lactobacilos
(p=0,18).

Cabe ressaltar que parte da amostra
estava em acompanhamento nutricional no
ambulatério e sabe-se que o tipo de dieta,
perda de peso, idade, individualidade biolégica
e alguns fatores ambientais influenciam na
composicao da microbiota intestinal (Delzenne
e colaboradores, 2011).

A microbiota intestinal é bastante
responsiva a mudan¢as no padrdo alimentar,
dessa forma, é possivel que a microbiota do
individuo com obesidade se assemelhe com a
microbiota do individuo eutréfico, apdés perda
de peso induzida por dieta (Dewulf e
colaboradores, 2013).

A amostra foi composta
predominantemente por mulheres (70,6%) e
durante a vida adulta de mulheres a
composicao da microbiota intestinal em nivel de
espécie, relativamente nao se altera (Tiihonen,
Ouwehand e Routonen, 2010).

No estudo de Beserra (2014), em que a
amostra foi constituida por mulheres adultas

50,

S
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‘

(13 eutrdficas e 19 obesas), também néo foram
encontradas diferencas nas concentracdes de
Lactobacilos spp. e Bifidobacterium spp. entre
as mulheres com obesidade maérbida e eutrofia.

No estudo de metodologia semelhante
conduzido por Zuo e colaboradores (2011), em
gue amostra foi composta por adultos de
ambos os sexos (52 eutréficos e 52 obesos)
também ndo foram encontradas diferencas nas
concentracdes de Lactobacilos spp. e
Bifidobacterium spp. entre 0os grupos com
eutrofia e obesidade.

N&o foi encontrada correlacéo entre as
UFC/g de bacilos gram-positivos com
caracteristicas morfolégicas de Lactobacilos
com o estado nutricional dos individuos (Figura
3).

A analise bacteriana em nivel de
género e espécie apresenta maior sensibilidade
para identificar alteragbes na microbiota
intestinal relacionada ao estado nutricional
(Million e colaboradores, 2013). O presente
estudo ndo caracterizou com precisdo as
UFC/g de bacilos gram-positivos em género e
espécie, pois nao foram utilizadas técnicas de
identificacdo baseadas no sequenciamento de
DNA bacteriano como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).
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o
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r=0.052
p=0.844
[
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Figura 3 - Correlacdo das UFC/g de bacilos gram-positivos com caracteristicas morfoldgicas de
Lactobacilos com indice de massa corporal (IMC). Brasilia, 2018

Além disso, estudos que utilizaram a
PCR evidenciaram que o género dos
Lactobacilos identificados em material fecal
humano, apresenta variabilidade para
correlagdo com estado nutricional a nivel de

espécies, sendo que Lactobacilos spp. e reuteri
foram correlacionadas ao estado nutricional de
obesidade e os Lactobacilos paracasei e
plantarum com estado nutricional de eutrofia. A
espécie da Lactobacilos spp. também foi

Revista Brasileira de Obesidade, Nutricdo e Emagrecimento

Sao Paulo, v. 16. n. 100. p.1-9. Jan./Fev. 2022. ISSN 1981-9919 Versio Eletrdnica

www.rbone.com.br



RBONE

Revista Brasileira de Obesidade, Nutricdo e Emagrecimento

relacionada positivamente com proteina ¢
reativa ultrassensivel, evidenciando que essa
espécie de Lactobacilos pode contribuir de
alguma forma no desenvolvimento da
metainflamac&o observada na obesidade.

Apesar do género de Lactobacilos ser
composto por bactérias probidticas, existem
variacbes a nivel de espécie que tornam a
andlise da microbiota intestinal relacionada a
obesidade bastante complexa (Million e
colaboradores, 2011; Ignacio e colaboradores,
2016).

Neste estudo a analise dos bacilos
gram-positivos foi realizada por meio do
material fecal. Essa analise se restringe as
porcdes distais do intestino e ndo abrange toda
diversidade microbiana. Estudos demonstram
diferencas significativas na composi¢do da
microbiota a depender da porcdo intestinal
analisada (Frank e colaboradores, 2007).

Em conclusédo, o presente estudo nao
encontrou relacdo entre o quantitativo de
bacilos gram-positivos fecais com o estado
nutricional de adultos. Esse resultado pode
estar relacionado com as limitagcbes
metodolodgicas que envolveram a quantidade
reduzida da amostra, o periodo de
acompanhamento nutricional no ambulatério e
a nao utilizacdo de técnicas especificas para
identificar o género e espécie dos bacilos gram-
positivos.

Portanto, sdo necessarios mais
estudos que controlem essas limitacbes e
assim possam trazer conhecimentos a ciéncia
para melhor compreensdo do comportamento
da microbiota intestinal, especificamente do
género Lactobacilos, no que tange o quadro de
obesidade em adultos.
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