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RESUMO

Objetivo: Analisar a composicdo da microbiota intestinal em cada trimestre da
gestacdo e no puerpério de mulheres com e sem diabetes mellitus gestacional
(DMG) pareadas por peso, bem como de seus bebés. Material e Métodos: O
primeiro estudo foi uma reviséo sistemética comparando a microbiota intestinal de
mulheres com e sem DMG ao longo dos 3 trimestres da gestacao. Apds a revisao,
fizemos um estudo que acompanhou 115 gestantes > 18 anos, com IMC > 25/kg/m?,
com (n =56) ou sem DMG (n =59) admitidas nos ambulatérios de pré-natal da
UNIFESP-EPM durante o primeiro/segundo ou terceiro trimestre de gestacao
durante os anos de 2018 a 2020. Destas, 84 mulheres, com (n =40) ou sem
diagnostico de DMG (n = 44), foram reavaliadas no puerpério juntamente com seus
respectivos bebés. Elas foram avaliadas com questionario padronizado,
recordatorio alimentar, exame clinico e coleta de amostras biolégicas. Os dados
clinicos e laboratoriais foram comparados entre os grupos com e sem DMG usando
o teste t de Student e Mann Whitney ou teste qui-quadrado conforme fosse
apropriado, com o auxilio do programa Statistical Package for the Social Sciences®,
versdo 16.0 (SPSS Incorporation, 2000). O perfil molecular da microbiota fecal foi
obtido por meio do sequenciamento da regido V4 do gene 16S rRNA (lllumina®
MiSeq) e do pacote R utilizado para as analises. Foi calculada a alfa diversidade
das amostras com e sem DMG nos diferentes momentos para as maes (gestacéo
e puerpério) e os bebés. Para avaliar a beta diversidade, de acordo com diagnéstico
de DMG, tipo de parto e aleitamento, foi usada a técnica de Principal Coordinate
Analysis (PCoA), utilizando a distancia de Jensen-Shannon e o teste de
Permanova. Foi avaliada, também, a abundéancia relativa de bactérias, utilizando
critérios rigorosos de p < 0,01 e descartando as bactérias que apresentavam
abundancia relativa de 0% em uma grande parte das participantes. As correlacfes
entre as bactérias e parametros clinicos e laboratoriais foram testadas e
consideradas estatisticamente significativa, se p < 0,01. Resultados: A revisao
sistematica (Artigo 1) incluiu 23 estudos, envolvendo 3560 mulheres, que
compararam a microbiota intestinal na gestagéo nos diferentes trimestres e foi visto
gue existe uma relacdo entre a microbiota intestinal e o DMG. Analises do estudo

atual (Artigo 2) mostraram que mulheres com DMG (n=56) eram mais velhas [33.2
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(6.2) vs. 28.1 (5.9) anos, p<0.01] e tinham um maior nimero de gestacdes do que
as tolerantes normais (n=59). Apesar de apresentarem indice de massa corporal
(IMC) semelhante [30.2 (3.9) vs. 29.2 (3.7), kg/m?, p = 0.39)], as mulheres com
DMG apresentaram maior circunferéncia do pescogo no terceiro trimestre [36.5(2.4)
vs. 34.6 (2.1) cm, p < 0.01). Em comparagao com a ingestao de macronutrientes, o
grupo néo diabético consumiu mais carboidratos e menos proteina no primeiro e
segundo trimestres gestacionais do que os GDM e menos proteina no terceiro
trimestre. N&o houve diferenca na diversidade alfa e os grupos néo diferiram em
relacdo a estrutura geral da microbiota. Uma maior abundancia de Bacteroides no
grupo GDM foi encontrada. Foi observada uma correlagdo positiva entre as
abundancias de Christensenellaceae e Intestinobacter com a glicose plasmatica
pos-sobrecarga de 1 hora e uma correlacdo negativa entre Enterococcus e o nivel
de glicose plasmatica de 2 horas. As abundancias de Bifidobacterium e
Peptococcus aumentaram no terceiro trimestre gestacional em ambos os grupos.
No puerpério (Artigo 3), as mulheres com DMG anterior (n = 40) eram mais velhas
[33.3 (5.9) vs. 28.6 (6.1) anos, p = 0,01], tiveram mais gestacdes [2.9 (1.7) vs. 1.9
(1.3), p = 0.04], niveis mais elevados de glicose plasmatica pos sobrecarga de 2
horas [116.3 (38.5) vs. 98.5 (19.0) mg/dl, p = 0.02], HbAlc [5.6 (0.4) vs. 5.3 (0.3)%,
p = 0.02] e colesterol LDL [126.6 (45.3) vs. 110.7 (27.0 ) mg/dl, p = 0.01] do que as
mulheres com tolerancia normal a glicose (n = 44) durante a gravidez. Em relacéo
a dieta materna, apenas a ingestao total de fibras foi maior nas mulheres com DMG
no periodo puerperal [11.9(9.1-14.5) vs 6.8 (3.9-13.9) g, p = 0.04]. As mulheres
DMG amamentavam exclusivamente mais seus bebés com significancia limitrofe
[26 (60.5) vs. 19 (40.4) %, p =0.06]. Além disso, esses bebés tiveram uma
frequéncia maior de complicacdes neonatais, incluindo ictericia. As estruturas da
microbiota intestinal das puérperas e seus bebés eram semelhantes. Estratificando
de acordo com o tipo de parto, a abundancia relativa do género Victivallis foi maior
nas mulheres que tiveram parto normal. A exposi¢cdo dos bebés ao aleitamento
materno exclusivo foi associada a uma maior abundancia de Bacteroides e
Staphylococcus. O teste de abundancia diferencial mostrou correlagcdes com
parametros clinicos e laboratoriais diversos. Conclusdo: O estudo atual néo
observou diferenca estrutural da microbiota intestinal ao longo da gestacao ou no

periodo pés-parto de mulheres e seus bebés com peso equivalente pré- e peri-
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gestacional (sobrepeso ou obesidade) de acordo com a presenca ou ndao de DMG.
No entanto, algumas abundéancias de géneros mostraram associa¢cées com periodo
da gestacéo e o metabolismo da glicose, o que pode motivar o aprofundamento do
conhecimento sobre as alteracdes fisioldgicas e fisiopatolégicas da microbiota ao
longo da gestacdo, contribuindo para implicacbes adicionais na prevencédo e
manejo do diabetes gestacional no futuro. No puerpério notamos maior abundéancia
de Victivallis nas maes que tiveram parto normal, além da associacdo deste género
com parametros metabdlicos, que podem sugerir beneficios para o metabolismo
energético destas mulheres. Em bebés amamentados caracterizamos a maior
abundancia de géneros de bactérias que podem representar uma evolugédo
ecoldgica da microbiota intestinal mais precoce, o que pode significar mais um
beneficio do aleitamento para bebés provenientes de gestacdo de risco, como a
gestacdo em mulheres com obesidade e DMG. Porém estudos prospectivos sao
necessarios para comprovar se, de fato, Bacteroides e Staphylococcus estaréo
associados a uma composicao favoravel da microbiota intestinal mais tarde na vida.
Nossos resultados contribuem para a compreensao dos eventos precoces da vida
na microbiota intestinal e seu possivel papel no metabolismo futuro. O seguimento
destas participantes podera ajudar a esclarecer as hipdteses levantadas no

presente estudo.
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ABSTRACT

Objective: To analyze the composition of the intestinal microbiota in each trimester
of pregnancy and in the puerperium of women with and without gestational diabetes
mellitus (GDM) matched for weight, as well as their babies. Material and Methods:
Ouir first study was a systematic review comparing the gut microbiota of women with
and without GDM over the 3 trimesters of pregnancy. After the review, we performed
a study that followed 115 pregnant women > 18 years old, with BMI > 25/kg/m?, with
(n =56) or without GDM (n = 59) admitted to the prenatal clinics of UNIFESP-EPM
during the first /second or third trimester of pregnancy from 2018 to 2020. Of these,
84 women, with (n = 40) or without (n = 44) diagnosis of GDM, were re-evaluated in
the puerperium along with their respective babies. They were evaluated with a
standardized questionnaire, dietary recall, clinical examination and collection of
biological samples. Clinical and laboratory data were compared between groups
with and without GDM using Student's t test and Mann Whitney test or chi-square
test as appropriate, with the aid of the Statistical Package for Social Sciences®,
version 16.0 (SPSS Incorporation, 2000). The molecular profile of the fecal
microbiota was obtained by sequencing the V4 region of the 16S rRNA gene
(Mumina® MiSeq) and the R package used for the analysis. The alpha diversity of
samples with and without GDM was calculated at different times for mothers
(pregnancy and puerperium) and babies. To assess beta diversity, according to
GDM diagnosis, type of delivery and breastfeeding, the Principal Coordinate
Analysis (PCoA) technique was used, using the Jensen-Shannon distance and the
Permanova test. The relative abundance of bacteria was also evaluated, using strict
criteria of p < 0.01, and discarding bacteria that had a relative abundance of 0% in
a large part of the participants. Correlations between bacteria and clinical and
laboratory parameters were tested and considered statistically significant if p < 0.01.
Results: The systematic review (Article 1) included 14 studies, involving 1588
women, which compared the intestinal microbiota during pregnancy in different
trimesters and it was seen that there is a relationship between the intestinal
microbiota and GDM. Analyzes of the current study (Article 2) showed that women
with GDM (n=56) were older [33.2 (6.2) vs. 28.1 (5.9) years, p <0.01] and had a

higher number of pregnancies than the normal tolerant ones (n =59). Despite
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having similar body mass index (BMI) [30.2 (3.9) vs. 29.2 (3.7) kg/m?, p = 0.39)],
women with GDM had greater neck circumference in the third trimester [36.5(2.4)
vs. 34.6 (2.1) cm, p <0.01). Compared to macronutrient intake, the non-diabetic
group consumed more carbohydrates and less protein in the first and second
trimesters of pregnancy than the GDM and less protein in the third trimester. There
was no difference in alpha diversity and the groups did not differ regarding the
general structure of the microbiota. A greater abundance of Bacteroides in the GDM
group was found. A positive correlation was observed between the abundances of
Christensenellaceae and Intestinobacter with the 1-hour post-challenge plasma
glucose and a negative correlation between Enterococcus and the 2-hour plasma
glucose level. Bifidobacterium and Peptococcus abundances increased in the third
trimester of pregnancy in both groups. In the puerperium (Article 3), women with
previous GDM (n = 40) were older [33.3 (5.9) vs. 28.6 (6.1) years, p = 0.01], had
more pregnancies [2.9 (1.7) vs. 1.9 (1.3), p = 0.04], higher plasma glucose levels
after 2-hour overload [116.3 (38.5) vs. 98.5 (19.0) mg/dl, p = 0.02], HbAlc [5.6 (0.4)
vs. 5.3 (0.3), p = 0.02] and LDL cholesterol [126.6 (45.3) vs. 110.7 (27.0), p = 0.01]
than women with normal glucose tolerance(n=44) during pregnancy. Regarding the
maternal diet, only total fiber intake was higher in women with GDM in the puerperal
period [11.9(9.1-14.5) vs 6.8 (3.9-13.9) g, p =0.04]. GDM women exclusively
breastfed their babies more with borderline significance [26 (60.5) vs. 19 (40.4) %,
p =0.06]. In addition, these babies had a higher frequency of neonatal
complications, including jaundice. The structures of the intestinal microbiota of
postpartum women and their babies were similar. Stratified according to type of
delivery, the relative abundance of the genus Victivallis was greater in women who
had vaginal delivery. The exposure of infants to exclusive breastfeeding was
associated with a greater abundance of Bacteroides and Staphylococcus. The
differential abundance test showed correlations with different clinical and laboratory
parameters. Conclusion: The current study did not observe structural differences
in the intestinal microbiota during pregnancy or in the postpartum period of women
and their babies with equivalent pre- and peri-gestational weight (overweight or
obesity) according to the presence or absence of GDM. However, some genera
abundances showed associations with the gestation period and glucose

metabolism, which may motivate the deepening of knowledge about the
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physiological and pathophysiological changes in the microbiota throughout
pregnancy, contributing to additional implications for the prevention and
management of diabetes pregnancy in the future. In the puerperium, we noticed a
greater abundance of Victivallis in mothers who had vaginal delivery, in addition to
the association of this gender with metabolic parameters, which may suggest
benefits for the energy metabolism of these women. In breastfed babies, we
characterize the greater abundance of bacterial genera that may represent an
earlier ecological evolution of the intestinal microbiota, which may mean another
benefit of breastfeeding for babies from high-risk pregnancies, such as pregnancy
in women with obesity and GDM. However, prospective studies are needed to prove
whether, in fact, Bacteroides and Staphylococcus will be associated with a favorable
composition of the intestinal microbiome later in life. Our results contribute to the
understanding of early life events in the intestinal microbiota and their possible role
in future metabolism. The follow-up of these participants may help to clarify the

hypotheses raised in this study.
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1 INTRODUCAO




Introducgdo

As doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNTs) sdo um dos principais
problemas de salude em todo o mundo. Elas séo responsaveis por 38 milhdes de
mortes ao ano, o que representa cerca de 68% das mortes em todo o mundo *2.
Cerca de 80% das mortes ocorrem em paises de baixa ou média renda e 29%
ocorrem em individuos menores de 60 anos, acentuando as desigualdades na
saude 3. A mortalidade proporcional pelas DCNTSs, entre elas o diabetes mellitus
(DM) e as doencgas cardiovasculares (DCV), representam 72% das mortes no

Brasil 4.

O crescimento das DCNTs nas ultimas décadas resultou de uma rapida
transicdo demografica, com um grande aumento na propor¢cdo de idosos,
acompanhada da transi¢cao nutricional com alta prevaléncia de excesso de peso na
populacdo associada a exposicdo de varios fatores de risco, como dietas nao

saudaveis e inatividade fisica 124,

Em 2013, a Assembleia Mundial da Saude aprovou o Plano de
Prevencéao e Controle de Doencas Nao Transmissiveis 2013-2020. Dentre as metas
definidas, constam a reducdo da mortalidade por DCNT em 25%, a reducéo dos
fatores de risco (tabaco, alcool, sal, inatividade fisica), 0 acesso a medicamentos,
ao aconselhamento e a tecnologias para tratamento de DCNTs. O acesso a
assisténcia aos portadores de DCNT, incluindo consultas médicas, cuidados na
atencao primaria, acesso a medicamentos, testes de laboratorio, pratica clinica e
aconselhamento, resulta em beneficios na assisténcia aos portadores de DCNT e
melhoria da qualidade de vida °. A Organizacdo Mundial da Salde destaca que o
enfrentamento das DCNT passa pela governanca e acbes e politicas publicas
voltadas para a prevencéo e reducdo dos fatores de risco, acesso aos cuidados de
saude. O Brasil aderiu ao Plano de Enfrentamento as Doencas Cronicas adotando
as mesmas metas e objetivos. Nesse sentido, ndo s6 a abordagem dos fatores de
risco conhecidos é relevante, mas também a identificacdo de novos fatores de risco
passiveis de prevencao pode contribuir com conhecimento para planos e acdes de

promocao e prevencao das DCNTSs, entre elas o Diabetes Mellitus (DM).

O DM é uma DCNT epidémica; dados publicados da International

Diabetes Federation mostram que ha 16,8 milhdes de brasileiros com diagndéstico
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de DM, sendo que ha ainda 46% dos individuos ndo diagnosticados. A previsao do

aumento dos casos em 2045 na América Latina é de 55% ©.

Dados recentes obtidos pelo sistema de Vigilancia de Fatores de Risco
por Inquérito Telefonico (Vigitel), através de entrevistas telefénicas realizadas em
52.443 individuos maiores de 18 anos, mostram que houve um aumento da
prevaléncia do DM de 5,5% para 7,4% de 2006 a 2019, sendo maior entre as
mulheres (7,8%) do que entre os homens (7,1%) ’. A prevaléncia de DM
gestacional também é preocupante; no Brasil, usando-se o critério do IADPSG
(International Association of Diabetes Pregnancy Study Group), a prevaléncia de
DMG é de 18% 8.

Durante a gravidez, as mulheres com diabetes mellitus gestacional
(DMG) apresentam anormalidades metabolicas semelhantes aos dos individuos
com DM tipo 2 (DM2), como resisténcia a insulina e reducdo da secrecao de
insulina ®. Apds o parto, a maioria dessas mulheres retornam a um estado
euglicémico, mas tém um aumento de risco para DM2 no futuro. As taxas de
desenvolvimento de DM2 entre mulheres com antecedentes de DMG citado varia

entre 15% e 45%?%°, o que torna o DMG mais um fator de risco para DM2.

Ao lado do DMG, eventos precoces da vida, como baixo peso ao nascer,
parto cesarea e aleitamento artificial tém sido associados com excesso de peso e
DM2 no adulto. Evidéncias indicam papel da microbiota intestinal em desencadear
inflamacé&o subclinica e resisténcia a insulina, envolvidas na fisiopatogénese do
DM2. Estudo sobre as mudancas no microbioma na gravidez e impacto na
microbiota dos bebés pode contribuir para o entendimento do elo entre o

metabolismo da méae e do bebé que trazem repercussdes ha saude futura.

1.1 Pergunta

A microbiota intestinal das mulheres que tiveram diabetes gestacional €
diferente da microbiota intestinal das mulheres com gestagédo normal, durante a

gestacao e o puerpério? E a microbiota de seus descendentes com 2 a 6 meses de
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idade, € semelhante a microbiota materna ou sofre influéncia de eventos precoces

da vida como tipo de parto ou amamentagao?

1.2 Objetivos

Objetivo Geral

Comparar a composi¢cao da microbiota intestinal, durante a gestagéo
e no puerpério, de mulheres com status nutricional semelhante
(sobrepeso ou obesas) que tiveram ou nao diabetes gestacional, bem
como de seus bebés entre 2 e 6 meses de vida nascidos acima de 36

semanas de gestacao.

Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

Comparar a composicao da microbiota intestinal, durante a gestacéo,
de mulheres com status nutricional semelhante (sobrepeso ou
obesas) que tiveram ou ndo diabetes gestacional (Artigo 1, Revisao;
Artigo 2);

Avaliar a microbiota intestinal das mulheres, com e sem diabetes
gestacional, no puerpério e de seus descendentes com 2 a 6 meses

de idade nascidos acima de 36 semanas de gestacao (Artigo 3);

Avaliar a influéncia do tipo de parto e da amamentacao na microbiota
intestinal de bebés de acordo com o antecedente da mae ter cursado

ou ndo com DMG (Artigo 3);

Avaliar a correlacdo entre géneros de bactérias com parametros
antropométricos, de pressao arterial e metabdlicos de gestantes com
e sem diabetes gestacional (Artigo 2 — durante a gestagao; Artigo 3

— N0 puerpério).
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2.1 Cenario atual da DMG e repercussfes nos descendentes

Ao longo de uma gravidez normal e saudéavel, o corpo sofre muitas
alteracdes hormonais, imunologicas e metabdlicas. A gordura corporal aumenta no
inicio da gravidez, seguida mais tardiamente de menor sensibilidade a insulina 1.
Na gravidez, a reducdo da sensibilidade a insulina tem sido correlacionada com
mudancas no estado imunoldgico associadas a obesidade, incluindo niveis
elevados de citocinas circulantes (por exemplo, TNF-a e IL-6) 213, Em contraste
com o estado de obesidade fora da gravidez, que € prejudicial para a salde a longo
prazo, o aumento de adiposidade e a perda de sensibilidade a insulina sao
respostas fisiolégicas no contexto de uma gravidez normal, responsaveis por
sustentar o crescimento do feto e preparar o corpo para as demandas energéticas
da lactacdo 41°, H4 uma série de hormdnios diabetogénicos derivados da placenta
secretados durante o terceiro trimestre da gravidez resultando em um estado

relativo de resisténcia a insulina materna que continua até o parto.

Em gestacOes normais, a homeostase da glicose é mantida, apesar da
resisténcia a insulina, por um aumento compensatorio concomitante na secrecao
de insulina. Se o declinio consequente na acao da insulina ndo for ser compensado
por um aumento na producédo de insulina materna, podem ocorrer a hiperglicemia
materna e DMG 4. O aumento da secrecdo de insulina esta associado a hipertrofia
e hiperplasia das células B. A incapacidade de compensar a resisténcia a insulina
pode refletir alteragdes intrinsecas da célula B, como no caso das mutagdes da
glucoquinase (5% de todos os casos de DMG) %, ou mecanismos extrinsecos,
como no caso de um processo auto-imune (< 10%). Assim, diabetes mellitus
gestacional (DMG) é definido como uma intolerancia a carboidratos de gravidade
variavel, que se iniciou durante a gestacdo atual e ndo preenche os critérios

diagndsticos de DM 7.

Nos ultimos anos, estudos clinicos e epidemioldgicos descrevem uma
clara conexdo entre o desenvolvimento de respostas inflamatorias e doencas
metabdlicas como obesidade, DM tipo 2 e DMG, caracterizados por aumento da

secrecdo de adipocinas e marcadores inflamatérios!8. As adipocinas, um grupo
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de proteinas que sdo expressas por varios tipos de células, atuam como

mediadores e reguladores imunes.

Dependendo do periodo da gravidez, um perfil inflamatorio definido
predominantemente pelo aumento da producdo das citocinas Thl como o
interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) pode comprometer
o desenvolvimento normal do concepto, enquanto um padrao anti-inflamatério
caracterizado pelo aumento da producgéo de citocinas Th2 (como IL-4 e IL-10)

parece favorecer a resultados positivos da gravidez 1929,

O DM, a obesidade e as doencas metabdlicas, caracterizadas por
inflamacéo cronica e intolerancia a glicose, estdo crescendo rapidamente em
gestantes no mundo inteiro. E o0 DMG € o problema metabdlico mais comum na
gestacdo com prevaléncia entre 3 e 25%, dependendo do grupo étnico, da
populacdo e do critério diagnéstico utilizado 82122, A incidéncia de DMG esta

aumentando em paralelo com o aumento do DM2 e da obesidade feminina.

O aumento da prevaléncia da obesidade e do diabetes na gestacédo é
um seério problema de saude publica porque ndo soO eleva o risco de doencas
cardiometabdlicas nas maes 2324, como aumenta o risco dos descendentes de

desenvolverem doencas cronicas.

O DMG, se néo for tratado, aumenta o risco de complicacbes como pre-
eclampsia e parto prematuro; também resulta em excesso de crescimento do feto,
causando problemas durante o parto, incluindo laceracdes na mae, parto cesarea
e problemas durante o periodo neonatal %°. Muitas dessas complicacGes podem ser
evitadas pelo tratamento adequado durante a gravidez 25?7, Além das
consequéncias a curto prazo, o DMG pode ter consequéncias duradouras para a

saude da mae e da crianca.

Embora o risco metabdlico materno de evoluir para DM2 ap6s a DMG
seja bem reconhecido, os riscos a longo prazo dos descendentes ainda ndo sao
tdo claros. Estudos em animais demonstraram que os descendentes de maes
com DMG estdo em maior risco de diabetes, obesidade e doencas

cardiovasculares na vida adulta 282°, Além disso, esses estudos em animais




Revisdo de Literatura

documentaram que a normalizacdo dos niveis de glicose no sangue materno
durante a gravidez pode minimizar resultados na vida adulta dos descendentes.
Estudos em humanos avaliando descendentes adultos sao limitados, mas
existem varios estudos em criancas, envolvendo diferentes tipos de diabetes
materno 30-32, Os resultados desses estudos estdo em linha com os estudos em
animais, que mostram risco aumentado de diabetes e obesidade em criangas

expostas a hiperglicemia materna.

Na década de 1980, pesquisadores reportaram taxas surpreendentes de
obesidade nos filhos de mulheres diabéticas na populacdo dos indios Pima do
Arizona (sudoeste dos EUA). Dos 15 aos 19 anos, 58% dos descendentes de
gestacbes diabéticas tinham 140% de excesso do peso corporal ideal, em
comparacdo com 17% de gestacdes ndo diabéticas. Os filhos de gestantes
diabéticas foram consideravelmente mais obesos, independentemente do seu peso

no nascimento ou indice de massa corporal (IMC) materno 3334,

Mais recentemente, Hiller et al. avaliaram 9439 pares de maes/
descendentes em uma populacdo norte americana, e mostraram uma tendéncia
positiva para 0 aumento da obesidade infantil aos 5-7 anos de idade das criancas
em toda a gama de valores crescentes de glicose materna, que permaneceram
apos ajuste para potenciais fatores de confusao, incluindo ganho de peso materno,
idade materna, paridade, etnia e peso ao nascer *. Eles concluiram que em uma
populacdo multiétnica dos Estados Unidos o aumento da hiperglicemia na gravidez
esta associado a um risco aumentado de obesidade infantil. Outros estudos
também comprovaram risco de sobrepeso e obesidade entre descendentes de
maes com DMG; uma coorte alema de 7355 pares de maes/descendente observou
gue a prevaléncia de sobrepeso (obesidade) foi de 21% (8,2%) em criancas de
maes com DMG e de 10,4% (2,4%) em criancas de maes saudaveis . As andlises
com ajuste para o IMC materno mostraram um odds ratio de 1,81 (IC 95%: 1,23-
2,65) e 2,80 (IC 95% 1,58-4,99) para o impacto do DMG sobre o excesso de peso
e a obesidade nainfancia, respectivamente. Baptiste Roberts et al conduziram uma
analise prospectiva de 28358 pares de maes/descendentes e viram que 0S

descendentes de maes com DMG tinham maior peso, IMC e z-score de IMC aos 7
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anos de idade em comparacdo aos de maes sem DMG naguela idade 3. Essas

diferencas persistiram mesmo depois do ajuste para o peso ao nascer do bebé.

Observacdes de estudos epidemioldgicos tém fortemente associado o
ambiente intrauterino ndo s6 a obesidade, mas também a intolerancia a glicose
em descendentes adolescentes e adultos. A evidéncia precoce nos indios Pima
demonstrou que descendentes com idade entre 5 e 19 anos e entre 20 e 24 anos
de mulheres com DMG apresentaram maior concentracao média de glicose pos
teste oral de tolerancia a glicose e uma prevaléncia significativamente maior de
diabetes 8. O risco de desenvolver diabetes é mais elevado na prole de mulheres
com diabetes na concepc¢édo, seguidas por descendentes de mulheres que
desenvolveram diabetes apds a gravidez, e descendentes de mulheres néo
diabéticas (prevaléncia de diabetes descendente: 45%, 8,6%, 1,4%
respectivamente). O estado do diabetes paterno ndo foi considerado um fator

significativo 3°4°,

Silverman et al. avaliou os efeitos a longo prazo da hiperglicemia
materna em criancas de uma populacdo com menor risco de diabetes em
comparacdo aos indios Pima . Foram avaliadas glicemia e insulina através do
teste oral de tolerancia a glicose nos filhos de mulheres com diabetes pré-
gestacional e DMG anualmente a partir de 1,5 ano de idade. A prevaléncia de
tolerancia a glicose diminuida aumentou de forma constante com a idade de 1,2%
nos menores de 5 anos, 5,4% dos 5 aos 9 anos e 19,3% dos 10 aos 16 anos, dos
filhnos das mades com DMG prévio ou com DM2, todos os quais foram

significativamente maiores comparados aos individuos controle.

A exposicao ao diabetes no utero resulta no diagnostico de diabetes uma
idade mais precoce na prole. Uma analise do “SEARCH for Diabetes in Youth” que
€ um estudo multicéntrico de uma populacéo de jovens com até 20 anos de idade
com diabetes a partir de 2001 até hoje, mostrou que as criancas filhas de méaes
diabéticas tipo 2, cujo diabetes foi identificado antes da gravidez, foram
diagnosticadas com diabetes antes daquelas que a mae teve o diagnostico apdés a

gravidez #2. O momento do inicio do diabetes paterno néo foi associado ao da prole.
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Além de diabetes e obesidade, descendentes expostos a hiperglicemia
no utero também tém aumento de risco cardiovascular. Tam et al. fizeram um
acompanhamento prospectivo local da prole exposta ao DMG que teve presséo
arterial significativamente maior e um pior perfil lipidico, em comparacdo com
descendentes de mdes com tolerancia normal a glicose durante a gravidez 3. Esta
associacao entre hiperglicemia materna e elevacao da pressao arterial sanguinea
na prole foi também observada em vérios estudos e foi confirmada em uma meta-

andlise de 13 estudos #.

Corroborando os estudos mencionados, uma outra meta-analise
analisou o risco de intolerancia a glicose nos descendentes de maes com DMG e
concluiu que a exposicdo a hiperglicemia materna durante a gravidez pode estar
associada a obesidade e a tolerancia anormal a glicose nos descendentes, e que
essa associacao dependeria da duracéo e intensidade da exposic¢ao intrauterina a

hiperglicemia .

Diante dos estudos expostos pode ser aventado que os efeitos do
diabetes materno durante a infancia e ao longo da vida acarretariam um circulo
vicioso 0. Criangas cujas maes tiveram diabetes durante a gravidez estdo em maior
risco de se tornarem obesas e desenvolver diabetes em idades jovens. Muitas
dessas descendentes femininas ja tém diabetes ou tolerancia anormal a glicose na

ocasido em que atingem a idade de concepcéo, perpetuando assim o ciclo.

Considerando a prevaléncia atual de DMG e as evidéncias de
repercussao na saude da prole dessas mulheres, o entendimento de mecanismos
fisiopatoldgicos para a resisténcia a insulina pode esclarecer focos passiveis de
prevencao futura. No contexto da obesidade e do DM fora da gravidez, trabalhos
recentes sugerem um papel para a microbiota intestinal na génese de doencas
metabdlicas, incluindo inflamacdo subclinica, excesso de peso corporal e
resisténcia a insulina 4647, Estudos em gestantes vem tentando desvendar o papel
da microbiota e da inflamacado subclinica na génese da DMG e sua repercussao

nos descendentes.

10
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2.2 Microbiota intestinal e alteraces metabdlicas

O microbioma humano, que é a comunidade de microorganismos que
vivem no corpo humano, consiste em mais de 100 trilhdes de células 484° que
superam em 10 vezes o numero de células humanas e que, coletivamente, contém

27 vezes mais genes do que o genoma humano?*849,

Como tal, esta se tornando cada vez mais claro que o microbioma
humano desempenha um papel na manutencdo da salde e também pode servir
para atenuar ou exacerbar os riscos genéticos e ambientais °°. O potencial da
pesquisa de microbiomas humanos reside na compreensao de seu funcionamento
para estabelecer e manter um estado saudavel, com a perspectiva futura de ser
foco de prevencéao de diversos agravos que afetam a saude humana, dentre eles a

obesidade e a resisténcia a insulina °1.

Individuos apresentam composicdo de grupos de bactérias diferentes,
sendo em parte definida geneticamente e em outra determinada por caracteristicas
individuais e ambientais como modo de nascimento (parto normal ou cesariana),
idade e habitos alimentares, o que resulta numa grande variabilidade intra e

interindividual 5253,

Uma das formas de se avaliar as comunidades que habitam o TGI é pela
classificacao taxondémica que distribui as bactérias em filos, classes, ordem, familia,
género e espécie. Calcula-se que existam cerca de 1000 espécies pertencentes a
mais de 50 diferentes filos. Bactérias anaerdbias sdo mais abundantes, a maioria
representada pelos filos Bacteroidetes (~ 60%) e Firmicutes (~ 15%), seguidos por
Actinobacteria, Proteobacteria, Synergistetes, Verrucomicrobia, Fusobacteria e

Euryarchaeota.

A microbiota intestinal influencia o hospedeiro habitualmente de forma
benéfica, com o intuito de manter sua estabilidade; colabora para a aquisicao
adequada de nutrientes, fazendo com que as células ganhem maior capacidade
metabdlica e garantindo ambiente menos propicio ao crescimento de bactérias

patogénicas °*°5. Em sua acdo, a microbiota facilita a absorcédo de vitaminas, como

11
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acido folico, promove imunoestimulacéo, participa da digestédo de acidos graxos e

reduz a absorcéo de colesterol 657,

A microbiota intestinal participa da digestdo de fibras dietéticas, em
grande parte devido a sintese de enzimas. Estas enzimas permitem a
metabolizacdo de polissacarideos ndo-digeriveis a monossacarideos e a acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente acetato, propionato e butirato 5859,
Estes AGCC representam importante fonte de energia, além de se difundirem nas
células de forma passiva ou via transportadores podendo atuar como sinalizadores
celulares . Os AGCC podem atuar em receptores das células L enteroenddcrinas,
favorecendo a liberacdo de horménios relacionados a saciedade, como o PYY e
GLP-1°". Isso, por sua vez, aumenta a secre¢do de insulina estimulada pela

glicose ' e pode diminuir a inflamac&o sistémica 6263,

Porém, a microbiota pode ter efeitos nocivos. Estudos recentes tém
explorado como a microbiota intestinal exerceria papel na génese da inflamacéo,
resisténcia a insulina e obesidade, fatores relacionados com fisiopatogénese de

diversas doencas cronicas 4,

Existem evidéncias da associacdo entre dietas ricas em gordura,
obesidade e resisténcia a insulina tendo a microbiota intestinal como mediadora
dessa relagdo %67, Em situagGes em que ha alta ingestédo de gorduras, encontra-
se aumento das concentracbes circulantes de lipopolissacarides (LPS).
Principalmente as bactérias gram-negativas apresentam em sua superficie celular
os LPS que ao transpor a barreira epitelial intestinal funcionam como antigenos,
estimulando a resposta imune do hospedeiro . O mecanismo pelo qual bactérias
intestinais estimulam o sistema imune e provocam distarbios metabdlicos parece
envolver os receptores toll-like (TLR), visto que estas anormalidades nao estédo
presentes em animais knockout para este receptor 46, A passagem de LPS para a
circulacdo e sua capacidade de ativacdo de citocinas inflamatorias, caracteriza a
condicdo denominada endotoxemia metabdlica, a qual tem sido associada a
inflamacdo subclinica e resisténcia a insulina 6. Em individuos diabéticos
encontrou-se associacdo da concentracdo de LPS a hiperinsulinemia, sugerindo

seu papel na deterioracdo da sensibilidade a insulina ©°.

12
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Além disso as bactérias intestinais séo responsaveis por competi¢éo por
sitio de adesdo, producdo de bacteriocinas e fortalecimento da barreira intestinal
(espessura do muco e tight junctions), evitando a instalacdo de uma flora intestinal
patogénica e garantindo uma menor permeabilidade da mucosa intestinal a

antigenos potencialmente agressores e ao LPS .

O esclarecimento de mecanismos de acdo da microbiota intestinal na
saude humana tem dado plausibilidade biolégica as associa¢des encontradas entre
microbiota e alteracdes metabdlicas e abre campo para o estudo do papel da
microbiota intestinal na diabete gestacional e nas implicagdes intergeracionais das

doencas metabdlicas.

2.3 Microbiota intestinal, diabetes e gestacéao

Estudos que investigam a relacéo entre diabetes e microbios intestinais
mostraram uma diminuicdo da diversidade microbiana em pessoas com DM tipo
1 em comparacéo com controles, bem como uma marcada diferenca na proporcao
de abundancia de Bacteroidetes e Firmicutes entre os dois grupos %71, Vérias
diferencas funcionais na microbiota intestinal foram observadas entre pessoas
com DM tipo 2 e individuos controle, de deficiéncia em biossintese de butirato e
metabolismo da glicose para niveis mais altos de patégenos como E. coli, embora
algumas das diferencas associadas com diabetes tipo 2 podem ser justificadas
por medicamentos, como a metformina ">73, Cuesta-Zuluaga et al estudaram
pacientes com DM tipo 2 em uso de metformina comparados com controles e
viram que a metformina muda a composicdo de microbiota intestinal através do
enriquecimento da Akkermansia muciniphila que degrada a mucina, além
Butyrivibrio, Bifidobacterium bifidum, Megasphaera que sao produtores de acidos

graxos de cadeia curta 4.

Os estudos da microbiota intestinal evidenciaram algumas
particularidades da acdo do microbioma durante a gestacédo. As associacdes de
distarbios metabdlicos e a composi¢cdo de microbioma intestinal ligado a gravidez

podem ser bidirecionais e governadas por varios mecanismos.

13
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Koren et al foram os primeiros a descrever as mudangas do microbiota
durante a gravidez ’°; eles acompanharam 91 gestantes, sendo 18 com diabetes
gestacional, e acharam que comparando as fezes do primeiro trimestre, as do
terceiro diferiram filogeneticamente e tinham menos riqueza de espécies
microbianas (por exemplo, numero de unidades operacionais taxondmicas —
OTUs). As fezes do terceiro trimestre tinham maior abundéancia de espécies pro
inflamatdrias como Proteobacteria e Actinobacteria. Os investigadores inocularam
a microbiota intestinal do primeiro e terceiro trimestre em ratos gnotobioéticos (livres
de germes); comparando os ratos inoculados com a microbiota do terceiro com a
do primeiro trimestre, os do terceiro ganharam mais peso, ficaram mais insulino-
resistentes e tiveram maiores indices de marcadores inflamatorios, sugerindo que
a microbiota intestinal pode ter influéncia nas mudancas metabdlicas que ocorrem

na gestacao.

As mulheres gravidas tém uma permeabilidade intestinal mais elevada
em comparacao com as ndo gravidas conforme medido por testes de lactulose/
manitol 6. N&o estd claro como a gravidez contribui para aumentar a
permeabilidade intestinal, embora uma hipotese viavel seja que os hormonios
induzam a uma mudanga na estrutura e composi¢gdo das proteinas da “tight-
junction” 77 . As mudancas maternas na permeabilidade intestinal podem afetar o
suprimento de nutrientes para o feto ’® e podem moldar a estrutura e a funcédo da
comunidade de microflora intestinal °. O IMC mais alto estd associado ao
aumento da permeabilidade intestinal em mulheres, mas as consequéncias na
gravidez e efeito no feto sédo desconhecidas &°; também as consequéncias a longo
prazo dessas mudancas sdo desconhecidas e sdo merecedoras de investigacao,
pois elas poderiam potencialmente afetar e regularizar colonizacdo microbiana
precoce do intestino e consequentemente influenciam o estado de saude

metabdlica na vida adulta.

A zonulina é uma nova proteina que influencia a funcdo de barreira
intestinal, mantendo as jun¢des de barreira apertadas entre as células caliciformes.
A circulacdo de zonulina e lipopolissacarideos tem sido positivamente associada a
obesidade, medidas de inflamacéo e alteracées de glicemia 883, Entre as mulheres

gravidas com sobrepeso, a riqueza da microbiota intestinal foi maior no grupo de

14
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baixa zonulina do que no grupo de zonulina alta (p=0,01). As abundancias de
Bacteroidaceae , Veillonellaceae, Bacteroides e Blautia sp foram menores e de
Faecalibacterium e Faecalibacterium prausnitzii (um produtor de acidos graxos de
cadeia curta) maiores (p<0,05) no grupo de baixa zonulina do que no grupo de
zonulina alta 8. Esta observacdo pode ser importante, uma vez que uma alta
presenca de espécies pré-inflamatorias, como Bacteroides, em relagédo a espécies
potencialmente antiinflamatérias, como F. prausnitzii, tem sido associada a
metabolismo adverso, como a resisténcia a insulina 8. Uma maior abundancia do

género Blautia também foi associada a intolerancia a glicose 2.

Assim, uma microbiota intestinal desequilibrada associada a distarbios
metabolicos na gravidez pode induzir inflamacéo e alteracdes glicémicas atraves
de uma producéo alterada de acidos graxos de cadeia curta, regulacao da secrecao

de hormdnio intestinal e/ou funcéo de barreira intestinal.

2.4 Microbiota intestinal: elo entre metabolismo da mae e do bebé?

O mecanismo pelo qual a obesidade e o diabetes materno levam a um
maior risco de doencas cronicas nos descendentes ndo € bem entendido. Uma
hipétese emergente € que esses efeitos possam ser mediados pelo microbiota
materno durante a gravidez que € compartilhado com o recém-nascido durante a

gestacao e parto.

Um estudo aberto da Tanzania avaliou a influéncia do iogurte probidtico
contendo Lactobacillus rhamnosus na microbiota intestinal de 56 mulheres
gravidas; 26 mulheres receberam iogurte diariamente e 30 ndo foram tratadas
durante os Ultimos dois trimestres e por um més depois do nascimento dos
bebés 8. O consumo de iogurte aumentou a abundancia relativa de Bifidobacterium
e diminuicdo da Enterobacteriaceae nas fezes dos recém-nascidos, mas nao teve
efeito sobre a microbiota da mée. A microbiota do trato gastrointestinal permaneceu

estavel durante a gravidez.
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A mae € a fonte da primeira microbiota do recém-nascido, seja através
de baixa exposicdo a biomassa antes do nascimento, o in6culo da microbiota
vaginal e intestinal durante o parto, ou a microbiota da pele durante o parto
cesarea 8. Como tal, é concebivel que um microbiota materno associado com
diabetes ou obesidade durante a gravidez possa potencialmente modificar a

transferéncia de microbiota de mée para recém-nascido.

Fugmann et al investigaram a composi¢cédo da microbiota 3 a 16 meses
apos o parto de 42 mulheres que tiveram diabetes gestacional e de 35 mulheres
com gestaces normoglicémicas 8. Os investigadores ndo acharam diferenca na
alfa diversidade (riqueza das espécies) e nem na beta diversidade (distancia
filogenética), mas viram uma abundancia relativa de Firmicutes nas fezes das
mulheres com DMG. A diminuig&o relativa da abundancia de varias OTUs do filo

Firmicutes foram descritas em pacientes com DM tipo 2 72:73:90,

Jianzhong Hu et al avaliaram a diversidade do microbioma de mecénio
de 23 recém-nascidos e determinar se a comunidade bacteriana é afetada pelo
estado de diabetes materno (quatro mées tinham diabetes mellitus tipo 2; cinco
diabetes mellitus gestacional desenvolvido e 13 nédo tinham diabetes) °.. Todas as
amostras de meconio ndo eram estéreis e continham microbiota diversificada. Em
comparacao com as fezes adultas, o mecénio mostrou uma menor diversidade de
espécies, maior variacdo de amostra para amostra e enriquecimento de
Proteobacteria e reducdo de Bacteroidetes. Entre as amostras de mecoénio, as
analises de taxonomia sugeriram que o0 conteudo bacteriano geral diferiu
significativamente pelo estado de diabetes materno, com o microbiota do grupo das
diabéticas tipo 2 apresentando maior diversidade alfabética do que o de grupos
nao-diabéticas ou com DMG. Nenhuma diferenca global foi encontrada entre os
bebés nascidos via vaginal ou via cesarea. Especificamente, Bacteroidetes (phyla)
e Parabacteriodes (género) foram enriquecidos no mecénio no grupo DM em

comparag¢ao com o grupo nao-diabetes.

Hasan et al. compararam a microbiota intestinal de 60 mulheres que
desenvolveram diabetes mellitus gestacional com a de 68 gestantes normais, e a

microbiota intestinal de seus descendentes 5 anos pés-parto %2, Nas maes, ndo
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foram observadas diferencas significativas na composi¢cédo de microbiota entre os
dois grupos. O género Anaerotruncus foi aumentado em criangas de mulheres
GDM (p < 0,001). As medidas de diversidade beta mostraram que uma mée e seu
filno possuem uma composicdo de microbiota mais semelhante quando
comparada as criancas ndo relacionadas, outras maes ou as criancas
comparadas entre si (p < 0,001). Os autores concluiram que ndo existe uma base
de microbiota discernivel para a susceptibilidade a GDM em mulheres de alto
risco, enquanto as diferencas de microbiota entre os descendentes podem ser de

maior importancia biolégica.

A maturagdo da microbiota do intestino recém-nascido é muito
influenciada pelo tipo de parto. Bokulich e colaboradores realizaram recentemente
um estudo que mostrou que, logo apos o nascimento, os recém-nascidos de
cesariana tém uma microbiota intestinal com maior diversidade, riqueza e
uniformidade filogenéticas comparados aos recém-nascidos por via vaginal °3.
Porém, essa tendéncia inverteu-se de 8 meses para 2 anos, com recém-nascidos
por via cesariana com menor diversidade e riqueza. Além disso, neste estudo, a
maturacao de microbiota estagnou em recém-nascidos por cesariana entre 6 e 24
meses comparados aos recém-nascidos por via vaginal. Outros estudos sobre
este topico, observaram ainda que a colonizacdo por Bacteroidetes foi reduzida
em bebés de parto cesarea durante, pelo menos, o primeiro ano de vida %49,
Independentemente da via de parto, a amamentacao também afeta o microbiota
intestinal infantil °3, mas é cada vez mais claro que a via de parto é o predominante
dos primeiros colonizadores do intestino infantil. Portanto, evidéncias recentes
comecam a desvendar as diferencas entre a microbiota intestinal de gestantes
com e sem diabetes e de seus descendentes, podendo ser um foco passivel de
prevencao primaria de diabetes tipo 2 na mae e de impacto na saude para os

descendentes.
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3.1 Casuistica

A amostra foi de conveniéncia com a avaliagéo 115 gestantes, sendo 56
com diabetes gestacional e 59 sem a doenca, de gestacdo nao gemelar. As
gestantes incluidas tinham idade acima de 18 anos e IMC > 25 Kg/m?. As gestantes
eram incluidas ao iniciarem o acompanhamento pré-natal nos ambulatérios, entre
0 primeiro ou segundo trimestre e/ou no terceiro trimestre de gestacdo. As mulheres
com diabetes gestacional eram provenientes do Ambulatério de Diabetes
Gestacional do Centro de Diabetes da UNIFESP e aquelas sem diabetes
gestacional eram provenientes do Ambulatério de Gestacdo Normal da UNIFESP.
Os critérios de exclusdo utilizados foram a presenca de doenca autoimune
conhecida, uso crénico de medicacdo, doenca inflamatéria intestinal, uso de
antibidtico nos 30 dias que antecedem a coleta da amostra de fezes. No puerpério,
84 mulheres com 0s seus respectivos bebés mantiveram o seguimento no estudo
e tinham os dados de coleta de fezes para a avaliacdo da microbiota intestinal,

sendo 40 com GDM prévio e 44 controles.

Para diagnostico de Diabetes Gestacional foi usado o critério definido pela
Sociedade Brasileira de Diabetes como glicemia de jejum acima ou igual a 92 mg/dL
e menor que 126 mg/dLe/ou glicemias apos teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)
de (com um ponto alterado ou mais): jejum > 92 mg/dL; 1 hora > 180 mg/dL; 2 horas
> 153 mg/dL. Foram incluidas no nosso estudo as que tinham glicemia de jejum >
100 mg/dL no inicio da gestacao ou as que tinham dois pontos de glicemia alterados
no TOTG. Optamos por este critério para excluir os casos de DMG leves pois

achamos que as diferencas na microbiota seriam minimizadas .

Todas que aceitaram participar assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo 1). As medidas de obtencdo de amostras,
analises e divulgacao dos resultados seguem as normas do Conselho Nacional de
Saude, no que se refere & Etica em Pesquisa com Seres Humanos (Brasil.
Resolucao n. 196, de 10 de outubro de 1996. Dispde sobre as normas nacionais de
ética em pesquisa com humanos. Brasilia: Conselho Nacional de Saude, 1999. 10

p) ¥ e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da UNIFESP-EPM.
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3.2 Delineamento do estudo e coleta de dados

O delineamento do presente estudo foi longitudinal, incluindo a avaliacéo
das mulheres durante a gestacdo e entre 2 e 6 meses apés o parto de dezembro
de 2018 a agosto de 2020. A avaliagéo dos descendentes foi somente em um ponto

no tempo, ou seja, entre 2 e 6 meses de vida.

143 gestantes assinaram o TCLE

»| 17 excluidas: desistiram de participar

v

126 gestantes incluidas
115 gestantes analisadas (56 DMG e 59 controles)
de dezembro de 2018 a agosto de 2020

Momento 1

60 analisadas: 41 controles e 19 DMG
Momento 2

105 analisadas: 56 controles e 49 DMG

v

98 completaram a avaliagao total com amostras
de fezes no puerpério (2 a 6 meses)

\ 4 \ 4

40 puérperas 40 puérperas
DMG com Controles com
seus bebés seus bebés

As participantes tiveram a avaliacdo com questionarios padronizados,
avaliacéo clinica em 2 ou 3 momentos, no primeiro/segundo e/ou terceiro trimestre
da gestacdo quando compareciam para o0 atendimento de rotina de
acompanhamento pré-natal. Apés o parto, era agendado um dia de acordo com a
disponibilidade da gestante para vir ao Centro de Diabetes com seu bebé entre 2
e 6 meses apos o parto. Neste momento a puérpera vinha em jejum e era
submetida ao teste oral de tolerancia a glicose com 75g, além da avaliacdo do
guestionario padronizado e exame fisico referentes a mulher e seu bebé. O exame

laboratorial ocorreu no laboratério da AFIP (Associacdo Fundo de Incentivo a
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Pesquisa). Parte das determinac¢@es foi realizada de imediato e aliquotas foram
estocadas a -80° C para andlises posteriores. A amostra fecal era trazida do
domicilio em coletor plastico estéril previamente fornecido. Aliquotas de 220 mg
de fezes foram estocadas sob congelacdo de -80° C até a transferéncia para

analises da microbiota.

A avaliacdo inicial das participantes constou de: entrevista com
qguestionario padronizado para a obtencdo de dados demograficos,
socioeconémicos e de saude (Anexo 2); recordatorio alimentar (Anexo 3); avaliacdo
antropomeétrica (peso e altura); coleta de fezes (para a coleta a mulher ndo podia
apresentar: uso de antibioticos nos ultimos 30 dias, diarreia, doenca inflamatoria

intestinal, estar menstruada no momento da amostra de fezes) (Anexo 4).

A avaliacdo pos parto das participantes constou de: entrevista com
guestionario padronizado para a obtencdo de dados demogréficos,
socioeconémicos de saude, incluindo informagcbes sobre aleitamento materno
(Anexo 2); recordatorio alimentar (Anexo 3); avaliagdo antropométrica (peso, altura,
circunferéncia da cintura e do pescoco); avaliacdo bioguimica (hemograma, perfil
lipidico, insulina, teste oral de tolerancia a glicose com 75g com determinacao da
glicemia e insulina no jejum e apds 120 minutos da sobrecarga); coleta de fezes
(para a coleta, a mulher ndo devia apresentar: uso de antibiéticos nos ultimos 30
dias, diarreia, doenca inflamatdria intestinal, estar menstruada no momento da

amostra de fezes).

Em relacdo aos descendentes foram coletadas as seguintes
informacdes entre 2 e 6 meses de vida: entrevista com a mae para obter informacao
sobre a amamentacdo exclusiva ou ndo, momento da introducédo de férmula e de
alimentos; dados do parto e intercorréncias neonatais; avaliacdo antropomeétrica

(peso, altura); coleta de fezes; questionario de saude (Anexo 3).
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3.3 Métodos de andlise de dieta

No registro alimentar, a paciente anotava, em formularios especialmente
desenhados (Anexo 3), todos os alimentos e bebidas consumidos ao longo de 3
dias, anotando também os alimentos consumidos fora do lar. Com o propoésito de
estimar de forma mais acurada o tamanho das por¢des descritas, 0 nutricionista
demonstrava a paciente como registar as informacgdes, utilizando como auxilio
utensilios caseiros tradicionais (copos, xicaras, talheres e pratos) e modelos
alimentares. O registro era em dias alternados e abrangendo um dia de final de
semana %. O valor energético total, de macro e micronutrientes foram calculados
por meio de um software Diet Pro ®, utilizando como referéncia a Tabela de

Composic¢do Alimentar Brasileira (TACO) 100,

3.4 Variaveis de interesse
e Variaveis sociodemograficas: sexo, escolaridade;

e Variaveis antropométricas e de exame fisico: peso, altura,

circunferéncia da cintura, circunferéncia do pescoco, pressao arterial;
e Variaveis bioquimicas e biomarcadores;

e Durante a gestacéao: glicemia de jejum e de 2h pés TOTG entre 24 e
28 semanas de gestacdo, HbAlc no pds-parto: glicemia de jejum e 2
horas apds 75g de dextrosol (TOTG), HbAlc, insulina de jejum,
colesterol total e fracBes, leptina, adiponectina, E-selectina,
lipopolissacaride (LPS), zonulina e acidos graxos de cadeia

ramificada;
e Microbiota intestinal;

¢ Informacdes sobre o parto e o bebé: tipo de parto, idade gestacional

do parto, peso ao nascer, complicagcbes maternas e fetais;
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¢ Informacdes sobre os pais, aleitamento e saude do bebé: dados do

guestionério (Anexo 2).

3.5 Métodos Analiticos

As dosagens bioquimicas foram realizadas no laboratério AFIP. A
glicose plasmética serd determinada pelo método da glicose oxidase e as
concentracdes de colesterol total, HDL-c e triglicérides por métodos colorimétricos
enzimaticos, processados em analisador automatico. As concentracfes de LDL-c e
VLDL-c serédo obtidas por diferenca, utilizando-se a equacédo de Friedewald. As
demais determinacdes bioquimicas serao feitas por métodos rotineiros. Aliquotas
de soro foram estocadas a -80°C para posteriores determinagdes de insulina
(ensaio imunoflluorimétrico, baseado em anticorpo monoclonal, AutoDelfia, Perkin
Elmer Life Sciences Inc., USA). Aliquotas também foram enviadas para analises de
biomarcadores que estardo disponiveis para analises e publicacbes futuras, mas

gue nao fizeram parte do objetivo principal desta tese.

As aliguotas de fezes armazenadas foram transportadas em caixa
isotérmica, resfriada com gelo seco ao Laboratério da Universidade de Sao Paulo
gue realizou as analises metagendémicas. Foi feito pirosequenciamento de
amplicons da subunidade ribossomal 16S (16S rRNA)%,

Inicialmente é realizada a extracdo e quantificacdo do DNA através do
QIAmp DNA Stool Mini Kit (Qiagen). Em seguida, o DNA é amplificado na reacao
em cadeia da polimerase (PCR) (kit FastStart High Fidelity PCR System — Roche),
utilizando primers especificos para amplificacéo das regides V2 e V6 da 16S rRNA.
As sequéncias dos primers especificas a regido 16S serdo 8F
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG