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Abstract

Introduction: Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune disease that leads to inflammation,
cartilage and bone destruction, and malformation/destruction of multiple joints; affecting the
physical and mental well-being and quality of life (QL) of patients. As remission is not always
achieved with pharmacotherapy, dietetic intervention has been evaluated as an adjuvant therapy.
Diet is an environmental factor that can influence inflammatory activity, change the lipid profile,
increase antioxidant levels, and modulate the gut microbiota (also involved in the development of
the disease). In this sense, studying a diet that combines all the components with an impact on RA is
a priority to complement the prescribed treatment.

Objective: The main objective of the present study was to investigate the effect of an anti-
inflammmatory diet (AID) (characterized by the reduction of exposure to large proteins in the intestine,
mainly gluten; specification of the most suitable vegetables; limitation of yogurts to those enriched
with L. Casei; and by the daily intake of specific spices and seeds), compared to a control diet
(Mediterranean Diet - MD), on disease activity (DA) and on the improvement of QL, in RA patients.
Furthermore, the relationship of AID with clinical and anthropometric markers, and with the
modulation of the composition of the intestinal microbiota, in comparison with MD, was analyzed.

Methodology: This parallel randomized controlled clinical trial included 26 patients with RA followed
in the autoimmune disease appointment at Hospital Particular do Algarve. They were
randomized/allocated and educated to perform one of the two diets. The dietetic intervention lasted
fifteen weeks and clinical, anthropometric and QL markers and a fecal sample was collected before
and after the intervention. The composition of the intestinal microbiota was sequenced by 16S after
extraction of genomic DNA from feces and the statistical treatment was performed using SPSS®
version 27.

Results: It was found that the application of AID led to a greater reduce the Disease Activity Score 28
(DA) compared to MD, however, after eliminating the confounding factors, this reduction was not
statistically significant between diets and both led to a moderate clinical response. About the Health
Assessment Questionnaire (QL), the two interventions led to a similar reduction.

MD induced an increase in beta diversity and a greater number of changes in microbiota
composition. With DM, a decrease in the abundance of the phylum of Actinobacteria and Firmicutes
and an increase in Bacteroidota was verified. As for the genus, there was an increase in Bacteroides,
Bilophila, Lachnospiraceae_unclassified, Parabacteroides, Roseburia and Suterella and a reduction
in Bifidobacterium, Subdoligranulum, Lachnospiraceae_ge and Collinsella. However, no differences
were found between diets in terms of diversity after the intervention. When comparing the relative
abundance of phylum and genus between diets at the end of the intervention, it was found that the
phylum Deferribacterota and the genus Collinsella showed a significant difference and were found
in greater amount in the AID participants.

Conclusion: The results suggest that both interventions had a positive impact on DA, but the AID
intervention had a greater impact compared to MD, and both diets had an effect on improving QL.
The greater impact on the microbiota did not correspond to a superior improvement in the
prognosis of the disease. In this way, changes in the microbiota did not seem to be the main
significant etiologic agent in DA.

This study reinforces the viability a dietetic intervention as an adjuvant therapy in patients with
moderate DA, in particular, an AlD-based intervention.

Key words: Rheumatoid arthritis; disease activity; anti-inflammatory diet; microbiota; quality of life



Resumo

Introdugao: A Artrite Reumatdide (AR) é uma doenca autoimune que leva a inflamacgao, destruicao
de cartilagem e o0sso, e & malformacao/destruicdo de multiplas articulaces; afetando o bem-estar
fisico e mental, e a qualidade de vida (QV) dos doentes. Como nem sempre se consegue a remissao
com a farmacoterapia, a intervengao dietética tem sido avaliada como terapia adjuvante. A dieta é
um fator ambiental que pode influenciar a atividade inflamatdria, alterar o perfil lipidico, aumentar os
niveis de antioxidantes e modular a microbiota intestinal (também envolvida no desenvolvimento da
doencga). Neste sentido, estudar uma dieta que combine todos os componentes com impacto na AR
€ uma prioridade para complementar o tratamento prescrito.

Objetivo: O objetivo principal do presente estudo foi avaliar o efeito de uma dieta anti-inflamatodria
(DAI) (caraterizada pela reducao da exposicao a grandes proteinas no intestino, principalmente o
gluten; especificagdao dos legumes mais adequados; limitagao de iogurtes aos enriquecidos com L.
Casei; e pelo consumo diario de especiarias e sementes especificas), em comparagdao com uma dieta
controlo (Dieta Mediterranea - DM), na atividade da doenca (AD) e na melhoria da QV em pacientes
com AR. Mais ainda, foi analisada a relagao da DAI com os marcadores clinicos e antropométricos, e
com a modulagao da composi¢cao da microbiota intestinal, em comparagao com a DM.

Metodologia: Este ensaio clinico controlado randomizado paralelo incluiu 26 doentes com AR
seguidos na consulta de doengas autoimunes do Hospital Particular do Algarve. Foram
randomizados/alocados e educados para a realizacdo de uma das duas dietas. A intervencao
dietética teve uma duragcao de quinze semanas, tendo sido recolhidos os marcadores clinicos,
antropomeétricos, de QV e uma amostra fecal antes e apds a intervencao. A composicao da
microbiota intestinal foi sequenciada por 16S apds extracdo de DNA gendmico das fezes e o
tratamento estatistico foi feito com recurso ao SPSS® versao 27.

Resultados: Verificou-se que a aplicagao da DAl levou uma maior reducao do Disease Activity Score
28 (AD) em comparagao com a DM, no entanto, apos a eliminagao dos fatores confundidores, esta
reducao nao se mostrou estatisticamente significativa entre dietas e ambas levaram a uma reposta
clinica moderada. No que diz respeito a pontuagao do Health Assessment Questionnaire (QV), as
duas intervengdes levaram a uma reducgao semelhante.

A DM induziu um aumento na diversidade beta e um maior niumero de alteragdes na composicao da
microbiota. Com a DM aferiu-se uma diminuicdo na abundancia do filo das Actinobacterias e
Firmicutes e um aumento dos Bacteroidota. Quanto aos géneros, observou-se o aumento dos
Bacteroides, Bilophila, Lachnospiraceae_unclassified, Parabacteroides, Roseburia e Suterella e uma
reducao de Bifidobacterium, Subdoligranulum, Lachnospiraceae_ge e Collinsella. No entanto, nao
se constataram diferencas entre dietas no que diz respeito a diversidade apds a intervencgao. Quando
se comparou a abundancia relativa dos filos e géneros entre dietas no fim da intervengao, apurou-se
que o filo Deferribacterota e o género Collinsella apresentaram uma diferenca estatisticamente
significativa e que se encontravam em maior quantidade nos participantes da DAI.

Conclusao: Os resultados sugerem que ambas as intervengdes tiveram impacto positivo na AD, mas
a intervencao DAl teve um impacto maior em comparagao com a DM. Ambas as dietas
apresentaram efeito na melhoria da QV. O maior impacto na microbiota nao correspondeu a uma
melhoria superior do progndstico da doenca. Desta forma, as alteragdes na microbiota pareceram
nao ser o principal agente etioldgico significativo na AD.

Este estudo reforca a viabilidade de poder adotar uma intervengao dietética como uma terapia
adjuvante em pacientes com AD moderada, em particular uma intervengao baseada na DAI.

Palavras-chave: Artrite reumatdide; atividade da doencga; dieta anti-inflamatdria; microbiota;
qualidade de vida
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Introducgao

A Artrite Reumatdide (AR) é uma doenca sistémica, inflamatdria e cronica caracterizada por uma
resposta imune persistente que leva a inflamagao, destruicdo de cartilagem e osso, e
malformacéo/destruicdo de multiplas articulacdes. Os doentes sofrem de uma reducdo da
capacidade funcional, dor e rigidez (1,2). A prevaléncia é de cerca de 0,5 a 1% da populagao mundial e
a doencga é mais comum entre mulheres e idosos (3).

Os mecanismos etiopatogénicos envolvidos sao complexos e incluem uma interacdo entre a
resposta imune inata e adquirida, envolvendo células apresentadoras de antigénios, formagao de
células T autorreativas e produgao de auto anticorpos direcionados contra as suas proprias estruturas
celulares, como o fator reumatdide (FR) e os anticorpos anti-péptido ciclico citrulinado (APCCs). Esses
anticorpos estao frequentemente presentes no sangue, muito antes de qualquer sinal de inflamacao
nas articulagdes, sugerindo que o desencadeamento da autoimunidade pode ocorrer em diferentes
locais das articulagdes, por exemplo, no trato gastrointestinal (4). Estudos epidemiolégicos sugerem
a AR como resultado de interagdes complexas entre genes, fatores ambientais (como o tabagismo,
poluicdo do ar, dieta e infegcdes) e hormonais, e o sistema imunitario — que predispdem ao processo
inflamatdério caracterizado pela producdo exagerada de citocinas pré-inflamatdrias, com
consequente ativagao de células do sistema imunitario, producao de espécies reativas de oxigénio e
a libertacao de enzimas destruidoras das articulagdes (5).

Existe uma suscetibilidade genética a AR: estimativas de herdabilidade sugeriram que a genética é
um fator de risco responsavel por 60-70% dos casos de AR. Estudos identificaram diferentes loci de
risco associados a etiologia da AR (6). Atualmente, nesta doencga, estao descritos cerca de 100 genes
associados a suscetibilidade, protecao, gravidade, atividade e resposta ao tratamento. Os
polimorfismos do antigénio leucocitario humano (ALH) sdo os fatores de risco genéticos mais
importantes. O ALH € uma parte importante do sistema imunitario, estimulando as células T a
produzir anticorpos (7). O epitopo compartilhado (EC), uma sequéncia de 5 aminoacidos nas posicdes
70-74 da cadeia ALH-DRB, é o fator de risco genético mais significativo para a AR (7,8).

A esperanca meédia de vida dos pacientes com AR é reduzida em 5-10 anos em comparagao com
individuos nao doentes. A terapia moderna para a AR inclui imunossupressao por medicamentos
antirreumaticos modificadores da doenca (MAMD), anti-inflamatérios nao esterdides,
corticoesterdides e mais recentemente terapias bioldgicas (TB), como os inibidores do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). O tratamento visa prevenir a destrui¢do adicional das articulacdes,
reduzir os sintomas e alcangar a remissao a longo prazo, mas esta sé é alcangcada em 10 a 50% dos
pacientes com AR (9,10). Apesar da terapia moderna e mesmo que a atividade da doenca (AD) seja
reduzida, muitos doentes ainda sofrem de sintomas incapacitantes e a AR continua a representar
uma consideravel carga humana e econdémica. Estima-se que um terco dos pacientes com AR
terminam o emprego prematuramente e, 5 anos apds o diagndstico, 30-40% dos pacientes
apresentam incapacidade para o trabalho. Hd muito sofrimento associado a doenga, bem como
reducao na qualidade de vida (QV) e comprometimento do bem-estar emocional (11,12).

Sendo a AR uma doenca de cariz inflamatdrio, caracterizada pela ativagdo de mecanismos
imunitarios, bem como pela libertagdo de citocinas e outros mediadores com propriedades
inflamatodrias, e a dieta um fator ambiental modificavel que, quando saudavel, pode ser um meio de
controlo de inflamacgao, torna-se pertinente avaliar o impacto de uma intervencao dietética quer no
controlo e melhoria de sintomas, quer na QV dos doentes (13).

Imunopatogéne da AR

Compreender os processos moleculares complexos que desempenham um papel na patogénese da
AR ainda é um desafio. Individuos suscetiveis a fatores genéticos e ambientais com perda da
tolerancia imunitaria aos autoantigénios desencadeiam os fendmenos autoimunes e a formagao de
autoanticorpos (14). Essa falta de tolerdncia imunitdria representa o primeiro passo para a
autoimunidade. A desregulacdo do sistema imunitario é caracterizada pela presengca de
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autoanticorpos e células T autorreativas. A producdo inadequada de células B autorreativas é a
alteragao mais oObvia do sistema imunitario nestes pacientes, sendo detetados muito antes da
doencga aparecer. Os autoanticorpos mais importantes sao o FR e APCCs que reconhecem diferentes
proteinas na forma citrulinada (15). Juntamente com o aumento da produg¢ao de autoanticorpos, o
nivel de citocinas pro-inflamatodrias € elevado na sindvia articular de pacientes com AR. As
articulagdes de pacientes com AR sao tecidos complicados onde estao envolvidas células imunes
inatas e adaptativas, juntamente com células residentes articulares, como sinoviécitos e condrocitos
(16,17).

Varios tipos de células contribuem para o contexto patogénico da AR. Na sindvia reumatdide, as
células dendriticas sao encontradas principalmente em agregados linfociticos e vasos periféricos,
sugerindo que sao provenientes do sangue periférico. Os alelos das moléculas do complexo de
histocompatibilidade (MHC) sdo expressos por células apresentadoras de antigénios que processam
peptideos extracelulares em células T CD4+, conduzindo a secrecao de citocinas pro-inflamatdrias
que estimulam as células B a produzir anticorpos como o FR e APCCs (14). Os pacientes com a
doencga apresentam uma funcdo defeituosa das células T reguladoras (Treg) circulantes e um
aumento das células T helper 17 (Th17) no plasma e no liquido sinovial (18). O fator de crescimento
transformador g derivado de macréfagos e derivados de células dendriticas e interleucina (IL)-1B, 6, 21
e 23 fornecem um meio que suporta a diferenciacdo de Th17 e suprime a diferenciagao de células
Treg, deslocando assim a homeostase das células T para a inflamacgao (17,18).

As modificagdes pods-transcricionais (MPTs) induzidas por agentes ambientais sao criticas para a
funcao e antigenicidade das proteinas. As trés MPTs primariamente envolvidas na AR s&o
glicosilagao, carbamilagdo e citrulinagao (14). A citrulinagdo resulta da conversdo de arginina em
citrulina, e esta é a principal modificagao pds-transcricional crucial associada ao reconhecimento de
autoantigénios na AR. A citrulina pode alterar a estrutura da proteina e gerar novos epitopos
associados a produgdo de autoanticorpos (19). Os préprios autoanticorpos podem ser patogénicos
pela ativagcdo de macréfagos ou osteoclastos através da formagao de imunocomplexos e
envolvimento do recetor Fc ou provavelmente pela ligacdo de vimentina citrulinada na membrana,
promovendo assim a perda dssea (4).

Chondrocyte

Osteoclast

Figura 1 - Patogénese da Artrite Reumatdide. As ACPs apresentam antigénios préprios ou ndo proprios as células T, que
se diferenciam em células Thl ou Th17 que induzem macrdfagos a secretar citocinas pro-inflamatodrias e ajudam as
células B a produzir autoanticorpos que se ligam a antigénios alvo formando complexos imunes. Esses complexos
imunes podem se ligar ao complemento e ligar-se aos recetores do complemento e/ou recetores Fc nos macréfagos,
aumentando a secregao de TNF q, IL-1 e IL-6. Essas citocinas levam as manifestag¢des clinicas e laboratoriais da AR, bem
como ao dano das cartilagens e 6sseo, em virtude da ativacao de condrécitos e osteoclastos (este Ultimo principalmente
via sistema RANKL-RANK). Essas citocinas também podem alterar e ativar a diferenciagao e fungao das células T e
células B que operam a montante na patogénese da AR. As células TREG podem inibir a fungdo das células Th1l e Th17
num ambiente fisiolégico, mas sao inibidas por citocinas produzidas na resposta inflamatoria.
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APC - célula apresentadora de antigénio; AR- Artrite Reumatodide; RANK - ativador do receptor do fator nuclear-xB;
RANKL - ligando RANK; TCR- recetor de células T; TGF-f - fator de crescimento transformador B; TH - célula T auxiliar; TLR
- receptor tipo Toll; TREG - célula T-reguladora. Fonte: Retirado de Smolen et al. (20).

A membrana sinovial dos doentes portadores de AR é caracterizada pela hiperplasia e infiltracdo de
linfocitos T (sobretudo CD4+), os quais libertam citocinas pré-inflamatoérias, e a proliferacdo de
sinoviodcitos. Estas citocinas estimulam, por sua vez, a libertacao de metaloproteinases destruidoras
da matriz, bem como a ativagdo de outras células e moléculas dotadas de propriedades
inflamatodrias, que levam a destruicao progressiva da cartilagem e osso. Ocorre ainda a ativagao da
resposta de fase aguda, com aumento da producgao de fibrinogénio, proteina C reativa (PCR), entre
outros (16).

Microbiota e Sistema Imunitdrio

Desde a descricao original de anticorpos como antigénios citrulinados numa subpopulacao de
pacientes com AR, ficou esclarecido que epitopos citrulinados de um grande numero de
autoantigénios, bem como antigénios derivados de microrganismos, podem ser reconhecidos por
anticorpos altamente especificos para AR. Alteragcdes em locais especificos da mucosa sugerem que
fatores microbianos podem afetar a resposta imune da mucosa, também desempenhando um papel
importante na patogénese da AR. Alteragcbes na diversidade, composicao e abundancia da
microbiota (provocada por desencadeadores ambientais como o tabaco, dieta, ..), ou seja, disbiose,
podem desencadear varios tipos de doengas autoimunes e inflamatdrias (17).

As exposi¢cdes microbianas nos tratos gastrointestinal e respiratério sao os principais determinantes
da imunidade geral nessas barreiras mucosas e representam um alvo principal para futuras
estratégias de intervencao (21). O intestino € uma porta de entrada para antigénios ambientais na
forma de alimentos ou agentes infeciosos. A microbiota intestinal € um fator que influencia a
homeostase metabdlica e o sistema imunitario; € um local de notavel interacao entre
microorganismos e o organismo. Os microrganismos estabelecem uma relagao simbidtica com o
tecido epitelial e linféide (14). As bactérias intestinais sintetizam e alteram uma variedade de
compostos que afetam a fisiologia e a imunidade. No entanto, nem todas as interacdes hospedeiro-
microbiota promovem a saldde, particularmente espécies de bactérias residentes parecem ativar o
sistema imunitario resultando em doengas inflamatdrias. Uma microbiota diversificada e equilibrada
€ necessaria para desenvolver uma resposta imune adequada (22).

Os beneficios fornecidos pela microbiota intestinal ao hospedeiro dependem de interagdes com as
células hospedeiras (23). Estudos em animais mostraram o papel crucial da microbiota no
desenvolvimento e manutencgdo do sistema imunitario do hospedeiro e preservacao das suas
fungdes, como maturagdo do tecido linfdide intestinal, secrecao de imunoglobulina A, e a producgéo
de peptideos antimicrobianos importantes (24). Padrées moleculares conservados, expressos na
superficie de bactérias simbidticas ou secretados no intestino, podem interagir com recetores de
reconhecimento de padrdes (RRPs), que sdo expressos em ou dentro de células epiteliais e linféides
para iniciar a traducao e transcricdo de sinais de um conjunto de moléculas que medeiam a defesa
do hospedeiro ou atividades metabdlicas dentro do intestino(22).

A microbiota intestinal modula as respostas de células T e Tregs que sdo necessarias para a defesa
eficaz do hospedeiro contra patogénios, evitando respostas autoimunes e outras consequéncias
imunopatoldgicas (25). Como primeira linha de defesa do hospedeiro contra patogénios, as respostas
imunes inatas contam com uma familia de recetores conhecidos como RRPs, incluindo recetores
Toll-like (RTLs) e recetores semelhantes a dominios de oligomerizagao de ligacao de nucleotideos
(RNLs). Os RTLs sdo recetores imunes inatos chave para perceber padrdes moleculares associados a
patogénios (PMAPs). Apds a detecdo de PMAPs microbianos, os RTLs (presentes nas células
epiteliais) permitem o inicio de respostas inflamatérias (25). Componentes de bactérias gram-
positivas e gram-negativas interagem com RTLs para mediar a imunidade inata e adaptativa, bem
como outras fungdes celulares da barreira mucosa. (22).
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Os macroéfagos e células dendriticas, que contém os RTLs, detetam continuamente os antigenos do
[dmen intestinal e avaliam a presencga de antigenos prejudiciais. Apds a interagcao com um antigénio,
as células dendriticas desempenham um papel importante na diferenciacdo de linfocitos CD4+
imaturos em células T helpers tipo 1 (Th1), Th17 ou Th2 (26). As células dendriticas atuam como células
apresentadoras de antigénios exibindo peptideos carregados nas suas moléculas do complexo de
histocompatibilidade (MHC) classe II. A apresentagao dessas moléculas a células B ou a recetores de
células T, sensibiliza-as a iniciar uma resposta imune adaptativa (18).

O tipo de antigénio microbiano influencia a diferenciagcao de células Th. Enquanto as células Th1 se
desenvolvem em resposta a patogénios intracelulares, tanto as células Th2 como as células Th17 sdo
estimuladas por microrganismos extracelulares (16). A resposta imune gerada pelas células T é
regulada pela subpopulagdao conhecida como células Treg. As células Treg intestinais desempenham
um papel importante na manuten¢ao da tolerancia imunitaria aos antigenos dietéticos e a
microbiota intestinal (27).

A disbiose pode induzir artrite influenciando a diferenciagao de subgrupos de células T, influencia o
grau de expressao de RTLs de células apresentadoras de antigénios e pode contribuir para um
desequilibrio na razdo de células Th17/Treg. Em individuos predispostos, o desenvolvimento de
células Th17 autoreactivas, que activam cascatas inflamatdrias e causam danos nos tecidos, pode
levar a autoimunidade sistémica (27).

A microbiota é a influéncia ambiental mais proeminente na diferenciagdao das células Thl7.
Recentemente, muita atencao tem sido dada as bactérias filamentosas segmentadas (BFS) devido a
sua capacidade de induzir a produgao e ativagao de células Th17 no intestino, com a secregao de IL-17
(17). As BFS compreendem um grupo de bactérias gram-positivas que aderem intimamente as
placas de Peyer no intestino delgado e podem estimular a resposta imune induzindo a secrecao de
IgA e ativando as células B (28). Teng et al. demonstraram que BFS desencadeiam artrite autoimune
induzindo diferenciacdao e migracao de células T Folicular Helper (TFH) do intestino para locais
linfoides sistémicos, levando ao aumento da produgao de autoanticorpos e exacerbagao da artrite
(29). Block et al. confirmaram o papel da microbiota intestinal na diferenciacao das células TFH e na
formacgao do centro germinativo. A eliminagdo da microbiota intestinal em ratos por antibidticos
reduziu o numero de células TFH e os niveis de produgdo de anticorpos. Os autores concluiram que a
microbiota intestinal regula o desenvolvimento da artrite através do TFH independentemente das
células Th17 (30).

Disbiose na AR

As alteragdes da microbiota estao relacionadas com o risco e gravidade da AR (31). A microbiota
intestinal é a principal fonte de microrganismos que podem exercer efeitos benéficos e patogénicos
na saude humana. Estudos mostram alteragcdes na composi¢cao da microbiota intestinal em doencas
autoimunes, como a AR, o que levou ao interesse em estudar os microrganismos como potenciais
candidatos ao desenvolvimento da autoimunidade(27).

Segundo a literatura, a disbiose esta associada a marcadores de inflamacgao e a AD na AR. Além disso,
também se detetam alteragcdes no ambiente redox e no transporte e metabolismo de ferro, enxofre e
zinco na microbiota de pacientes com AR, indicando que o microbioma alterado pode desempenhar
um papel importante na patogénese da doenca (16).

Os mecanismos fisiopatoldégicos pelos quais a microbiota intestinal estd associada a AR sao
provavelmente multifatoriais; os mecanismos propostos incluem ativagao de células apresentadoras
de antigenos através de um efeito nos RTLs ou RNLs, capacidade de produzir citrulinizagcdo de
peptideos por agao enzimatica, mimetismo antigénico, alteracdes na permeabilidade da mucosa
intestinal, controlo do sistema imunitario do hospedeiro (desencadeando a diferenciagcao de células
T) e aumento da inflamagdo da mucosa mediada pelas Th17 (32,33).
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A interacao entre fatores genéticos do hospedeiro, como MHC e microbiota intestinal, e seu impacto
no desenvolvimento da AR, é dificil de estudar emn humanos devido a alta variabilidade de fatores
genéticos e ambientais, como a dieta (26). Um estudo realizado por Gomez et al. forneceu a primeira
demonstracao de que os genes ALH e o0 ambiente intestinal interagem, afetando a suscetibilidade a
artrite. Este estudo mostrou diferencas no microbioma fecal de ratos transgénicos suscetiveis a AR
em comparagao com ratos resistentes ao desenvolvimento de AR. A analise mostrou que a
microbiota intestinal de ratos suscetiveis a artrite apresentou maior quantidade de Clostridium sp.,
enquanto os resistentes a artrite foram enriquecidos pelas familias Porphyromonadaceae e
Bifidobacteriaceae. Este Ultimo organismo tem sido associado a resposta anti-inflamatéria no
sistema imunitario da mucosa intestinal através da supressdo da proliferacdo de células T e da
producao de citocinas proé-inflamatérias e pela inibigao do fator nuclear kB (34). O estudo sugere que
os genes do MHC podem estar direta ou indiretamente envolvidos na determinagao da composi¢ao
microbiana intestinal e nas interagdes entre as bactérias intestinais (35).

A evidéncia cientifica descreve que o perfil fecal de bactérias € significativamente diferente em
individuos com AR, principalmente em bactérias anaerdbicas em comparagao com controlos. Esta
apoia o conceito de que a AR representa um estado de inflamagao crénica que pode ser motivado ou
agravado pelo crescimento excessivo de bactérias patogénicas ou pela falta de bactérias
imunomoduladoras (36). Estudos que avaliaram a microbiota intestinal mostraram que a AR é
caracterizada por uma expansao e/ou diminuicdo de grupos bacterianos em relacdo aos controlos. O
sequenciamento de amostras de fezes de pacientes com AR mostrou uma disbiose intestinal, e um
crescimento aumentado de Prevotella sp., particularmente P. copri, Escherichia coli, Mycoplasma
fermentans, Proteus mirabilis, Colinsella, Faecalibacterium e Lactobacillus; e menor quantidade de
Bifidobacteria e Bacteroides (16,37).

A plasticidade da microbiota intestinal pode permitir a sua manipulagao especifica, especulando
que, no futuro, esta manipulagao pode estar incluida nas estratégias terapéuticas de individuos com
AR (38).

Terapia medicamentosa na AR

O tratamento da AR inclui a utilizagdo de MAMDs, anti-inflamatorios nao esterodides, corticosteroides
e TB, os quais atuam de forma a reduzir a dor e a inflamacgao articular, minimizando o compromisso
funcional e a progressdo do dano articular (10).

Os anti-inflamatorios nao esterdides sao os farmacos ideais para o alivio da dor. A sua agao é inibir as
enzimas ciclooxigenase (COX), que tém fungao No metabolismo do acido araquiddnico para produzir
as prostaglandinas pro-inflamatdrias. Todavia, atendendo aos seus efeitos adversos a nivel renal,
cardiovascular e gastrointestinal, por vezes tém de ser substituidos por analgésicos simples, cuja
eficacia fica agquém dos primeiros (10). Recentemente, os investigadores concentram-se
principalmente em anti-inflamatdrios ndo esterdides que inibem seletivamente a COX-2 dado que os
seus efeitos anti-inflamatérios e de alivio da dor sdo semelhantes aos convencionais. Apesar disso,
enquanto os seus efeitos adversos sdao idénticos aos outros anti-inflamatérios nao esterdides
convencionais, o risco de complicagdes gastrointestinais € menor (39).

Os corticosterdides s6 devem ser introduzidos quando falha o tratamento com anti-inflamatorios
nao esterodides, devido aos seus efeitos secundarios, onde se destaca o risco osteopordtico. Os efeitos
benéficos dos corticosterdéides em pacientes com AR sdo a reducdo da ativacao, proliferacao,
diferenciagao e sobrevivéncia de varias células envolvidas na producao de mediadores inflamatdrios.
Podem suprimir a fungdo e a proliferagcdo das células Thl e, assim, resultar na diminuicdo da
producgao de citocinas proé-inflamatdrias, como IL-1B, IL-2, IL-3, IL-6, TNF-a, interferon-y e IL-17. Além
disso, o efeito benéfico predominante dos corticosterdides € aliviar os sintomas da artrite, como dor e
inchaco. (10,39).

Os MAMDs sdo a medicagao de primeira linha para os casos de AR recém-diagnosticados. Deste
grupo, hidroxicloroquina, metotrexato, leflunomida e sulfassalazina. O metotrexato é o farmaco mais
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utilizado, em virtude da sua eficacia, seguranca, efeito a longo prazo, alta torabilidade e baixo custo,
embora muitas vezes seja administrado em associagao ao acido félico como forma de suprimir
alguns dos seus efeitos secundarios (10)(39).

Quando os MAMDs ndo promovem as melhorias necessarias, é ponderada a utilizacdo de TB.ATB é a
mais recente classe de tratamentos utilizados na terapia da AR e correspondem a compostos
biolégicos ou modificadores de resposta bioldgica. As TBs sao anticorpos monoclonais quiméricos
anti-CD20, rituximab, inibidores do TNF-a, como etanercept, infliximab e adalimumab, um inibidor
recombinante da IL-1, anakinra, e bloqueador de co-estimulagdo, abatacept. Além disso, as TB
recentemente em avaliagao incluem novos inibidores de TNF-q, inibidores de Janus-Actived Kinase,
tofacinitib, anticorpos monoclonais anti recetor de IL-6 e anticorpos contra moléculas vitais
envolvidas na sobrevivéncia e desenvolvimento de células B funcionais (39). De entre as reagdes
adversas, os TB, o efeito secundario mais preocupante é o risco de infegao (40).

Nas ultimas duas décadas, o uso otimizado da medicagcao disponivel, aumentou drasticamente o
sucesso na manutengao da AR, melhorando a qualidade de vida e diminuindo a mortalidade de
pacientes com AR principalmente devido a reducao da mortalidade cardiovascular. Para além disso,
a microbiota alterada é parcialmente restaurada ao normal (relativamente a microbiota de controlos
saudaveis) em pacientes que apresentaram melhoria clinica apds a prescricao da terapia
medicamentosa, principalmente TB (37). No entanto, uma proporgao substancial de pacientes com
AR ainda ndao consegue atingir a remissao apenas com terapias farmacoldgicas, independentemente
da definicdo de remissao utilizada, e os seus efeitos secundarios nao sao despreziveis. Como
consequéncia, face a dor e limitagao funcional marcadas que esta patologia acarreta e devido a
alguns farmacos prescritos reduzirem a absorcao de certos nutrientes, varias terapias adjuvantes nao
farmacolégicas estdo a ser exploradas atualmente, incluindo intervencgdes dietéticas (11,41).

Dieta, comorbilidades e AR

O potencial das intervengdes dietéticas na saude global dos pacientes com AR nao deve ser
subestimado. A dieta € um fator ambiental que pode influenciar a atividade inflamatéria, alterar o
perfil lipidico, aumentar os niveis de antioxidantes e alterar a microbiota intestinal. Varios sdao os
estudos que tém mostrado que a alimentacao possui um papel central no curso da AR,
particularmente no alivio dos sintomas e na reduc¢ao das complicagdes dai resultantes e associadas
(13,42-45).

A AR esta associada a diversas comorbilidades, nomeadamente, a doenga cardiovascular, obesidade
e diabetes. Sabe-se que a infamacgdo sistémica da AR origina alteragdes no metabolismo energético
e proteico, fragueza muscular, fadiga intensa e aumento do tecido adiposo, em particular da gordura
visceral (46).

A mortalidade precoce em doentes com AR tem sido amplamente atribuida a um aumento da taxa
de eventos cardiovasculares, que sao independentes dos fatores de risco cardiovascular tradicionais,
e que estdo associados ao aumento da inflamagao sistémica (47). A AR esta significativamente
associada a um risco 50% maior de mortalidade cardiovascular do que na populagdo geral. Pacientes
com atividade da doenga persistentemente alta tém uma taxa mais alta de aterosclerose subclinica,
eventos cardiovasculares e maior risco de mortalidade (48).

A obesidade representa uma comorbilidade importante também para a AR, sendo um fator
determinante para a resisténcia a insulina e para o aumento de citocinas pré-inflamatérias
circulantes (49). Uma meta analise sobre a relagao da obesidade com a AD na AR, concluiu que a
obesidade é acompanhada por uma AD mais elevada, diminui a possibilidade de alcangar a remissao
da doencga e tem um impacto negativo na eficacia do tratamento (42). Além disso, a sindrome
metabdlica estd associada a um alto risco de AR e o fato de ja estar presente na AR diagnosticada
reforca o seu papel como fator de risco e ainda mais a importancia da dieta e do controlo da glicemia
e perfil lipidico (50).
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Existem evidéncias de uma forte associagao entre AR e a diabetes. Uma dupla relagdo entre diabetes
e AR tem sido descrita: alta prevaléncia de diabetes tipo 2 em pacientes com AR e AR como fator de
risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2. Estudos mostram que a AR esta significativamente
associada ao metabolismo anormal da glicose tanto em relagao aos fatores de risco cardiovascular
tradicionais (por exemplo, sindrome metabdlica), como em relagdo as caracteristicas especificas da
AR, como niveis de PCR, duragcao da doencga e extensao do dano articular (51).

Para além disso, os pacientes com AR apresentam, normalmente, uma disbiose da microbiota
intestinal que influencia a resisténcia, integridade e fungao da barreira intestinal, tal como referido
anteriormente. A microbiota intestinal € dinamica e pode mudar rapidamente, em termos de
composicao e diversidade com intervengdes dietéticas que sao cada vez mais reconhecidas como
uma abordagem para a prevengao e tratamento de doengas. Para além disso, a microbiota também
esta envolvida no metabolismo de alguns componentes da dieta e tem o potencial de modificar
mediadores pro e anti-inflamatodrios circulantes (16,43,52,53).

Lamentavelmente, os pacientes com AR apresentam muitas vezes qualidade alimentar insatisfatéria
e uma dieta mais pobre, com elevado consumo de gordura saturada e baixa ingestdo de
micronutrientes, quando comparado com grupos de controlo de estudos observacionais. A ma
qualidade da dieta esta associada a uma rigidez matinal mais duradoura, mais incapacidades
funcionais, stress oxidativo, inflamacao, disbiose e aumento do risco de comorbilidades (42,53,54).

Dieta MediterrGnea e a AR

Os beneficios da DM estao devidamente fundamentados (55). A DM é frequentemente recomendada
para pacientes com doengas inflamatdrias crénicas, pois possui propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes com potencial para modular vias inflamatoérias e a microbiota intestinal (56). A DM
constitui um conjunto de conhecimentos, praticas e tradi¢des, incluindo culturas, colheita, pesca,
conservagao, processamento, preparagao, confecao e, em particular, o consumo de alimentos.
Caracteriza-se por um modelo alimentar constituido maioritariamente por azeite, cereais integrais,
fruta e vegetais, uma quantidade moderada de peixe, lacticinios e carnes (principalmente carnes
vermelhas), e muitos condimentos e especiarias, acompanhados de vinho, infusdes de ervas sem
acucar e cha, redugao de sdédio e com baixo teor de gordura (57).

Esta bem estabelecido que a DM pode modular as fungdes imunitarias, em particular, através do tipo
de acidos gordos (AG) consumidos no peixe, azeite, frutos oleaginosos e sementes (58). Ao alterar a
composi¢cao da membrana e a sua interagao com enzimas e recetores ligados a membrana, os AG
sao capazes de modular as fungdes de linfocitos e mondcitos, que estdo crucialmente envolvidas na
imunidade adaptativa e inata (59).

Varios estudos investigaram os efeitos dos AG 6mega-3 (EPA, DHA) e dmega-6 (acido glinolénico,
acido dihomo-g-linolénico, acido araquidénico) no sistema imunitario e em particular na proliferagao
de linfocitos, secrecao de citocinas, atividade de células natural killer (NK) e atividade de linfécitos T
citotéxicos. Acido glinolénico, EPA e DHA s3o os AG que parecem ter os efeitos imunitarios mais
eficazes (59). Foi observado, por exemplo, que o DHA diminui a capacidade das células Treg inibirem
a proliferacao de células T efetoras, reduz a migragao de células Treg em direcao as quimiocinas e
regula negativamente a expressao de recetores de quimiocinas nessas células. Por outro lado, o EPA
regula negativamente a resposta do tipo Th1l que esta associada a doengas inflamatdrias crénicas.
Uma menor proliferacdo de linfécitos e atividade de células NK também foram observadas em
relagao ao acido oleico, presente no azeite (57).

Os AG dmega-3 também demonstraram suprimir a ativagao das células dendriticas e a resposta
imune adaptativa que afeta a fungao dos linfécitos B, em particular através de modificagcdes na
organizag¢ao da camada lipidica (60).

Mais especificamente na AR, uma andlise transversal sobre o aporte de dmega-3 numa coorte de
pacientes com AR demonstrou que o marcador de AD (Disease Activity Score 28(DAS 28)) foi
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significativamente menor entre os individuos que consumiam este &acido gordo em maior
quantidade (42,61).

Os AG monoinsaturados tém também um efeito benéfico adicional Util para pacientes com AR que
tém um risco cardiovascular aumentado em comparagao com a populacao saudavel (62).

O consumo de frutas e hortalicas traz diversos beneficios a saude, que podem estar amplamente
relacionados as suas propriedades antioxidantes. A elevada ingestdo de vegetais confere um efeito
protetor no desenvolvimento de AR, bem como a menor incidéncia de dor articular, devido ao seu
teor em compostos fendlicos (63,64). Além disso, ha evidéncias crescentes que sugerem que 0S
polifendis melhoram a funcao da barreira intestinal (65). A ingestao de vegetais de folhas verdes
também é recomendada porgue sdo ricos em acido félico e, normalmente, sdo encontrados baixos
niveis séricos de acido félico em pacientes com AR (63,64).

A fibra dietética, outros hidratos de carbono complexos e polidis presentes nas frutas sao prebidticos,
e, portanto, moduladores da microbiota (32,66). A produgao de AG de cadeia curta (AGCCs) € um dos
mecanismos propostos pelos quais a microbiota intestinal afeta a diferenciagao das células Treg e a
inflamacgdo sistémica (67). AGCCs, particularmente butirato, acetato e propionato, sdo os principais
produtos resultantes da fermentacao microbiana de fibras alimentares e a sua quantidade também
€ superior quando hd maior consumo de polifendis (68,69). Quando ha redu¢do do consumo das
fibras fermentaveis, as bactérias mudam para fontes energeticamente menos favoraveis para o
crescimento, como aminoacidos ou gorduras alimentares, resultando na reducao da atividade de
fermentacdo da microbiota e escassez de AGCCs (67). Os AGCC sao uma fonte de energia para as
células epiteliais intestinais, tendo um efeito anti-inflamatadrio indireto, melhorando as tight junctions
e aumentando a fungao da barreira intestinal (70). O butirato € a fonte de energia preferida para os
colondcitos e € consumido localmente, enquanto outros AGCC absorvidos vao para a circulagao
sistémica. Acredita-se que a acetilagdo de histonas aumente a acessibilidade a maquinaria de
transcricao, para promover a transcricao de genes. O butirato e o propionato sao reconhecidos
inibidores da histona desacetilase. Por meio desse mecanismo, os AGCC podem atuar como
moléculas anti-inflamatdrias sistémicas ou imunossupressoras. Apesar da baixa concentragdo na
periferia, o propionato e o butirato afetam os 6rgados periféricos indiretamente pela ativacdo dos
sistemas hormonal e nervoso (67). Diferentes estudos relataram gque uma maior adesao a DM esta
associada a uma microbiota mais diversificada e niveis mais altos de AGCCs fecais (71,72).

O consumo moderado de alcool (especialmente vinho tinto) estd associado a um risco reduzido de
desenvolver AR, no controlo dos sintomas e na qualidade de vida em pacientes com AR. Confirma-se
pela evidéncia cientifica uma associagao do consumo de alcool e reducdo da inflamagdo na AR. O
beneficio da ingestao de quantidades baixas a moderadas de alcool durante um longo periodo de
tempo (anos) resultou de um efeito direto nas células THF, e demonstrou diminuir os niveis de TNF-a,
IL-1e PCR (73,74).

Estudos em modelos animais e em células humanas mostraram um efeito do sddio nas células Th17
e na promogao da inflamacgao. Além disso, ha evidéncias de que o aumento do consumo de soédio
ativa macrdfagos pro-inflamatorios, afeta a diferenciagao de células Th17 e diminui as Tregs, todos
atores cruciais na patogénese da AR, o que demonstra o seu efeito pré-artritico. O alto consumo de
sal também parece estar correlacionado com a inibicao da secrecao de células Treg responsaveis
pela tolerancia a autoantigénios (75). A ingestao excessiva de sal também parece fazer com que as
Tregs adquiram o fendtipo Thl, Th2 ou Th17. Este mecanismo parece estar relacionado com a cinase
SGK1 (cinase 1 regulada por soro/glucocorticéide), que desempenha um papel central em muitas
cascatas proé-inflamatdrias e em muitos mecanismos reguladores (76).

Embora a investigagao no campo das relagdes dieta-saude esteja a mudar o seu paradigma e o
estudo de padrdes alimentares completos esteja a tornar-se mais pertinente, tem-se dado mais
relevancia ao impacto de componentes especificos da dieta nos resultados relacionados (77). Apenas
um pequeno numero de ensaios se concentrou na relagdo entre o padrdo alimentar e a AR (56).
Existem evidéncias sugestivas de um impacto positivo da DM nos desfechos relacionados a AR (ou
seja, dor, funcao fisica, AD). Um grande estudo de caso-controlo revelou que o score da DM foi
inversamente associado ao risco de inicio da AR. No entanto, esse efeito foi observado apenas entre
homens e pacientes soropositivos (78). Outro estudo controlado randomizado mostrou que uma DM
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de 12 semanas pode reduzir a AD (principalmente articulagdes sensiveis e salude geral), mas nao foi
capaz de resgatar a fungao fisica ou a rigidez matinal (79). Mais recentemente, o estudo ADIRA (Anti-
inflammatory Diet In Rheumatoid Arthritis) tinha intencao de testar a hipdtese de que uma
intervencgao dietética anti-inflamatoéria, comparada a uma dieta regular sueca, diminuiria a AD. A
dieta anti-inflamatoéria usada neste estudo cruzado era semelhante a DM usada no paralelo de
Skoldstam et al. (45,80), com adicao de probidticos, e promoveu uma redugao no DAS 28 durante o
periodo de intervengao, no entanto, nao foi avaliado o impacto na QV (44). Por fim, o estudo de
Diamanti et al. que comparou pacientes com adesdo alta e baixa/moderada & DM revelou que o
primeiro grupo apresentou menor DAS 28, bem como menor FR (43).

Dieta Anti-inflamatoria e a AR

Apesar do supra explanado, a DM ainda nao é considerada nas recomendacdes de tratamento da AR
e a evidéncia sobre o impacto da mesma na AD, na QV e na microbiota de pacientes com AR ainda é
insuficiente (13,43,45,56,78). Isto pode dever-se a DM estar destinada a populagdo geral e nao incluir
determinados pressupostos que se consideram como tendo impacto na patogénese/sintomatologia
da AR e na modulagao da microbiota intestinal, nomeadamente, a redug¢ao da exposi¢cao a grandes
proteinas no intestino, principalmente o gldten; ndo haver a especificagao dos legumes mais
adequados; nao limitar o consumo de iogurtes aos enriquecidos com L. Casei; e nao reforcar do
consumo didrio de especiarias e sementes especificas (42,53).

O gluten é a principal proteina do trigo, constituindo aproximadamente 80% das proteinas totais
deste grao. Nao surpreendentemente, os peptideos de gldten (gliadina e glutenina) também estdo
contidos noutros cereais, como a cevada e o centeio (81).

O gluten tem sido investigado como uma opg¢ao de tratamento para outras condicdes médicas para
além da doencga celiaca (82). Multiplos aspetos prejudiciais do gldten afetam a sadde humana,
incluindo manifestacdes digestivas e extradigestivas dependentes de reacdes mediadas pelo gluten
potencialmente imunitarias ou tdxicas que induzem a alteragdes gastrointestinais. O gluten afeta a
microbiota e aumenta a permeabilidade intestinal (83).

A gliadina € um substrato ideal para a transglutaminase tecidual enddégena e a transglutaminase
microbiana exdgena, ambas pertencentes a familia das transglutaminases. O gluten é rico em
glutamina e lisina e, portanto, um possivel substrato para modificacao pdés-traducional de proteinas
pela transglutaminase. Ambas as enzimas sao capazes de desamidar ou realizar a ligagao cruzada de
peptideos de gluiten a varios outros peptideos, transformando assim autoproteinas indcuas em
imunogénicas. E importante ressaltar que a transglutaminase microbiana luminal, derivada de
alimentos processados, ou da microbiota alterada (disbiose), € uma das principais causas de
modificagdo pds-traducional da gliadina ou de outras proteinas virgens (84).

A desamidacao da gliadina pela transglutaminase tecidual ou microbiana demonstrou aumentar o
reconhecimento de peptideos de gliadina pelas células T, podendo iniciar uma cascata de reacgdes
autoimunes que sao finalmente responsaveis pela destruicdo da mucosa através da produgao de
citocinas e metaloproteinases de matriz. Essas reacdes implicam que a gliadina e/ou seus peptideos
de degradacado atravessem a barreira epitelial intestinal e atinjam a lamina prépria da mucosa
intestinal onde sdo reconhecidos por células apresentadoras de antigenos. Sob circunstancias
fisioloégicas, a barreira epitelial intestinal é descrita como sendo quase impermeavel a
macromoléculas. A gliadina induz a libertagcdo de zonulina, que aumenta a permeabilidade das
juncgdes apertadas (85).

Para além disso, o gluten aumenta o stress oxidativo, afeta as modificacdes epigenéticas, é
imunogénico, citotéxico e pré-inflamatdrio (interfere nos mecanismos antioxidantes). A ingestao de
gluten aumenta a apoptose e diminui a viabilidade e diferenciagao celular (83).

Verifica-se uma base genética compartilhnada para a doenca celiaca e a AR, tornando, assim, légica a
associagdo entre as manifestagcdes reumaticas e a doencga celiaca, bem como os sintomas
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gastrointestinais em doentes com AR. Esses genes sao cruciais para a ativagdo e regulagao da
imunidade adaptativa e inata (86). Verifica-se um efeito protetor da remogao do gluten na incidéncia
cumulativa de doengas autoimunes adicionais em pacientes com doenga celiaca, bem como na
melhoria das manifestacdes reumaticas celiacas (87). De facto, modificagcdes na dieta com remogao
do gluten tiveram beneficios clinicos em pacientes com AR que podem resultar de
imunorreatividade reduzida a antigenos alimentares que sao eliminados por uma dieta restrita. Uma
dieta vegan sem gluten em pacientes com AR levou a alteragdes que sao potencialmente
arteroprotetoras e anti-inflamatérias (88). E importante notar que as células T especificas do gliten
restritas ao ALH DQ2/8 migraram da mucosa entérica para o sangue periférico apds a provocacao
com gluten, indicando assim um mecanismo adicional de patologia articular na doenca celiaca e
sugerindo uma base para o beneficio de dietas sem gldten (83).

No que toca aos horticolas, os que estdo entre os que podem piorar os sintomas da AR sdo os
tomates, os pimentos, as beringelas e as batatas. A literatura mostra que pacientes com AR relatam
um agravamento dos sintomas apods a ingestao dos mesmos (64). Estes alimentos contém solanina,
um glicoalcaldide, que aumenta a permeabilidade intestinal e pode ser prejudicial para patologias
artritogénicas (89,90).

As grandes proteinas dos lacticinios nao sdo completamente digeridas e podem alimentar bactérias
proteoliticas, levando a producao de metabolitos pro-inflamatoérios (91). No entanto, estudos de
consumo de laticinios demonstram que os produtos lacteos, principalmente os iogurtes, tém um
efeito neutro ou inverso nos niveis de biomarcadores inflamatdrios circulantes. Os lacticinios contém
um alto teor de AG saturados, mas também muitos dos AGCC encontrados na gordura do leite. Estes
ultimos tém efeitos benéficos a salde, com importantes fungdes de resposta imune. Ha também
evidéncias de que as proteinas, gorduras e calcio sao benéficas na inflamagao. Portanto, a eliminacao
total de laticinios da dieta nao é recomendada para controlo dos sintomas na AR, sendo que 0s com
maior interesse sdo os iogurtes, principalmente os enriquecidos com Lactobacillus casei (L. casei)
(92).

Os probidticos sdo definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferemn um beneficio para a saldde do hospedeiro” pela Food and
Agriculture Organization/World Health Organization (93). Os probiéticos ndo apenas equilibram a
microbiota intestinal a favor das bactérias saudaveis, mas também tém sido sugeridos por serem
benéficos na prevencdo ou melhoria de um grande numero de patologias (94). A regulagdo do
sistema imunitario estda entre os beneficios mais documentados de bactérias probidticas. Os
resultados dos muitos estudos realizados a este respeito revelaram que os probidticos ndo apenas
estimulam o sistema imunitario localmente, mas também afetam sistemicamente as respostas
imunes inatas e adaptativas (94). Além disso, foi demonstrado que esses os microrganismos afetam
as respostas imunes de uma maneira especifica dependendo da estirpe; alguns estimulam o sistema
imunitario o que os torna aplicaveis em pacientes que sofrem de desequilibrios imunitarios, e alguns
regulam respostas imunitarias e podendo ajudar os pacientes com AR. Os L. casei estdo entre as
poucas bactérias de acido latico conhecidas que sdo usadas como probidticos e tém sido
frequentemente descritas como tendo efeitos imunorreguladores nos estudos em animais e
humanos (95).

As especiarias (gengibre, curcuma, canela e pimenta) sdo ricas em compostos fitoquimicos
importantes que podem atenuar o stress oxidativo e a inflamagao (inibicao de citocinas: IL-2, IL-4 e
IFN- 7 e redugao da concentracao de TNF-a), modulando a resposta imune e aliviando os sintomas
da AR. Estudos em modelos animais de AR mostram uma redug¢do do dano dos tecidos e das
complicagbes hematoldgicas, metabdlicas e cardiovasculares (96-98). Estas especiarias também
apresentam efeito na reducao da permeabilidade intestinal (99). Apesar dos multiplos efeitos
protetores dos polifendis contidos nas especiarias, nao ha recomendagdes dietéticas especificas (96—
98).

As sementes de linhaga tém varias substancias vegetais bioativas, sendo ricas fontes de AG dSmega-3:
acido a-linolénico (ALA), AG polinsaturados, fibras solUveis e insollveis: lignanas fitoestrogénicas,
proteinas (glutamato/glutamina, arginina, aminodcidos de cadeia ramificada (valina e leucina) e
aminoacidos aromaticos (tirosina e fenilalanina)), compostos fendlicos, vitaminas (A, C e E) e minerais
(Fosforo, Magnésio, Potassio, Sédio, Ferro, Cobre, Manganés e Zinco) (100).

20



Tal como as sementes de linhaga, as sementes de chia sao uma fonte natural de antioxidantes e sao
ricas em ALA. Como o organismo nao pode sintetizar ALA, a chia tem um papel recém-descoberto na
dieta. O 6leo e mucilagem da semente de chia atenuaram o TNF-a e o inchago da pata, melhoraram
o perfil lipidico e diminuiram o stress oxidativo tanto em ratos obesos quanto nao obesos mostrando
efeitos anti-inflamatoérios na artrite (101). Em suma, a ingestao de sementes de linhaga ou chia pode
ser um suporte Util para a ingestao de quantidades adequadas de AG polinsaturados (101). .

Tendo por base o descrito e apesar do grande ndmero de publicagdes sobre o efeito de diferentes
alimentos na microbiota intestinal e inflamacao, e mostrando uma associagao entre ma qualidade da
dieta e inflamagao em pacientes com AR, sao escassos os estudos de intervencao que estudaram o
potencial co-terapéutico de uma dieta especificamente delineada, que combine todos os
componentes com efeito anti-inflamatdrio com impacto na melhoria dos sintomas da AR e na
modulagdo da microbiota intestinal.
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Objetivos

Objetivo principal

O objetivo principal do presente estudo foi averiguar o efeito de uma dieta anti-inflamatéria (DAI),
em comparagcdo com uma dieta controlo (Dieta Mediterranea- DM), na atividade da doencga (AD) e na
melhoria da qualidade de vida (QV) de pacientes com AR.

Objetivos secundarios

Pretendeu-se ainda estudar a relagao da DAI com os marcadores clinicos e antropomeétricos, e com a
modulagdo da composicao da microbiota intestinal, em comparagcao com a DM, nesta populagao.
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Metodologia

Este ensaio clinico randomizado controlado paralelo foi realizado em pacientes com AR
diagnosticada segundo as Diretrizes da Sociedade Portuguesa de Reumatologia e normas da
Diregao Geral da Saude, e que eram atendidos em ambulatério na consulta de doengas autoimunes
do Hospital Particular do Algarve (HPA).

A intervencao dietética baseou-se na combinacdo de itens alimentares individuais com efeitos em
diferentes sintomas/patogénese da AR. O estudo avaliou o potencial adjuvante de tratamento de
uma dieta baseada numa combinagdo de conceitos funcionais que se potenciam uns aos outros
com os seus efeitos anti-inflamatdrios. Embora a intervencao dietética nao possa ter sido cega, os
dois grupos foram tratados da forma mais semelhante possivel, exceto pelo conteddo da dieta
(42,53).

O protocolo de atuagcdo durante a intervencao encontra-se descrito na tabela 1.

Tabela 1- Protocolo de intervengdo

Intervengdo em ambos os

Pre-intervencao grupos (15 semanas)

Pés-intervencao

- Elegibilidade dos
participantes
- Agquisicao do consentimento
informado - Recolha de dados

- Randomizacgéo/Alocacéo antropomeétricos - Recolha de
~ 8 dados/marcadores
- Recolha de dados - Educacao para a dieta . I
Py AN ~ bioquimicos
demograficos - Monitorizagao da adesao
. . . - Recolha de dados
- Recolha de presencial de cinco em cinco Antrobométricos
dados/marcadores semanas: recordatoério das 24 P
. o . A - Recolha do DAS 28
bioguimicos horas anteriores e diario _ Aplicacio do HAQ
- Recolha do DAS 28 alimentar de cinco dias plicas
o L. . - Recolha da amostra de fezes
- Aplicagao do Health aleatdrios das cinco semanas
Assessment Questionnaire
(HAQ)

- Recolha da amostra de fezes

Selecao de participante e amostra final

Os doentes com AR foram informados pelo médico assistente da existéncia do estudo (quando
cumpriam os critérios de inclusao e exclusao).

Critérios de inclusio:

- ldade superior a 18 anos e alfabetizacao;
- Presenca de doenca ativa, ou seja, DAS 282 2,6, sob controlo e medica¢cao adequados;

- Preenchimento do consentimento informado.

Critérios de exclusao:

- Qualquer tipo de deficiéncia psicoldgica, deméncia ou distUrbio alimentar;
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- Presenca de alergias e/ou intolerancias alimentares;
- Ser vegetariano ou usar fitoterapia ou outros suplementos (nomeadamente, pré e probiéticos);

- Ter tido acompanhamento nutricional anterior ou alteracdo de habitos alimentares nos ultimos 6
meses.

Foram contactados por via telefénica 45 doentes entre abril e maio de 2021, onde foram esclarecidos
acerca do objetivo do ensaio, inconvenientes e condicdes em que 0 mesmo ia ser realizado. Foram
também informados que, a qualquer momento, poderiam desistir sem qualquer consequéncia
relativamente ao seu acompanhamento assistencial.

Foi solicitado o preenchimento do consentimento informado (anexo 1) e fornecido um Kit
(EasySampler®) para a recolha da amostra de fezes inicial. Durante a fase de selecdao dos
participantes, presenciou-se a desisténcia de 16 doentes, restando 29 individuos para este estudo de
desenho paralelo com 2 intervencgdes (Figura 2). Os desistentes nao foram incluidos na base de dados
do estudo.

45 participantes

‘ DAI - 23 ‘ DM - 22

participantes participantes
L I L
‘ 9 desisténcias J 7 desisténcias

[3 participantes

Total de ~
i e com adesao ao
pargx:llr:)?ztes Padrao Alimentar

Mediterranico

\
Total de

participantes DM
-12

Figura 2 - Fluxograma dos participantes. DAI — Dieta Anti-inflamatdria; DM - Dieta Mediterranea.

Aspetos éticos

O estudo foi realizado com o parecer favoravel da Comissdo de Etica da Nova Medical School -
Faculdade de Ciéncias Médicas e do Grupo HPA Saude (Anexo 2 e 3, respetivamente). Mais importa
ressalvar que foi registado numa base de dados de acesso publico — clinicaltrials.gov com numero
NCT05336513 (anexo 4) e foram tomadas todas as precaugdes no sentido do respeito da privacidade
dos participantes de acordo com a Declaragdo de Helsinque, Lei da Investigacdo Clinica (Lei no
21/2014) e o novo Regulamento Geral de Protecdo de Dados publicado a 4 de Maio de 2016 no Jornal
Oficial da Unido Europeia.
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Métodos, instrumentos e procedimentos

Os participantes recrutados, apds assinatura do consentimento informado, foram
randomizados/alocados (recurso a programa informatico Excel®) para uma das duas dietas e
contactados para agendar a consulta de nutricao inicial. Antes da intervencdo dietética foram
recolhidas amostras de sangue para a determinagcao de marcadores bioquimicos (PCR; Velocidade
de sedimentacgao eritrocitaria — VSE, FR e APCC), aplicado o DAS 28 na sequéncia da consulta com o
médico assistente, e foi registada a terapéutica farmacolégica.

O DAS 28 é uma ferramenta validada que inclui a contagem articular de 28 articulagbes dolorosas
(ADO), 28 articulacdes edemaciadas (AE), a VSE e a escala de dor (ED) (medida de 0 a 100). Todas as
varidveis sao incluidas no calculo: DAS 28 = 0,56 x 1/(ADO) + 0,28 x v/(AE) + 0,70 x In (VSE) + 0,014 x ED.
O calculo fornece uma medida continua, sendo que quanto mais alto é o valor, maior é a AD no
momento da avaliacdo (102). E classificado como baixo quando <32 e moderado/alto quando 23,2
(103).

As consultas de nutricdo para a realizagdo da educacdo alimentar tiveram inicio em julho de 2021. Na
primeira consulta de nutricao foi solicitada a entrega da amostra de fezes. Também foi aplicado o
HAQ (anexo 5). O HAQ avalia a capacidade funcional de um doente com AR e o impacto da doencga
no quotidiano e na QV do mesmo. E simples, autoaplicavel e classifica a dificuldade de realizar uma
determinada tarefa em graus, como por exemplo, arranjar- se, levantar-se, comer, andar, .. — sem
qualquer dificuldade (0 pontos), com alguma dificuldade (1 ponto), com muita dificuldade (2 pontos)
ou incapaz de o fazer (3 pontos). O HAQ consiste em 20 perguntas e é dividido em oito areas das
atividades de vida diarias dos doentes: arranjar- se, levantar, comer, andar, higiene, alcancar, pegar e
atividades. Aceita-se o maior valor de cada dominio, somam-se estes valores e divide-se o total por
oito. Quanto maior a pontuag¢ao, menor a QV do doente (104).

A consulta de nutri¢do inicial foi conduzida por uma nutricionista, membro efetivo da Ordem dos
Nutricionistas, onde foi aplicado um questionario sobre dados sociodemograficos e de estilo de vida,
foi aferido o peso utilizando uma Tanita® BC-601 e registada a altura, em metros, reportada pelo
participante. Foi realizada uma educacao alimentar por forma a capacitar os participantes para a
realizagdo da dieta correspondente. Recorreu-se a materiais auxiliares, bem como ao fornecimento
de um plano alimentar para exemplificar a aplicagdo das instrucdes fornecidas. Os planos
alimentares, em ambas as dietas, tinham entre 25 a 30 kcal/kg peso/dia (42). Podem ver-se dois
exemplares nos anexos 6 e 7.

Nos participantes com Indice de Massa Corporal (IMC) 225, a intervencdo também incluiu a reducéo
de peso uma vez que 0 excesso de peso estd associado a alta incidéncia de patologias autoimunes,
como a AR (42). Nestes individuos aplicou-se uma restrigao caldrica de 500 kcal.

A intervencao dietética da DAl baseou-se nas recomendacdes apresentadas na tabela 2 (42,53).

Tabela 2 - Intervencao dietética Dieta Anti-Inflamatdria

Implementacao dietética

Recomendacgdes principais Com base em... (Porqué) (Como)
. ) . - Azeite virgem extra (10ml/2 x/
-~ Reduszir o racio de Um racio baixo de 6mega 6/3 dia).

omega6/3 (2:1) redyz a mﬂamagao.e me!hora oS - Frutos oleaginosos (30g/dia).
. ~ sintomas de autoimunidade. :
- Aumentar a ingestdo de AG . N - Peixes gordos 3 x/semana
- Os AG monoinsaturados tém
monoinsaturados . e (1509).
== N efeito benéfico/protetor na AR. .

- Diminuir a ingestao de AG - Ingestao diaria de sementes
As gorduras trans aumentam os ; .

trans e saturados (presente . L de chia(10g) e de linhaga (99).
marcadores inflamatdrios e os AG : : .

na carne vermelha, - Evitar alimentos pré-

- saturados aumentam a :
alimentos processados, ...) confecionados, processados e

inflamacao. Fritos.
- Aumentar a ingestdo de A fibra alimentar € um prébidtico - 5 porgdes de
prébioticos gue modula a microbiota hortofruticolas/dia - 3 frutas e 2
- Ingestao diaria de intestinal e aumenta a producao horticolas. Dentro dos
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probidticos

de AGCC que melhoram a
imunidade.

Os probidticos, incluidos, por
exemplo, no iogurte, reduzem os
niveis de citocinas pro-
inflamatdrias e melhoram a AD na
AR.

horticolas, privilegiar os de folha

verde e as cruciferas.

- 3 porcdes /dia de grdos
integrais, exceto com gluten, e
evitar farinhas refinadas.

- logurte enriquecidos com L.
Casei, 2 porcdes/dia (125g).

- Reduzir a exposicdo a
grandes proteinas no
intestino

As grandes proteinas dos
lacticinios nao sao completamente
digeridas e podem alimentar
bactérias proteoliticas.

O gluten tem sido associado ao
aumento da permeabilidade
intestinal e alteracao na
quantidade/diversidade da
microbiota, stress oxidativo e
alteracao dos processos
epigenéticos. Para além disso, o
trigo e o centeio apresentam
xilanos e xiloglicanos. O homem
ndo consegue digeri-los e parece
gue a responsavel pela sua
degradacao é a Prevotella copri.

- Substituir o leite por bebidas
vegetais (améndoa, arroz, coco,
)

- O queijo fresco magro devera
ser consumido 2
porcdes/semana (100g).

- logurte com L. Casei entre
outras espécies, 2 porcdes/dia
(1259).

- Evitar o consumo de cereais
com gludten.

- Preferir aveia, milho, arroz,
trigo sarraceno e quinoa.

- Condimentos com
propriedades anti-
inflamatdrias

- Eliminar o sal

A curcuma, canela, pimenta preta
e gengibre tém acdes
antioxidantes e anti-inflamatorias.
A alta ingestao de sal esta
associada ao risco de AR e tem
sido relacionada a autoimunidade.

- Temperar diariamente com
curcuma, canela, pimenta preta
e gengibre. Curcuma e pimenta

preta devem ser usados ao
mesmo tempo.
- Eliminar a ingestao de
alimentos processados e pré-
confecionados.

- Reduzir o consumo de
vegetais solanaceage

Os vegetais solanaceae contém
glicoalcaldides, que afetam a
permeabilidade intestinal.
Os vegetais com alto teor de
fitoguimicos foram sugeridos
como tendo propriedades anti-
inflamatorias.

- Evitar o consumo de
beringela, tomate e batata, e
aumentar o consumo de alho,
cebola, cenoura, abdbora,
curgete ou vegetais de folha
verde.

- Diminuir o consumo de
carnes vermelhas

As carnes vermelhas contém altos
niveis de colina, que é o precursor
do metabdlito inflamatdrio N-
oxido de trimetilamina, e AG
saturados.

- As leguminosas sdo ricas em
fibra, amido, proteinas e
compostos fenoélicos com
comprovado potencial
antioxidante e anti-inflamatério.

- Reduzir o consumo de carnes
vermelhas até 1 porcdo/semana
(100g).

- Substituir o seu consumo por
leguminosas (feijdo, lentilhas ou
grao) — 50g secas ou 100g
frescas, aves — 100g e peixes-
1509 - 3 porcdes/ semana cada.
Os ovos podem ser consumidos
numa porcado de 2 unidades, 1 x/
semana.

- Evitar acucares, alimentos
acucarados e bebidas
acucaradas.

- Evitar adocantes/
edulcorantes.

Alimentos e bebidas agucaradas
estdo associados a obesidade,
alteragdes da microbiota e
inflamacé&o de baixo grau.

- Substituir o agucar pelo mel.
- Evitar refrigerantes e sumos.

- Consumir moderadamente

o café.

A ingestao de café nao se
correlaciona com o risco de AR,
nem com os sintomas.

O cha verde contém polifendis que
diminuem as citocinas pré-
inflamatoérias em modelos animais

- Limitar o consumo de cafeina
a um maximo de 300mg/dia.
Ou seja, cerca de 3 cafés curtos
por dia.

- Se possivel, substituir o café
por cha verde.
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e in vitro de AR.

Antioxidantes, fitoquimicos,

flavondides e vitaminas tém - Vegetais (principalmente de

folha verde), frutas e cereais

- Aumentar a ingestao de propriedades anti-inflamatorias. integrais contam grandes
antioxidantes, vitaminas Podem inibir enzimas regulatdrias ; =
fitoquimicas e flavondides ou fatores de transcrigao quapudgdes qle antrlo>.<|dantes,
importantes para controlar a vitaminas ﬂtngmmas €
inflamacao. flavonodides.

A ingestdao de quantidades baixas
a moderadas de alcool durante um - O consumo de vinho tinto esta
longo periodo de tempo (anos) indicado até 1 porcao/dia -
demonstrou diminuir os niveis de 125ml.
TNF-q, IL-1 e PCR.

- Consumir moderadamente
bebidas alcodlicas

AG - Acidos gordos; AR — Artrite Reumatdide; TNF-a - Fator de Necrose Tumoral alfa; IL - Interleucina

A dieta controlo baseou-se na “Nova Roda dos Alimentos” seguindo os principios da DM. Os
individuos onde foi aplicada esta Ultima dieta, ndo podiam ter uma adesao prévia a DM. Esta adesdo
foi avaliada com recurso ao questionario PREDIMED que foi aplicado apds a randomizag¢ao da
amostra pelas dietas (105).

Foi encorajada a pratica de atividade fisica regular, se autorizada pelo médico assistente.

A intervencdo teve a duracdo de quinze semanas, e para garantir a maior retencio/adesdo dos
participantes, foram realizadas consultas de nutricdo com intervalos de cinco semanas. Nessas
consultas, foi aplicado um recordatério as 24 horas anteriores, recolhido um diario alimentar de cinco
dias aleatdrios das cinco semanas (exemplo no anexo 8), realizada a pesagem, registadas todas as
alteragdes medicamentosas e dos marcadores bioquimicos, e fornecido um novo plano alimentar,
reforcando os pressupostos necessarios a cumprir em cada dieta.

Durante o estudo, os participantes puderam entrar em contato com a nutricionista sempre que
necessario por via telefénica.

As consultas de nutricao terminaram em dezembro de 2021, sendo que apds a intervengao dietética
foram recolhidos os mesmos dados do inicio do estudo (tabela1).

Colheita das amostras, extracado e quantificacdo de DNA, e sequenciac¢do e analise do
gene 16S rRNA bacteriano

As amostras fecais foram recolhidas pelos participantes, conforme indicado no kit EasySampler®, em
tubos estéreis contendo RNAlater. As mesmas foram processadas para extragao e purificagdao de
DNA gendémico microbiano usando o NZY Tissue gDNA [solation kit ((NZYtech, Lisboa, Portugal),
conforme descrito anteriormente por Marques et al (106).

As bibliotecas foram processadas e sequenciadas seguindo o protocolo 165 Metagenomic
Sequencing Library Preparation da Illlumina (lllumina; San Diego, CA, EUA). O conjunto
de primers (primers 515F: GTGYCAGCMGCCGCGGTAA; 806R: GGACTACNVGGGTWTCTAAT) foi usado
para capturar a regidao V3-V4 do gene 16S rRNA bacteriano. As amostras carregadas no
sistema lllumina MiSeq e sequenciadas usando uma abordagem multiplex 280 numa corrida de 2 x
250 bp, de acordo com os procedimentos do fabricante (107). O tratamento dos dados de
metabarcoding obtidos, bem como todas as analises taxondmicas, foram realizados com o software
mothur v.1.46.1 (108). De forma resumida, todas as sequéncias de baixa qualidade e quiméricas foram
detetadas e removidas do conjunto de dados com o software VSEARCH (109). De seguida, as
sequéncias restantes foram agrupadas em unidades taxondmicas operacionais com 97% de
semelhancga, utilizando a ferramenta OptiClust (110), sendo posteriormente classificadas contra a
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base de dados taxondmica ARB-Silva v.138.1 (SSU - 16S) (111), usando o classificador RDP (112). Por fim, a
ferramenta MicrobiomeAnalyst foi utilizada para realizar todas as andlises visuais, comparativas e
estatisticas adicionais (113,114).

Anadlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo software SPSS® versao 27 (IBM SPSS Statistics, IBM
Corporation, Armonk, NY, EUA).

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As comparagdes entre os
grupos foram realizadas utilizando o teste t-student e teste de Mann-Whitney conforme apropriados
em funcado da distribuicdo das vardveis. As varidveis categoéricas foram analisadas pelo teste X? de
Pearson.

Um modelo linear misto ANCOVA foi usado para a analise principal da variacdo de VSE, PCR, FR, DAS
28, HAQ e IMC. O tratamento (intervencdo DAI ou DM) foi incluido como efeito fixo. A Idade, sexo, IMC
na linha de base, escolaridade, habitos tabagicos e tipo de medicagao foram considerados potenciais
fatores de confusdo e, portanto, foram incluidos como co variaveis. No entanto, nenhuma dessas
varidveis apresentou qualquer efeito de confusdo (definido como uma mudanga na estimativa g de
>10%) e, portanto, ndo foram incluidas no modelo principal. Todas as analises foram realizadas com os
valores transformados.

As diferencas entre a diversidade beta nas intervencdes foram avaliadas recorrendo ao teste
PERMANOVA e as correlagdes entre o DAS 28 e o IMC, e a microbiota (filo e género) e os marcadores
clinicos ap6s 15 semanas de intervencao foram analisadas pela correlagao de Pearson.

Os dados foram expressos como média * desvio padrao (DP), nimero da amostra (n), percentagem e
intervalo de confianca a 95% (IC). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
quando p < 0,05.
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Resultados

Caracterizacdao da amostra no inicio do estudo

A populagdo em estudo era representada por 26 participantes com diagndstico de AR e presenca de
doencga ativa, sendo 22 do sexo feminino e 4 do sexo masculino. Como se pode verificar através da
observacdo da tabela 3, a maioria dos participantes da amostra era casado ou vivia em unido de
facto, tinha o ensino secundario e encontrava-se a trabalhar.

Os participantes tinham idades compreendidas entre 18 e 74 anos, constituindo uma meédia de 54
anos * 12,1 anos. A 14 participantes foi aplicada a dieta DAI e a 12 participantes a dieta DM. Desta
populacao, 15 participantes faziam TB e 11 MAMD.

Dos 26 participantes, apenas 6 eram fumadores e no que diz respeito a relagao entre o peso e a
altura, os participantes apresentavam um IMC médio de 28,1 + 59 Kg/m?, correspondendo a excesso
de peso.

Antes da intervencgao, os participantes apresentavam valores médios iniciais de VSE, PCR, FR, DAS 28
e HAQ, de 15 +14,6 mm/l1a hora, 0,8 + 1,4 mg/dL, 153,6 + 254,3 Ul/mL, 4,9 + 0,7, 0,6 * 0,5, respetivamente,
e apenas 5 participantes apresentavam APCCs positivos (tabela 3). Relativamente a classificagao de
DAS 28, o seu valor médio correspondia a uma atividade moderada da doenca (115).

Tabela 3 - Caracteristicas sociodemograficas, clinicas e antropomeétricas iniciais dos participantes

Caraterizacao da amostra (n=26)

Feminino 22
Sexo, n -

Masculino 4

Solteiro 2
Estado Civil, n Cgsadg/Umao de facto 17

Divorciado 4

Vidvo 3

Primeiro ciclo 4

Segundo ciclo 3
Grau de escolaridade, n E.nsmo_ secundario 19

Licenciatura 5

Pds-graduacgao 1

Mestrado 3

Estudante 1

No ativo 16
Situagdo profissional, n Sem ocupagao 5

profissional

Reformado 7
Idade, em anos (média + DP) 54 anos +12,1

. L Bioldgico 15

Tipo de medicagao, n

MAMD 1

. . DAl 14

Tipo de Dieta, n

DM 12
Fumadores, n 6
IMC kg/m? (média + DP) 281+59
VSE (média = DP) 15 + 14,6
PCR (média = DP) 08+14
FR (média = DP) 153,6 + 2543
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APCCs positivos, n 5

DAS 28 (média + DP) 49+07

HAQ (média + DP) 0,6+0,5

Dados expressos por n, NUmero; média + DP, Desvio Padrao.

MAMD - Medicamentos Antirreumaticos Modificadores da Doencga; DAl - Dieta Anti-inflamatdria; DM, - Dieta
Mediterranea; IMC - indice de Massa Corporal; VSE - Velocidade de Sedimentac3o Eritrocitaria; PCR - Proteina C Reativa;
FR - Fator Reumatdide; APCCs - Anticorpos Anti-péptido Ciclico Citrulinado; DAS 28 - Disease Activity Score 28, HAQ -
Health Assessment Questionnaire

Caraterizacdao da amostra entre dietas no inicio e fim do estudo

Considerando a tabela 4, pdde verificar-se que os participantes das duas dietas apresentavam
caracteristicas semelhantes (idade, sexo, tipo de medicacdo e habitos tabagicos). Relativamente aos
parametros analiticos, VSE, PCR, FR, APCCs, DAS 28, pontuacdo de HAQ e IMC, verificou-se que no
inicio do estudo os participantes nao apresentavam diferencas entre eles, comprovando-se a
homogeneidade da amostra recrutada.

Tabela 4 - Caracteristicas demograficas, clinicas e antropométricas dos participantes entre dietas

DAI DM p°
Sexo, n Feminino 1 1
Masculino 3 1 0366
Idade, em anos (média + DP) 52 +10 56 +15 0,385
Tipo de Biolégico 9 6 0471
medicagao, n MAMD 5 6 '
Fumadores, n 3 3 0,838
p° entre
Inicial Final P° Inicial Final P inicio [.)AI
lvs F lvs F e Inicio
DM

VSE (média * DP) ]?2'241 1‘1*'3611 0,903 1?792 2;'1531 0072 0774

PCR (média = DP) 05+1 1+16 0,135 11+16 1216 <0,001 0,318

1519 + 72,7 + 155,8 + 999 +

FR (média + DP) 302.4 155 0,208 188,6 137.92 0,053 0,975
APCCs positivos, n 3 - - 2 - - 0,840
. 37+ 48+
DAS 28 (média + DP) 5+0,73 06 0,001 07 4+0,7 0,219 0,485
Ly 05+ 0,3+ 0,7 + 05+
HAQ (média + DP) 04 04 0,038 0.6 04 0,045 0,236
. 28,7 + 282 + 27,4 + 26,5 +
IMC (média + DP) 6.8 6.8 0,067 50 45 <0,001 0,607
Baixo peso 7.1 7,1 - o] 0] - -
. Peso 143 214 ; 25 47 ; ;
Categorizagao adequado
IMC, % Pré- - - -
obesidade 50 429 417 25
Obesidade 28,6 28,6 - 333 333 - -

Dados expressos por n, NUmero; média + DP, Desvio Padrao; %, Percentagem.

As diferengas médias entre resultados foram avaliadas recorrendo ao teste t-student e X2 de Pearson, e os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. p? DAl vs DM; pP | vs F; p€ inicio DAI vs inicio DM.
DAl - Dieta Anti-inflamatoria; DM - Dieta Mediterranea; MAMD - Medicamentos Antirreumaticos Modificadores da
Doenga; I- Inicial; F- Final; VSE - Velocidade de Sedimentagao Eritrocitaria; PCR - Proteina C Reativa; FR - Fator
Reumatoide; APCCs - Anticorpos Anti-péptido Ciclico Citrulinado; DAS 28 - Disease Activity Score 28; HAQ - Health
Assessment Questionnaire; IMC - indice de Massa Corporal;
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Apds quinze semanas de intervencao, no que diz respeito as mudangas nos marcadores clinicos e
antropomeétricos, em ambas as intervencgdes dietéticas verificaram-se redugdes estatisticamente
significativas. A aplicagao da DAl levou a uma melhoria clinica e de QV, uma vez que se verificou uma
diminui¢cao do DAS 28 e da pontuagao do HAQ. Quanto a DM, constatou-se uma diminui¢ao no IMC
e da pontuagao do HAQ.

Efeito da dieta nos marcadores clinicos, antropométricos e de QV entre dietas

No fim da intervencdo dietética, avaliaram-se novamente os parametros bioquimicos,
antropomeétricos e pontuacao de HAQ para verificar se houve alteracao da AD, QV e composicao
corporal.

Usando o modelo de andlise linear misto ANCOVA, constatou-se que havia uma maior tendéncia
para a reducao do FR e DAS 28 com a DAl em comparag¢ao com a DM (tabela 5). Com a DM obteve-se
uma maior tendéncia para a redugao do IMC. No entanto, estas diferencas entre dietas nao se
mostraram estatisticamente significativas. No que diz respeito a pontuagcao do HAQ, ambas as
intervencgdes levaram a uma redugao média semelhante.

Tabela 5 - Diferenga dos marcadores clinicos e antropométricos entre o fim e inicio da intervengdo para ambas as dietas

DAI DM p-value
Diferenca VSE, média (IC a 95%) -0,177 (-6,831;7,185) -6,207 (-13,826;1,412) 0,229
Diferenca PCR, média (IC a 95%) -0,466 (-1,075,0,144) -0,054 (-0,724;0,617) 0,380
. - 126,287 (- 33,793 (-
(o) 1 1
Diferenca FR, média (IC a 95%) 6,496:259 068) 133,819:201,404) 0,365
Diferenca DAS 28, média (IC a 95%) 1,286 (0,648;1,925) 0,841 (0,147-1;535) 0,353
Diferenca HAQ, média (IC a 95%) 0,208 (-0,034;0,450) 0,184 (-0,079;0,447) 0,895
Diferenca IMC, média (IC a 95%) 0,610 (0,070;1,151) 0,856 (0,280;1,443) 0,384

Dados expressos por média e IC, Intervalo de confianga a 95%

As diferengas médias controladas foram obtidas recorrendo ao modelo de analise linear misto ANCOVA, e os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. p? DAl vs DM.

DAl - Dieta Anti-inflamatdria; DM - Dieta Mediterranea; MAMD - Medicamentos Antirreumaticos Modificadores da
Doenca; IMC - indice de Massa Corporal; VSE - Velocidade de Sedimentacao Eritrocitéria; PCR - Proteina C Reativa; FR -
Fator Reumatodide; DAS 28 - Disease Activity Score 28; HAQ - Health Assessment Questionnaire

a —valor de p relativamente as diferencgas iniciais e finais dos marcadores clinicos e antropomeétricos entre dietas.

Para averiguar a resposta dos participantes a intervengao, foram aplicados os critérios da European
Alliance of Associations for Rheumatology (EULAR) para ensaios clinicos. Nenhuma resposta é
definida como uma redugao no DAS 28 <0,6 unidades, ou >0,6 a <1,2 unidades combinada com DAS
28 > 51 apoés o tratamento. A resposta moderada é definida como uma reducgdo de >0,6 a <12
unidades em combinagdo com DAS 28 < 51 ou uma reducgao de >1,2 unidades em combinagao com
DAS 28 > 32. Finalmente, uma boa resposta é definida como uma redugao de >12 unidades em
combinagdao com um DAS 28 < 3,2. Posto isto, podemos concluir que, apesar da redugao ser superior
com a aplicagao da DAIl, ambas as interveng¢des levaram a uma reposta clinica moderada (80).

No que diz respeito a pontuagao do HAQ, redugdes de 0,19 ja podem ser consideradas como uma
melhoria minima na fungao. Através da tabela 6, conseguimos verificar que a percentagem de
participantes que apresentou uma melhoria minima da fungao foi semelhante entre dietas (116).
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Tabela 6 - Diferenga da pontuagao do Health Assessment Questionnaire entre dietas no final da intervencao

DAI DM
. Sem melhoria minima na funcao 8 (57,1%) 7 (58,3%)
[0)
Diferenca HAQ, n (%) Com melhoria minima na fungao 6 (42,9%) 5 (41,7%)

Dados expressos por n, NUmero; %, Percentagem;
DAI - Dieta Anti-inflamatéria; DM - Dieta Mediterranea; DAS 28 - Disease Activity Score 28; HAQ - Health Assessment
Questionnaire

Relacdo entre o DAS 28 e IMC

Tendo em conta que a evidéncia cientifica mostra que o excesso de peso estd associado ao
aparecimento de doengas autoimunes e ao aumento da AD na AR (42), tentou perceber-se se estas
duas varidveis poderiam relacionar-se. Verificou-se uma tendéncia para a existéncia de uma
correlacdo positiva entre a o IMC e o DAS 28 (r = 0,321) (figura 3). A medida que o IMC aumentava, o
DAS 28 também apresentou uma tendéncia para aumentar, ou seja, quanto a maior era o0 peso,

maior a AD (p = 0,110).

50,00

r=0,321
p=0,110

40,00

.
30,00 .

L]
20,00 L]

indice de Massa Corporal inicial em kg/m2
L ]
L ]

DAS28 inicial

Figura 3 - Correlac&o entre o Disease Activity Score 28 (DAS 28) e o Indice de Massa Corporal antes das 15 semanas de
intervencao dietética em pacientes com Artrite Reumatdide (n=26). A avaliagao foi feita através da Correlagao de

Pearson (r — coeficiente de correlagdo) e considerada significativa quando p< 0,05.

Caraterizagcdo e comparac¢ao da microbiota intestinal

DAI

Para a analise da diversidade alfa foi utilizado o indice de Shannon. Este indice tem em conta a

diversidade e riqueza microbiana das amostras estudadas (117).

Para medida da diversidade beta que é a diversidade entre populac¢des, foram realizadas analises de
coordenadas principais baseada no indice de Bray-Curtis, para demonstrar similaridades ou

dissimilaridades entre as amostras analisadas (118).

Segundo a figura 4, nao se verificou nenhum efeito ao nivel da diversidade alfa com a intervencao

DAI (apesar de se verificar uma tendéncia para o seu aumento), nem na diversidade beta.
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Figura 4 - Indice de diversidade de Shannon (a) e diversidade beta (b) da microbiota intestinal de pacientes com Artrite
Reumatdide (n=15) sujeitos a uma intervengdo dietética com Dieta Anti-inflamatdria (DAI) durante 15 semanas. As
diferencas entre o inicio (I) e o fim (F) da intervencao do indice de Shannon foram avaliadas recorrendo ao teste t-
Student. As diferengas entre o inicio e o fim da interven¢ao da diversidade beta foram avaliadas recorrendo ao teste

PERMANOVA.

Através da analise dos dados representados na figura 5 podemos aferir que ndo existiam diferencas
significativas, ao nivel do filo, entre o inicio e fim da intervencao.

0, oW . 25 0. .f,:. .:._I7 5 1 _f:.:.
Relative Abundance

Firmicutes Euryarchasota Cyanobacteria Thermoplasmatota
Bactercidota Protecbacteria Synergistota
Phylum )
Actinobacteniota Desulfobactenota Fusobacteniota
Verrucomicrobiota Bactena_unclassified Defernbacterata

Figura 5 - Caracterizagao ao nivel do filo da microbiota intestinal de pacientes com Artrite Reumatdide (n=15) antes (I-
inicial) e depois (F- final) de uma intervencédo dietética com Dieta anti-inflamatéria (DAI) durante 15 semanas.

Com a intervengao DA, ao nivel do género, verificou-se a diminuicao de Actinomyces, Blautiaq,
Collinsella e uma tendéncia para a diminui¢cao de Coprococcus. Verificou-se ainda um aumento no
género Desulfovibrio e uma tendéncia para aumentar Roseburia e Sutterella (figura 6).
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Relative Abundance

Others Ruminoc occus Alistipes Collins ella Fusicatenibacier

Bacteroides Akkermansia UCG_002 UCG_D05 Dialister

Bifidobacteriam Lachnospiraceas_unclassified Methanobrevibacter Phascolarctobactenum Escherichia_Shigella
Genus Subdoligranulum Streptococcus Blautia Firmicutes_unclassified

Faecalibacterium Chiristensenellaceas_R_T_group Prevotellaceas_NK3B31_group Coprococcus

Prevotella_ @ Oscillospirales_ge Holdemanella ME4AZ14_group

Agathobacter Clostridia_UCG_014_ge Parabacteroides Ruminococcaceae_unclassified

Figura 6 - Caracterizagao ao nivel do género da microbiota intestinal de pacientes com Artrite Reumatdide (n=15) antes
(I- inicial) e depois (F- final) de uma intervengdo dietética com Dieta anti-inflamatdria (DAI) durante 15 semanas.

DM

Apds as quinze semanas de intervencao baseada na DM houve uma tendéncia para aumento da
diversidade alfa e uma alteragao significativa da diversidade beta, como demonstrado na figura 7.

a b
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Figura 7 - Indice de diversidade de Shannon (a) e diversidade beta (b) da microbiota intestinal de pacientes com Artrite
Reumatdide (n=11) sujeitos a uma intervengao dietética com Dieta Mediterranea (DM) durante 15 semanas. As diferengas
entre o inicio (I) e o fim (F) da intervencdo do indice de Shannon foram avaliadas recorrendo ao teste t-Student. As
diferengas entre o inicio e o fim da intervengao da diversidade beta foram avaliadas recorrendo ao teste PERMANOVA.
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Ao nivel do filo, verificou-se uma diminuicao na abundancia das Actinobacterias e Firmicutes com a
intervencgao. Os Bacteroidota aumentaram com a intervencao (figura 8).

. ‘- _ -

000 035 050 075 100
Relative Abundance

[T Fimicutes B verucomiciotioa [ Desutebacteroa [ Synergistora
Phylum Bac teroidota . Protechacieria Cyancbacteria Fusobacteriota
[T Actinobacteriota ||| Euryarchacota Bacteria_unclassiied  Others

Figura 8 - Caracterizagao ao nivel do filo da microbiota intestinal de pacientes com Artrite Reumatodide (n=11) antes
(I- inicial) e depois (F- final) de uma intervengao dietética com Dieta Mediterranea (DM) durante 15 semanas.

Ao nivel do género, observou-se um aumento dos  Bacteroides, Bilophila,
Lachnospiraceae_unclassified, Parabacteroides, Roseburia e Suterella apds a intervengdo com esta
dieta. Relativamente as Bifidobacterium, Lachnospiraceae_ge e Collinsella (figura 9), diminuiram
significativamente com a intervencgao.

oM -

DM - e
0.00 025 050 07s Lo
Relative Abundance
[ others [ Bidobacterium [ Clostrigia_UCG_014_ge Paraprevotels Derea
Subdoligranulum [ Akermansia [ Diaister Escherichia_Shigella Phascolarctobacterium
F aecalibacterium B streptococcus || Prevoteliaceas_NK3B3L_group ||| Ruminococcaceae_unclassiied Parabacteroides
Genus Prevotella_8 UCG_00Z Oscillospirales_ge Collinsella
Ruminococcus Alistipes Blautia Prevotela_T
[ Bacteroxdes I christensenciiaceas_R_7_aroup UCG_005 7] coprococcus
|1 Lachnospitaceae_unclassified [ Agathobacter Methanobrevibacter CAG_ET3

Figura 9 - Caracterizagao ao nivel do género da microbiota intestinal de pacientes com Artrite Reumatdide (n=11) antes
(I- inicial) e depois (F- final) de uma intervencgdo dietética com Dieta Mediterranea (DM) durante 15 semanas.
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Comparagdo entre DAl e DM

Alfa e Beta diversidade

Relativamente ao indice de Shannon observou-se que era semelhante entre grupos de dieta no
inicio do estudo, pelo que se constatou que existia uma homogeneidade da populagao (p=0,439).

Verificou-se ainda que ambas as intervencdes nutricionais tenderam a aumentar diversidade alfa

(figura 10). Este aumento mostrou-se superior com a implementacgao da DM, apesar desta diferenca
nao ser estatisticamente significativa (p = 0,833).

lego)

DAl DM DAl DM

Indice de Shannon

Figura 10 - Representagdo do indice de Shannon em grafico de caixa de bigodes, em pacientes com Artrite
Reumatdide antes (I- inicial) e depois (F- final) de uma intervencéo dietética com Dieta Anti-inflamatdria (DAI; n=15) e
Dieta Mediterranea (DM; n=11) durante 15 semanas. As diferencas entre as dietas do indice de Shannon foram avaliadas
recorrendo ao teste t-Student.

Relativamente a diversidade beta verificou-se que as comunidades nao diferiram significativamente
com a intervencao (figura 11) antes e depois da intervencao.

a [PERMANOVA] F-value: 0.71841; R-squared: 0.030289; p-value < 0.861 b [PERMANOVA] F-value: 0.96168; R-squared: 0.038526; p-value < 0.496
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Figura 11 - Diversidade beta antes das intervencgdes (a) e apods as intervengdes (b) da microbiota intestinal de pacientes
com Artrite Reumatdide sujeitos a diferentes intervencgdes dietéticas durante 15 semanas. As diferengas entre a
diversidade beta nas intervencdes foram avaliadas recorrendo ao teste PERMANOVA.

Filo
A anélise ao nivel dos filos das amostras em estudo, mostrou que havia uma homogeneidade entre
dietas no inicio do estudo, excetuando ao nivel do filo Firmicutes (p= 0,023) encontrando-se em
maior quantidade nos participantes onde foi aplicada a DM. Percebe-se também uma tendéncia

para a existéncia de mais Bacteroidota na DAI do que DM (figura 12).
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Actincbacteriota Protechacteria Synergistota Others

Figura 12 — Caracterizagdo ao nivel do filo da microbiota intestinal de pacientes com Artrite Reumatdide (N=26) antes de
uma intervengao dietética com Dieta Anti-inflamatdria (DAI) e Dieta Mediterranea (DM) durante 15 semanas.

Quando se comparou a abundancia relativa dos filos de microbiota entre dietas no fim da
intervengao, apurou-se que o apenas o filo Deferribacterota diferia (figura 13), sendo que este filo
apresentava uma abundancia relativa maior nos participantes da DAI no fim da intervencao, bem

como apresentou um maior aumento do inicio para o fim do estudo.

DM-

Relative Abundance

Fimmicules Protecbaciena Synergisiola

Bacteroidota Euryarchas Cyancbacteria
Phylum

Actinobacterniota Desulfobacterota Fusobactenota

Vermucomiciobiota Bacteria_unclassified Deferribactercta

Others

Figura 13 - Caracterizagao ao nivel do filo da microbiota intestinal de pacientes com Artrite Reumatodide (n=26) depois de
uma intervencao dietética com Dieta Anti-inflamatéria (DAI) e Dieta Mediterranea (DM) durante 15 semanas.

Género

Ao nivel do género, verificou-se que a abundancia média relativa era semelhante no inicio da

intervencdo entre dietas (figura 14).
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Quando se comparou a abundancia relativa dos géneros de microbiota entre dietas no fim da
intervencgao, apurou-se gque o apenas o género Collinsella apresentava a uma abundancia relativa
maior nos participantes da DAl em comparagao com os da DM (figura 14).

a
oM
DAl
¥ 0.50 100
Relative Abundance
Subdoigranuium Methanobrevibacier Holdemanelia Erysipelotrchaceae_UCG_003
Others uce_poz Ruminococcaceae_unclassified Dorea
Bifidobacterum Clostidia_UCG_014_ge UCG_005 Catenibacterium
Genus Fascalibacterium Colinsella uncultured
Bacteroides Oscillospirales_ge Copr 5
Ruminococcus Digfister Firmicutes_unclassified
b Prevotela 0 Prevorellaceas NK3B3L_group Parabacterides

Relative Abundance

Lachnospiraceae_unclassified Dialister Clostridia_unclassified
Agathobacter Firmicutes_unclassified
ucG_oo2 Prevotellaceae_NK3B31_group cterum Holdemansia

Genus ramubum Rlistipes UCG_005 Methanobrevibacter

Axkermansia CAG 873
Streptococcus NK4A214_group
Christenseneliaceas_R_7_gioup Coprococcus

Figura 14 - Caracterizagao ao nivel do género da microbiota intestinal (top 30) das amostras de pacientes com Artrite
Reumatodide da Dieta Anti-inflamatoéria (DAI) e da Dieta Mediterranea (DM) antes (a) e no final (b) da intervencao de 15
semanas.

Relacao entre diversidade e a abundancia relativa dos filos, e os marcadores clinicos,
antropométricos e de QV apés a intervencgéo

Apds a intervencao de 15 semanas verificou-se que nao existiam correlagdes entre o indice de
Shannon e o FR, DAS 28, pontuag¢ao de HAQ e o IMC. O mesmo se verificou para as correlagdes entre
os filos da microbiota no fim do estudo com o FR e o IMC.
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No que diz respeito ao DAS 28, verificou-se uma correlagao significativa positiva a 5% com o filo
Proteobacteria (r = 0,410; p = 0,042).

Por fim, quanto a pontuacdao do HAQ, constatou-se uma correlagcdo positiva a 1% com o filo
Desulfobacterota (r = 0,601; p = 0,01) e 0 Synergistota (r = 0,573; p = 0,003).

Relacdo entre a abundancia relativa ao nivel do género e os marcadores clinicos,
antropométricos e de QV apés a intervencao

Para verificar se a abundancia ao nivel do género se correlacionava com alteragcdes de parametros
clinicos, antropomeétricos e de QV, foram selecionados os géneros com uma prevaléncia superior a
20% em ambas as dietas e o FR, DAS 28 HAQ e IMC apés a intervengao. Ao nivel dos géneros da
microbiota intestinal, aferiu-se, através da Correlagao de Pearson, uma correlagao positiva a 5% entre
o FR e a quantidade de Lachnospirales_unclassified e Lachnospiraceae_ge, e entre o DAS 28 e a
abundancia de Streptococcus e RF39.

Quanto a correlagcado entre os géneros da microbiota e a pontuagao do HAQ, verificou-se uma
correlagao positiva a 5% com os Bacteroides, Phascolarctobacterium e Lachnospiraceae_ge, € uma
correlagdo positiva a 1% com a Roseburia.

Por fim, verificou-se uma correlagcao positiva entre a diferenca de IMC e
Erysipelotrichaceae_UCG_003 (tabela 7).

Tabela 7 - Correlagao de Pearson entre a abundancia relativa final dos géneros da microbiota e os marcadores clinicos e
antropomeétricos

Pontuacao de

FR DAS 28 HAQ IMC

Géneros r p- r p- r p- r p-

value value value value
Streptococcus -0,110 0,627 -0,457° 0,022 -0,201 0,336 0,278 0,178
Bacteroides 0,178 0,429 0,266 0,198 0,481" 0,015 0,319 0,120
Lachnospirales_unclassified 0,473 0,026 -0,130 0,534 0,144 0,492 -0,001 0,995
Phascolarctobacterium 0,060 0,791 0,110 0,602 0,480" 0,015 -0,180 0,389
Erysipelotrichaceae_UCG_003 -0,100 0,658 0,313 0,127 0,250 0,228 0,400" 0,048
RF39 -0,029 0,898 0,423" 0,035 0,208 0,319 0,194 0,353
Roseburia -0,120 0,594 0,011 0,958 0,562 0,003 -0,197 0,346
Lachnospiraceae_ge 0,456" 0,033 0,065 0,756 0,481 0,015 o8 0,575

FR- Fator Reumatdide; DAS 28 - Disease Activity Score 28; HAQ - Health Assessment Questionnaire; IMC - Indice de
Massa Corporal.

As correlagdes entre a abundancia relativa dos géneros da microbiota e as diferengas dos marcadores clinicos e
antropomeétricos no fim do estudo foram avaliadas recorrendo a Correlagao de Pearson (r — coeficiente de correlagdo), e
os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.

*- A correlagdo é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).

** - A correlagao é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

Relagdo entre a razdo de Firmicutes/Bacteroidetes, e o IMC e o DAS 28 apés a
intervencao

Verificou-se uma tendéncia para uma correlacdo positiva entre a razdo Firmicutes/Bacteroidetes e o
IMC apds a intervencgao dietética (r = 0,116; p = 0,580). O mesmo se verificou para o DAS 28 (r = 0,391, p
= 0,053).
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Microbiota intestinal e o tipo de medicacao

No inicio do estudo, verificou-se que o indice de Shannon era semelhante entre os participantes que
estavam a fazer diferentes tipos de medicagao. No final do estudo, esta condicdo manteve-se
mostrando que a medicagdo ndo teve por si s6 um efeito na diversidade da microbiota intestinal.

Da mesma forma, verificou-se que as abundancias relativas ao nivel do filo no inicio e apds a
intervencdo eram semelhantes entre individuos com medicac¢des diferentes.

A nivel do género, os participantes que estavam a fazer TB apresentavam uma abundancia superior
do género Subdoligranulum (p = 0,039) antes da intervencao.

No final da intervencao, a abundancia relativa dos géneros era semelhante, com excecdo do género
Alistipes (p= 0,014) que existia em maior quantidade nos participantes que faziam MAMD. Sendo que
do inicio para o fim da intervencao, os Alistipes reduziram ligeiramente nos pacientes com TB, e
aumentaram na terapia com MAMD.
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Discussao

Neste ensaio clinico randomizado controlado paralelo pretendeu-se avaliar o efeito de uma
intervencgao dietética baseada numa DAI, em comparagao com a DM, na AD e na QV de pacientes
com AR ativa. Pretendeu-se ainda identificar possiveis correlagdes com os marcadores clinicos, de QV
e antropomeétricos e as caracteristicas da microbiota intestinal.

A literatura sugere que a dieta desempenha um papel central na terapia da AR uma vez que reduz o
stresse oxidativo, e diminui a inflamagdo e a alteragao do sistema imunitario. (42). No que diz
respeito a aplicagdo de uma intervencao dietética especificamente elaborada para a AR, a evidéncia
é diminuta. O estudo de Bustamante et al. (2020) tinha como principal objetivo delinear o processo
de concecao de uma dieta adaptada a populagao com AR, denominada ITIS diet. Esta dieta acabou
por ser aplicada num estudo piloto para determinar o seu efeito anti-inflamatdrio na dor e no
inchacgo das articulagdes em pacientes com AR, mas ainda nao sao conhecidos os resultados (53).

A DAl aplicada foi criteriosamente estruturada com a combinagdo e composicao de alimentos com
efeitos em diferentes sintomas/patogénese da AR, e que apesar de muito semelhante a alimentacio
recomendada na DM, apresenta diferencgas significativas, nomeadamente: 1- a reducado da exposicao
a proteinas de grande dimensao no intestino, nomeadamente o gluten; 2- a especificagdo dos
legumes mais adequados; 3- a limitagcao do consumo de iogurtes aos enriquecidos com L. Casei; 4- e
o reforco do consumo diario de sementes e especiarias especificas.

De acordo com a hipdtese em estudo verificou-se que, através da aplicagao dos critérios EULAR para
ensaios clinicos, ambas as dietas apresentaram uma resposta clinica moderada e nao se verificou
uma diferencga estatisticamente significativa entre as intervengdes na variagdao do marcador da AD,
expresso pelo DAS 28, no fim do estudo (80). No entanto, apenas os participantes da DAI
apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa no mesmo (A=13). No estudo de
Skoéldstam et al, os resultados obtidos com a aplicagdo da DM mostraram uma redugao
estatisticamente significativa de 0,56 no DAS 28, um valor bastante inferior ao verificado, no presente
estudo, tanto com a intervencao DAI como com a DM (A=0,8) (45). No estudo ADIRA obtive-se uma
reducdao média de 0,42 unidades no DAS 28, também muito inferior ao observado no presente
estudo (44). Importa ressalvar que estes estudos anteriores apresentaram um tempo de intervencao
inferior (12 semanas e 10 semanas, respetivamente), bem como no estudo de Skdéldstam et al. ndo foi
usada TB, e essas podem ser as razdes pelas quais se obteve maior redugao no presente estudo.

No que diz respeito a QV, avaliada pelo HAQ, os participantes de ambas as dietas tiveram uma
redugcao na sua pontuagao do inicio para o fim do estudo (A=0,2), com uma melhoria minima da
funcdo semelhante (119). No estudo de Skdéldstam et al. verificou-se uma reducgao de 0,15 pontos,
demonstrando-se também inferior ao obtido no presente estudo em ambas as intervengdes (45).

O excesso de peso/obesidade estd associado a uma alta incidéncia de patologias crénicas
autoimunes e inflamatérias, como a AR. O tecido adiposo é considerado um participante ativo que
contribui para processos fisiolégicos e patoldgicos associados a inflamagao e imunidade. Além disso,
0 excesso de peso representa uma comorbilidade importante e cada vez mais prevalente mesmo na
primeira apresentacao da AR (42). O estudo de Dar et al. confirmou, o que foi mostrado em 2 estudos
anteriores, que mais de 60% dos pacientes com AR sado classificados com sobrepeso ou obesidade
pelo IMC (120). No presente estudo, isto também se verificou uma vez que mais de 60% dos
participantes em cada dieta apresentavam excesso de peso, com um IMC médio inicial da amostra
de 281+ 59 Kg/m2

Quanto ao IMC e a AD verificou-se uma tendéncia para a existéncia de uma correlagado positiva entre
o IMC e o DAS 28 no inicio do estudo, ou seja, a medida que o IMC aumentava, verificou-se uma
tendéncia para o DAS 28 também aumentar. Este resultado estd de acordo com a evidéncia
cientifica que relaciona o excesso de peso ao agravamento da sintomatologia e, por sua vez, ao
aumento da AD na AR (42). Contrariamente ao esperado, no presente estudo, a intervencgao dietética
gue apresentou maior reducao de IMC nao foi a que apresentou uma maior reducao de DAS 28.
Também a reducdo da pontuagdo do HAQ foi semelhante nos participantes das duas intervencgdes.
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Este resultado mostra que a redugao de IMC é apenas um dos fatores que influenciam a AD e QV e
gue no presente estudo nao foi determinante para a melhoria clinica e melhoria na funcgao.

Nas ultimas duas décadas, os avancos nas tecnologias de sequenciagcdo levaram a uma crescente
conscientizacao do papel desempenhado pela microbiota (composicao e fungao) na patogénese e
no resultado (inflamacgdo) da artrite autoimune. Também foi sugerido que a microbiota intestinal
pode ser significativamente modulada por diferentes fatores ambientais, como a dieta, o tabaco e a
terapéutica. Assim sendo, a dieta tem sido sugerida como uma possivel estratégia adicional para o
tratamento desses pacientes (43,121).

O perfil da microbiota intestinal em pacientes com AR no presente estudo revelou diferencas entre
os dois grupos de dieta apds a intervencao. Ambas as intervencgdes apresentaram uma tendéncia
para o aumento da diversidade alfa, mas apenas a intervengdo dietética DM aumentou a diversidade
beta. A adesao a DM, em combinagao com a terapéutica medicamentosa adequada, pode aumentar
os indices de diversidade, riqueza e uniformidade de espécies da microbiota intestinal, contrariando
a reducgao caracteristica do desenvolvimento de doengas autoimunes, como a AR (103,122). A adesao
ao padrao alimentar mediterranico estd associada ao aumento da diversidade da microbiota e
promove a abundancia de bactérias que produzem AGCCs. O aumento do consumo de frutas,
verduras e leguminosas com baixo consumo de carne vermelha sao os principais componentes que
levam a esta associacao (71,72,123).

Os resultados da analise taxondmica mostraram alteragdes ao nivel do género nos participantes da
DAI, mais especificamente uma diminuicao das Actinomyces, Blautia e Collinsella e uma tendéncia
para a diminuicdao de Coprococcus. Os géneros Actinomyces, Blautia e Colinsella tém sido
implicados em condi¢cdes inflamatdrias e parecem estar aumentados na AR (37). A evidéncia mostra
gue o género Colinsella desempenha um papel significativo na patogénese da doenga, contribuindo
para o seu desenvolvimento, e esta associado a gravidade da doenga. O mecanismo pelo qual este
género contribui para a patogénese da doenga parece ser devido ao aumento da permeabilidade
intestinal pela contribuicdao para uma inibicao da expressao das jun¢des apertadas, resultando na
entrada de produtos microbianos na lamina prépria e no espago subepitelial. Além disso, a Collinsella
influencia a producao epitelial da citocina pré-inflamatéria IL-17A e das quimiocinas CXCL1 e CXCL5, o
gue pode resultar no recrutamento de neutrdfilos e ativagao do NF-kB (37,124,125). Assim, a redugao
destes géneros com a aplicagao da DAl pode modular a reposta inflamatdria e ser benéfica para
pacientes com AR.

No estudo de Wang et al, a abundancia de Coprococcus diminuiu em pacientes com AR em
comparagao com individuos saudaveis. Os microrganismos deste género sao reconhecidos
produtores de butirato, que é conhecido pelos seus efeitos anti-inflamatdrios (126). Assim, propde-se
que a deplecdo deste microrganismo em particular pode ser caracteristica da doenga e que o
tratamento medicamentoso e alteracdo da dieta ndo sao suficientes para a sua
modulacdo/homeostase.

Ainda ao nivel do género, apds intervencao com a DAI verificou-se um aumento do Desulfovibrio e
uma tendéncia para aumentar Roseburia e Sutterella. O género Desulfovibrio, um formador de
esporos gram-negativos, aerotolerante, trabalha sinergicamente com as espécies de Prevotella para
degradar a mucina (fonte de carbono, energia e azoto) (127). Além disso, Desulfovibrio pode utilizar
exopolissacarideos microbianos sintetizados por Bifidobacterium para produzir AGCCs no intestino
humano (127). Curiosamente, pacientes com doenga crénica apds terapia com anticorpos anti-TNF-a
apresentaram diminuicdo de Actinomyces, enquanto Roseburia estava aumentado. Assim, 0 género
Roseburia foi descrito como um potencial marcador de salde devido as suas propriedades
produtoras de butirato e anti-inflamatdrias (124,125). As espécies de Sutterella tém sido
frequentemente associadas a doengas humanas, como a doenca inflamatdria intestinal, no entanto,
0 papel dessas bactérias na salde ainda nao esta claro. As interacdes de Sutterella com o hospedeiro
sdo em grande parte desconhecidas, apesar do género ser altamente prevalente. O estudo de
Hiippala et al. indicou que os membros do género Sutterella sdo comensais amplamente
prevalentes com leve capacidade pré-inflamatéria no trato gastrointestinal humano e nao
contribuem significativamente para a rutura da homeostase epitelial associada a disbiose da
microbiota. A capacidade de Sutterella aderir as células epiteliais intestinais indica que pode ter um
papel imunomodulador (128). O aumento destes géneros na populagao com a intervengao dietética
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DAl parece sugerir que esta dieta promove uma composicao de microbiota intestinal mais saudavel
em doentes com AR.

Aintervencdo dietética DM, ao nivel do filo, promoveu uma reducdo da Actinobacteria e Firmicutes e
um aumento de Bacteroidetes, contrariando a composi¢cao caracteristica da microbiota associada a
AR. Os estudos realizados em doentes com AR mostram que o perfil da microbiota intestinal aparece
dominado por Firmicutes, a abundancia de Bacteroidetes mostra ser diminuida, enquanto o filo de
Actinobacteria parece aumentado (125,129).

O aumento dos Bacteroides, Bilophila, Lachnospiraceae_unclassified, Parabacteroides, Roseburia e
Suterella apds a intervencao com a DM pode ser potencial vantajoso j&a que a literatura tem
mostrado que tanto os Bacteroides como os Lachnospiraceae se encontram subrepresentados em
casos de AR (129,130). O papel de Bilophila e dos Parabacteroides em doencgas inflamatdrias ou
autoimunes, nomeadamente na AR, ainda nao é totalmente compreendido. Alguns estudos
mostraram a associagao positiva de espécies de Bilophila com respostas imunes pré-inflamatorias,
enquanto outro estudo mostrou que espécies de Bilophila tém associagdes negativas com as
respostas imunes mediadas por TNFa, induzidas por LPS, em células mononucleares (126). Como
visto em cima, o género Roseburia foi relatado como um potencial marcador de saude devido as
suas propriedades produtoras de butirato e anti-inflamatdrias e a Sutterella pode ter um papel
imunomodulador (124,125,128).

Por outro lado, Bifidobacterium, Subdoligranulum e Collinsella diminuiram significativamente com a
intervengdo. Estudos observacionais anteriores demonstraram que Bifidobacterium desempenha
um papel importante na patogénese de multiplas doencas autoimunes, encontrando-se nos
pacientes com AR em quantidades reduzidas (131). Os Subdoligranulum sao bactérias produtoras de
acido butirico, no entanto, o papel deste género nao esta claro em doengas autoimunes e requer
mais investigagao, sendo que normalmente encontram-se em quantidades diminuidas na doencga
em questao (132). Como explanado anteriormente, o género Colinsella desempenha um papel
significativo na patogénese da doenca e costuma estar aumentado em doentes com AR (37,124,125).

Em suma, a DM induz um aumento na diversidade beta e um maior niumero de alteragdes na
composigcao da microbiota, com potencial efeito benéfico ao nivel da modulagao de alguns géneros.
Esta intervencao diminui os géneros Bifidobacterium e Subdoligranulum que sao géneros de
bactérias normalmente diminuidos na doenga e esta intervengao nao foi capaz de reverter.

Relativamente as diferencas encontradas entre as duas dietas testadas, nao se verificaram diferencas
estatisticamente significativas nas diversidades alfa e beta apds a intervencdo. E de realcar a
abundancia superior do género Collinsella no grupo da DAI, ou seja, houve uma redugao
potencialmente benéfica de Collinsella que foi inferior no grupo da DAl em comparagao com a DM.
Nao é possivel perceber o real impacto das alteragdes observadas ao nivel do filo Deferribacterota ja
gue a literatura é escassa relativamente a evidéncia para a AR da presenca deste filo, e uma das
razbes € a sua baixa abundancia, o que reforga o papel, provavelmente, menos relevante deste grupo
(133).

Foi muito interessante verificar que existia uma correlagao positiva entre o DAS 28 no fim do estudo
e o filo Proteobacteria. Segundo a literatura, este filo encontra-se normalmente aumentado em
pacientes com AR, sendo que um aumento da prevaléncia de Proteobacteria é uma potencial
assinatura diagndstica de disbiose e risco de doenca inflamatodria (129,134). O DAS 28 também se
correlacionou positivamente com a abundancia de Streptococcus e RF39, o que vai de encontro ao
descrito na literatura: o género Streptococcus e RF39 encontram-se aumentados em pacientes com
AR em comparagao com os controlos saudaveis (127,129).

Estudos anteriores mostraram que a quantidade de Lachnospirales estd aumentada numa
variedade de disturbios, como inflamagao, hiperglicemia e obesidade (135). Com a Intervencao DAI
verificou-se uma maior reducao de Lachnospirales_unclassified em comparagao com a intervengao
DM que esta concordante com uma maior diferenca no FR entre o inicio e o fim do estudo com a
DA\, corroborando a correlagao entre estas bactérias e o FR.
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Varios grupos de bactérias correlacionaram-se com a qualidade de vida, mensurada pelo HAQ,
provavelmente porque a sua maior ou menor abundancia irda modular os efeitos inflamatoérios
intestinais que se irao refletir numa inflamagao sistémica, tendo como consequéncia aumento da
dor e inchago, que culmina numa menor mobilidade das articulagdes com consequéncia na QV
(129,136,137). A evidéncia relativamente a estas bactérias e ao processo inflamatoério ainda é vaga e
chega mesmo a ser contraditoéria (129,130).

O género Erysipelotrichaceae tem sido identificado em maior quantidade em animais com
obesidade induzida por dieta e em ratos alimentados com dieta rica em gordura ou dieta ocidental
(138), o que vem ao encontro da correlagao positiva encontrada entre o IMC e a abundancia de
Erysipelotrichaceae.

Vdrias condicdes inflamatdrias tém sido relacionadas ao aumento da razdo Firmicutes/Bacteroidetes,
como doengas inflamatodrias intestinais e obesidade. No que toca a relagdo entre razdo de Firmicutes
e Bacteroidetes, o presente estudo reforca esta relagdo uma vez que esta razdo se relacionou
positivamente com o IMC e o DAS 28 (139).

Sao conhecidos varios mecanismos pelos quais as interacdes farmaco-microbiota podem influenciar
a biodisponibilidade, eficacia e/ou toxicidade do farmaco. Isso inclui a ativacdo ou inativacdo direta
de farmacos por enzimas microbianas que podem aumentar ou reduzir a eficacia do farmaco. As
extensas capacidades metabdlicas da microbiota intestinal tornaram-se um ponto de acesso para
modificagdo de medicamentos. No entanto, os medicamentos também podem influenciar
profundamente a microbiota e alterar o resultado das interagdes com o hospedeiro. Além disso, as
assinaturas individuais da microbiota sao Unicas, levando a uma variagao substancial nas respostas
do hospedeiro a farmacos especificos (140). Os resultados do presente estudo mostraram que, sem
intervencao nutricional, os pacientes a tratados com TB apresentavam, ao nivel do género, uma
abundancia relativa superior no Subdoligranulum, verificando-se assim que a TB foi capaz de
contrariar a redugao deste género caracteristica da doenca abordada (132).

No final da intervencao, a abundancia relativa dos géneros era semelhante, com exce¢ao do género
Alistipes que existia em maior quantidade nos participantes que faziam MAMD. Do inicio para o fim
da intervengao, os Alistipes reduziram ligeiramente nos pacientes com TB, e aumentaram na terapia
com MAMD. Alistipes € um género relativamente novo de bactérias isoladas de amostras clinicas,
embora numa taxa baixa em comparagao com outros dentro do filo Bacteroidetes. A evidéncia
mostra efeitos contraditérios relativamente a este género, pelo que o mesmo poderia ter um papel
de lideranga na modulagdo da doencga, ou apenas um papel de espectador, ou um papel co indutor
(com outros micrébios intestinais). Mais estudos serdao ainda necessarios para decifrar os
mecanismos de atuacao deste género nesta doenca em particular (141).

Teria sido interessante identificar a microbiota até a espécie ja que o impacto das intervengdes
nutricionais na Prevotella Copri estd extensamente estudado e esta bactéria é abundante em
doentes com AR (35). Além disso, embora a mucosa intestinal tenha provavelmente o maior
potencial de interagcao hospedeiro-microbio, todas as mucosas possuem microbiota residente e
reagem dinamicamente a sua presenca com uma modulagdo imune. Bactérias gram-negativas
podem causar infe¢cdes em qualquer parte do corpo. Por outras palavras, isso nao significa que todos
os individuos com AR devam ter disbiose num Unico local, pelo que teria sido interessante se se
tivesse investigado a composi¢cdo da microbiota oral e nasal (43).

A auséncia de uma analise longitudinal desde o diagndstico, incluindo o impacto da medicagao
realizada e por fim a resposta a dieta para uma correta avaliagdo da relagdao causa-efeito entre a
medicacao, dieta, e o desfecho clinico da AR e QV dos pacientes e a disbiose intestinal condiciona a
percecao do impacto da intervencdao dietética. O impacto da TB e outras terapias
imunomoduladoras na microbiota intestinal também ndo esta completamente esclarecido e podera
ser importante para a integragdo de todas as variaveis de estudo.

Os estudos clinicos sdo condicionados por uma variabilidade acrescida e inerente e neste estudo em
particular o facto de nao se ter considerado o tempo de doenga ativa, as flutuagdes sazonais dos
sintomas e o tamanho da amostra ser reduzido podem ter contribuido para um menor efeito clinico

44



e nao ter levado a uma diferencga clinicamente relevante entre intervencgdes dietéticas na AD. Por fim,
o facto de nao se ter forma de avaliar os participantes da DAI quanto a qualidade alimentar antes da
intervengao como se fez com a aplicagao PREDIMED, pode ter levado a que se incluissem individuos
com uma qualidade alimentar razoavel no inicio do estudo e a dificuldade na realizac&o/aquisicdo
dos alimentos da DAl pode ter levado a resultados menos exacerbados com a intervengao DAL

O presente estudo mostrou que ambas as intervengdes dietéticas tiveram impacto positivo na AD,
mas a intervencao DAI teve um impacto maior em comparagdo com a DM e ambas as dietas
apresentaram efeito na melhoria da QV. Este estudo refor¢a a viabilidade de adotar a DAl como uma
terapia adjuvante em pacientes com AD moderada e que o impacto da intervencao DAl nao passa,
por si sO, pela modulagdao da microbiota intestinal. S3o necessarios mais estudos prospetivos numa
populagdo maior para compreender os mecanismos especificos que interligam esta intervencao
com a imunidade, inflamagao e stress oxidativo.
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Conclusao

O presente estudo reforca que a AD e QV dos doentes com a patologia discutida nesta dissertagao é
altamente afetada pela alimentacao saudavel, reforcando a importancia da sua adogdo. Para além
disso, esta dissertagao realga a evidéncia de que fatores metabdlicos anteriores como o estado
nutricional interferem na AD, bem como a aplicagao de dietas especificas sao responsaveis por
alteragdes na microbiota intestinal.

Nao se obtiveram diferengas estatisticamente significativas nos marcadores clinicos de AD, QV e
antropomeétricos entre dietas no fim da intervengao, no entanto, a DAl promoveu uma melhoria
clinica superior, em comparagao com a DM, por apresentar uma maior reducao do DAS 28, e a
melhoria da QV mostrou-se semelhante nas duas intervengdes nutricionais.

Neste ensaio clinico, os resultados da andlise taxondmica mostraram que a microbiota intestinal foi
modulada pela intervencao dietética. A DM teve um impacto maior nesta modulagao, com o
aumento na diversidade beta, diminuicdo na abundancia dos filos Actinobacteria e Firmicutes e um
aumento dos Bacteroidota. Aumentou os Bacteroides, Bilophila, Lachnospiraceae_unclassified,
Parabacteroides, Roseburia e Suterella e reduziu os Bifidobacterium, Subdoligranulum,
Lachnospiraceae_ge e Collinsella. As alteragdes nos participantes tratados com DAl foram somente
ao nivel do género, com uma diminuicao das Actinomyces, Blautia e Collinsella e um aumento das
Desulfovibrio. Importa dizer que a maior alteragao na microbiota intestinal nao se traduziu numa
maior melhoria clinica.

Apds a intervengao, nao se constataram diferengas entre dietas no que diz respeito a diversidade,
verificando-se apenas um aumento do filo Deferribacterota e do género Collinsella nos participantes
da DAL

De maneira a concluir, o impacto na AD demonstrado pela intervengdo DAI nao pdde ser explicado
por si sé pela modulagao intestinal, ndo sendo a microbiota intestinal o principal agente etiolégico
significativo na AD. Existem varios fatores, nomeadamente, o stress oxidativo, alteracdes hormonais e
a genética, que podem influenciar a AD, mas que nao foram discutidas no presente estudo. Sao,
claramente, necessarios mais estudos para entender melhor os respetivos processos bioquimicos e
biolégicos.

Tendo em conta que i) a medicina personalizada estd a crescer com o intuito de reduzir o risco de
doenca, melhorar o diagndstico, o tratamento e a prevencgao; ii) que este estudo mostra que a DAI
apresenta efeitos positivos em doentes com AR e AD moderada; combinar a terapéutica
medicamentosa com esta estratégia dietética pode ser uma boa via para melhorar o progndstico da
doencga. Esta € uma ferramenta economicamente vidvel, personalizavel, ndo invasiva e de facil
acesso, podendo vir a ser implementada como parte integrante dos cuidados de saude.

Compreender como os efeitos de determinados alimentos e a sinergia dos mesmos no
desenvolvimento da AR é essencial, uma vez que a alimentagao € uma janela de oportunidade para
fornecer intervengdes mais efetivas para a imunomodulagao e inflamagao. Para responder a esta
necessidade, este estudo pode ter sido um primeiro passo para a realizagdo de estudos bem
desenhados com amostras maiores numa equipa multidisplinar de investigadores, incluindo
reumatologistas e nutricionistas, e, quem sabe, para um futuro aconselhamento alimentar mais
especifico na AR.
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Anexos

Anexo 1 - Consentimento Informado

Hospital
N VA Particular
do Algarve

Folha de Informacdo ao participante

“0 efeito de uma dieta anti-inflamatéria na atividade da doenca e na qualidade de vida de pacientes
com Artrite Reumatdide - Ensaio clinico randomizado controlado paralelo”

A artrite reumatoide é uma doenga autoimune crénica e debilitante, caracterizada por inflamagéo
sistémica e lesdo articular, que afeta 0,5-1% da populagdo europeia e na qual nem sempre se consegue a
remissdo, afetando o bem-estar fisico e mental, e a qualidade de vida. Fatores genéticos e ambientais
interagem durante a patogénese da doenga. A dieta é um fator ambiental pode influenciar os sintomas
da artrite reumatdide, devendo ser avaliada como opgdo de tratamento, complementando a terapia
farmacolégica.

O objetivo principal deste ensaio é averiguar o efeito de uma dieta anti-inflamatdria, em comparagéo
com uma dieta controlo, na reducdo da atividade da doenca e na melhoria da qualidade de vida de
pacientes com artrite reumataéide.

Como objetivos secundarios pretende-se apurar a relagdo da dieta anti-inflamatéria com os
marcadores inflamatérios e com a modulagdo da composicio/diversidade da microbiota intestinal, em
comparagdo com uma dieta controlo.

Para colaborar na investigagdo precisa de:

- Ter idade superior a 18 anos e alfabetizagdo;

- Ter a presenga de doenga ativa, sob controlo e medicagdo adequados;
- Auséncia de alergias e/ou intolerancias alimentares;

- Ndo ser vegetariano e ndo usar fitoterapia ou outros suplementos (nomeadamente, pré e
probioticos);

- Ndo ter tido acompanhamento nutricional anterior ou alteragdo de habitos alimentares nos ultimos
6 meses;

- Preencher o consentimento informado.

A sua participagdo incluird a recolha de dados clinicos do seu processo, a aplicagdo de um questionario
sobre dados sociodemogrificos e a realizacdo de uma intervencdo dietética. Antes e depois dessa
intervengdo, serd recolhida uma amostra de fezes e aplicado um questiondrio para avaliar a sua
capacidade funcional. A interven¢do tera uma duragdo de 6 meses, e compreendera a realizagdo de
consultas mensais com recolha de dados antropométricos (peso, altura, perimetro da cintura e anca). A
sua cooperagdo é voluntaria, ndo havendo qualquer prejuizo ou custo assaciado.

Toda a informagdo que nos der é estritamente confidencial, ndo podera ser utilizada de forma a que
o possa identificar e sera exclusivamente usada para o presente estudo.

Obrigada pela sua colaboragdo.

Se tiver alguma dlvida contacte:
Investigadora principal: Dra. Mariana Freitas
Email: mariana.m.freitas@edu.nms.unl.pt
Orientadores: - Dr. Carlos Carneiro

- Doutora Ana Faria
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Hospital
N VA Particular
do Algarve

Consentimento Informado, esclarecido e livre

Considerando a “Declaragdo de Helsinquia” da Associagdo Médica Mundial
(Helsinquia 1964; Toquio 1975; Veneza 1983; Hong Kong 1989; Somerset West 1996; Edimburgo
2000; Seoul 2008; Fortaleza 2013)

“0 efeito de uma dieta anti-inflamatdria na atividade da doenga e na qualidade de vida de pacientes
com Artrite Reumatdide - Ensaio clinico randomizado controlado paralelo”

Eu, abaixo-assinado (nome completo)
declaro que concordo em participar neste estudo e que compreendi a explicagdo que foi fornecida a cerca
da natureza, objetivos, métodos, beneficios e riscos previstos do estudo pela Dra. Mariana Freitas e pelo
Dr. Carlos Carneiro.

Além disso foi-me dada uma cépia da folha de informagdo ao participante, tive oportunidade de
efetuar perguntas sobre todos os aspetos do estudo e, de todas, obtive resposta satisfatéria.

Fui informado(a) que poderei recusar participar neste estudo em qualquer altura, se assim o desejar,
sem que sejam usados os dados recolhidos até ao momento e sem qualquer tipo de consequéncias.

Fui informado(a) que a participagdo neste estudo ndo confere o direito a qualquer tipo de
remuneragdo e tenho conhecimento de quem devo contactar se tiver alguma questao sobre este estudo.

Desta forma, aceito participar neste estudo e permito a utilizacdo dos dados que de forma voluntéria
fornego, confiando que a minha identidade, os meus dados clinicos e os resultados da intervengdo
dietética permanecerdo confidenciais e anénimos, garantias dadas pelos investigadores.

Data e assinatura

Investigador

Cadigo atribuido:
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Anexo 2 - Parecer favoravel da Comissio de Etica da Nova Medical School - Faculdade
de Ciéncias Medicas

NCOVA (<)

Decisdo final sobre o projeto

“O efeito de uma dieta anti-inflamatédria na atividade da doenga e na
qualidade de vida de pacientes com Artrite Reumatéide - Ensaio clinico
randomizado controlado paralelo”

A Comissdo de Etica da NMS|FCM-UNL (CEFCM) decidiu, aprovar por
unanimidade, do ponto de vista ético, o projeto de investigagao intitulado “O
efeito de uma dieta anti-inflamatéria na atividade da doen¢a e na
qualidade de vida de pacientes com Artrite Reumatdéide - Ensaio clinico
randomizado controlado paralelo” (n° 44/2021/CEFCM), submetido pela
Mestranda Mariana Martins Freitas, no ambito do Mestrado em Nutrigao
Humana e Metabolismo.

Lisboa, 7 de outubro de 2021

O Presidente da Comissao de Etica,
4

outor Diogo Pais)

TO WHOM IT MAY CONCERN

The Ethics Research Committee of NMS|FCM-UNL (CEFCM) has unanimously
approved, the Project entitled “O efeito de uma dieta anti-inflamatéria na
atividade da doeng¢a e na qualidade de vida de pacientes com Artrite
Reumatdide - Ensaio clinico randomizado controlado paralelo” (No.
44/2021/CEFCM) submitted by Master's Degree Student Mariana Martins
Freitas, in the scope of the Master's in Human Nutrition and
Metabolism.Lisbon,

October 7*, 2021

The Chairman of the Ethics Research Committee,
7

(D 1s, MD, PhD)

Campo Martires da Pdtriq, 130
1169-056 Lisboa - Portugal
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Anexo 3 - Parecer favoravel da Comissio de Etica do Grupo HPA Saude

\\J 4

)

/

)

|
\

Hospital
Particular
doAlgarve

COMISSAO DE ETICA PARA A SAUDE DO HOSPITAL PARTICULAR DO ALGARVE
PARECER N2 04/2021

Assunto: Estudo “ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO CONTROLADO PARALELO: O EFEITO DE UMA DIETA
ANTIINFLAMATORIA NA ATIVIDADE DA DOENGA E NA QUALIDADE DE VIDA DE PACIENTES COM ARTRITE
REUMATOIDE”

Nos termos e para os efeitos do disposto na alinea a), do n® 1 do art.2 92 da Lei n2 21/2014 de 16 de abril, foi
solicitado o parecer desta Comissdo, tendo em vista a autorizagio para a realizagdo do estudo acima
identificado.

No @mbito das competéncias que Ihe sdo conferidas pelo art.2 32 do Decreto-Lei n® 80/2018 de 15 de
outubro e pelo do art.2 162 da Lei n® 21/2014 de 16 de abril, a Comissdo de Etica para a Satde do Hospital
Particular do Algarve, doravante designada por Comissdo, analisou o processo que Ihe foi apresentado para

aquele efeito e avaliou todos os aspetos apontados no n2 6 do referido art.2 162.

1. Pertinéncia do estudo e sua concegdo:

De acordo com a informagéo prestada a esta Comissdo a realizagdo deste estudo torna-se pertinente uma
vez que a artrite reumatoide (AR) é uma doenga autoimune crénica e debilitante, caraterizada por
inflamagdo sistémica e lesdo articular, que afeta 0,5-1% da populagio europeia (sendo superior nos paises

ocidentais), afetando de forma importante o bem-estar fisico, mental e a qualidade de vida (Qv).

A inflamagdo que carateriza a AR aumenta o risco de doengas cardiovasculares, que juntamente com o
habitual tratamento imunossupressor, também aumenta o risco de infecdes; as duas principais causas de
morte destes pacientes. Consequentemente, a expectativa de vida entre pacientes com AR é reduzida em 5-

10 anos, em comparagdo com individuos ndo doentes.

Apesar da introducdo nos Ultimos anos de novas terapias - imunossupressio por medicamentos
antirreumédticos modificadores da doenca, esteroides e mais recentemente terapias biolégicas -, a AR
continua a representar uma considerével carga humana e econémica, estimando-se que 1/3 dos pacientes
com AR termina o emprego prematuramente e, 5 anos apds o diagnéstico, 30-40% apresenta incapacidade

para o trabalho.
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Como complemento a farmacoterapia, a intervengdo dietética na AR deve ser avaliada como opgdo de
tratamento, tal como j& acontece noutros contextos de doenga como as doengas cardiovasculares, o cancro
e a diabetes.

A dieta é um fator ambiental que pode influenciar os sintomas da AR, influenciando a atividade inflamatéria,
alterando o perfil lipidico, aumentando os niveis de antioxidantes e alterando a microbiota intestinal
(também envolvida no desenvolvimento da doenca). Sendo esta dindmica, pode mudar rapidamente em
termos de composicdo e diversidade com intervengdes dietéticas, influenciando consequentemente o

padrdo e o desenvolvimento da doencga.

Desta forma, o objetivo principal da presente investigacdo é averiguar o efeito de uma intervencao dietética
anti-inflamatdria, em comparagdo com uma dieta baseada na “Nova Roda dos Alimentos” seguindo os
principios da dieta mediterrénica, na atividade da doenca e na melhoria da QV. Como objetivos secundérios
pretende-se apurar a relagdo da dieta instituida com os marcadores inflamatdrios e com a modulagdo da

composi¢do/diversidade da microbiota intestinal, em comparagdo com uma dieta controlo.

Para dar cumprimento aos objetivos da investigagdo, os pacientes serdo randomizados e instruidos a realizar
uma dieta anti-inflamatéria (dieta intervengdo) ou dieta mediterranica (dieta controlo) durante 6 meses. A

atividade da doenga e a QV serdo avaliadas no término da intervengdo.

2. Avaliagdo dos beneficios e riscos previsiveis:

Como néo existem diretrizes dietéticas para a AR, este estudo pretende fornecer evidéncia cientifica acerca
do impacto da dietoterapia na redugdo da atividade da doenga e melhoria da QV.

Esperam-se como resultados primdrios, que o Disease Activity Score 28 (DAS 28) apresente uma diferenca
entre as intervengdes >0,6 unidades na andlise de intengdo de tratar e uma redugdo de 0,19 no Health
Assessment Questionnaire (HAQ) com a dieta anti-inflamatéria. Espera-se ainda que esta reducdo seja
superior na dieta de intervengdo relativamente a dieta de controlo.

Como resultados secundérios, espera-se que com a dieta de interven¢do se observe uma melhoria nos
marcadores inflamatérios comparativamente com a dieta de controlo, bem como uma alteragdo na
composicdo e diversidade da microbiota intestinal que se relacione com impacto positivo na doenca.

Este ensaio pretende ainda contribuir para a redugdo futura dos custos individuais e sociais destes pacientes.

A previsdo de riscos associados ao estudo esta omissa.
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O projeto apresenta um desenho de investigacdo, sendo nomeadamente explicito relativamente as tarefas a

3. O protocolo, incluindo os planos de divulga¢do do estudo:

desenvolver nos trés grandes momentos do estudo: pré-intervengdo, intervencio nos grupos e pos-

intervencdo, bem como um cronograma de atividades.

N&o estdo nomeados quaisquer planos de divulgagdo do estudo.

4. Aspetos metodoldgicos, incluindo o instrumento de colheita de dados e os aspetos éticos e de
confidencialidade:

O projeto enviado a esta Comissdo contempla alguns aspetos relativos 2 Metodologia de Investigagdo,
nomeadamente: os critérios de inclusdo/exclusdo, o tamanho da amostra, os métodos e ferramentas a
utilizar e consideragdes dietéticas. Apesar do projeto se intitular “um ensaio clinico randomizado controlado
paralelo”, as técnicas e os aspetos inerentes & randomizagdo ndo sdo descritas, com exce¢do para o termo
“recurso a método informatico”. Da mesma forma, os instrumentos sdo nomeados, mas ndo foram
anexados ao projeto.

Relativamente aos aspetos éticos e de confidencialidade é assumido: a investigacdo serd registada numa
base de dados de acesso publico antes do recrutamento dos participantes e iréio ser tomadas todas as
precaugbes no sentido do respeito da privacidade dos participantes de acordo com a Declaragdo de
Helsinque, Lei da Investigagdo Clinica (Lei no 21/2014) e o novo Regulamento Geral de Protegcdo de Dados
publicado a 4 de Maio de 2016 no Jornal Oficial da UniGo Europeia. (...) Os participantes serdo esclarecidos
acerca do objetivo do estudo, inconvenientes e condigdes em que vai ser realizado. Também serdo
informados que, a qualquer momento, podem retirar-se do estudo. Em caso de interesse na participagdo,
seré solicitado o preenchimento do consentimento informado, cujo modelo ndo foi partilhado com esta

Comissdo.

5. A aptiddo do investigador principal e dos restantes membros da equipa:

A investigadora principal — Mariana Martins Freitas— é licenciada em Nutricdo, exercendo desde ha vérios
anos o exercicio da profissdo. Além disso, tendo a presente investigagio enquadramento académico —
obtengdo do grau de mestre em “Nutrigdo Humana e Metabolismo” pela NOVA Medical School, Faculdade
de Ciéncias Medicas -, a investigadora principal terd a devida orientacdo por parte da Doutora Ana Faria,
Professora Auxiliar Convidada da mesma instituicdo de ensino e investigadora do Comprehensive Health
Research Center (CHRC), além da coorientagdo do Dr. Carlos Carneiro, médico internista, com varios anos de

experiéncia e responsavel pela Consulta de Doengas Autoimunes no Grupo HPA Sadde.
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Face ao exposto e, considerando o documento entregue para a avaliagdo e a sua fundamentacgdo, parece-
nos que o presente projeto de investigagdo cumpre os compromissos éticos e o respeito dos principios
deontoldgicos e legais especificos para estas situagdes, o que permite que esta Comissdo profira um parecer

favoravel.

Contudo, deve a investigadora enviar a esta Comissdo um exemplar do consentimento informado a ser

utilizado na investigacdo, para que 0 mesmo possa ser apenso ao projeto entregue.

Portimdo, 15 de margo de 2021

Ana Paula Fontes

Consultora do Nicleo de Formagdo e Desenvolvimento Profissional
Vice-Presidente da Comissdo de Etica para a Satde

Grupo Hospital Particular do Algarve
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61



Anexo 4 - Registo numa base de dados de acesso publico - clinicaltrials.gov

ClinicalTrials.gov PRS

Protocol Registration and Results System

ClinicalTrials.gov PRS DRAFT Receipt (Working Version)
Last Update: 03/25/2022 08:26

ClinicalTrials.gov ID: [Not yet assigned]

Study Identification

DAIAR

The Effect of an Anti-inflammatory Diet in Patients With Rheumatoid Arthritis
(DAIAR)

The Effect of an Anti-inflammatory Diet on Disease Activity and Quality of Life
in Patients With Rheumatoid Arthritis - Parallel Controlled Randomized Clinical

Unique Protocol ID:
Brief Title:

Official Title:

Secondary IDs:

Study Status

Record Verification:
Overall Status:
Study Start:

Primary Completion:
Study Completion:

Sponsor/Collaborators

Sponsor:
Responsible Party:
Collaborators:

Oversight

U.S. FDA-regulated Drug:
U.S. FDA-regulated Device:
U.S. FDA IND/IDE:

Human Subjects Review:

Trial

March 2022

Completed

April 1, 2021 [Actual]
December 20, 2021 [Actual]
December 20, 2021 [Actual]

Universidade Nova de Lisboa
Sponsor

Hospital Particular do Algarve - HPA Saude

& WARNING : "Hospital Particular do Algarve - HPA Satde" is not a
recognized organization name.

No
No
No

Board Status: Approved
Approval Number: Parecer n° 04/2021
Board Name: Comiss&o de Etica para a Satide do Hospital Particular do
Algarve
Board Affiliation: Hospital Particular do Algarve
Phone: 00351282420400
Email: autoimuneshpa@gmail.com
Address:

- Page10f5 [DRAFT] -
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Eligibility

Minimum Age:

Maximum Age:

Sex:

Gender Based:

Accepts Healthy Volunteers:

Criteria:

Contacts/Locations

Central Contact Person:

Central Contact Backup:

Study Officials:

Locations:

IPDSharing

Plan to Share IPD:

References

Citations:

18 Years
All

No
Inclusion Criteria:

« Age over 18 years;

* Presence of active disease, (DAS282 2.6), under adequate control and
medication.

+ Able to sign informed consent

Exclusion Criteria:

« Any type of psychological deficiency, dementia or eating disorder;

*» Presence of food allergies and / or intolerances;

« Be vegetarian or use Phytotherapy or other supplements (namely, pre and
probiotics);

+ Use of antibiotics im the last 6 months;

» Have had previous nutritional monitoring or change in eating habits in the
last 6 months.

Ana Faria, PhD
Telephone: 00351218803000
Email: ana.faria@nms.unl.pt

Mariana Freitas, Bsc
Telephone: 00351916452980
Email: mariana.m.freitas@edu.nms.unl.pt

Ana Faria, PhD
Study Principal Investigator
NOVA Medical School, Universidade Nova de Lisboa

Portugal
Hospital Particular do Algarve - HPA Saude
Portiméao, Portugal
Contact: Mariana Freitas, Bsc 00351916452980
mariana.m.freitas@edu.nms.unl.pt
Sub-Investigator: Carlos Carneiro, MD

Undecided

© NOTE : Plan to Share IPD must be 'Yes' or 'No' to satisfy ICMJE policy
('Undecided' is not accepted).

- Page4of5 [DRAFT] -
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Links:
Available IPD/Information:

U.S. National Library of Medicine | U.S. National Institutes of Health | U.S. Department of Health & Human Services

- Page50f5 [DRAFT] -
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Anexo 5 - Health Assessment Questionnaire

*4 Hospital
N VA ) Particular
do Algarve

Health Assessment Questionnaire (HAQ)

Data:__ [/  /

Fase da intervengédo:

Cédigo atribuido:

Abaixo, encontram-se uma série de questdes as quais gostariamos que respondesse e assinalasse a
opgdo que melhor se adequa ao que sente.

Vocé é capaz de....

Sem alc om Com muita Im::paz
dificuldade BUMA | ificuldade e
) dificuldade @ fazer
(1) (3)

1. Vestir-se, incluindo abotoar a
Arranjar-se | roupa e atar os sapatos?

2. Llavar o cabelo?

3. Erguer-se de uma cadeira?

Levantar 4. Deitar-se e levantar-se de
uma cama?

5. Cortar a carne?

6. Abrir pela primeira vez um

Comer pacote de leite de cartdo?

7. Levar a boca um copo cheio?

8. Caminhar fora de casa em
Andar terreno plano?

9. Subir cinco degraus?

10. Lavar e limpar todo o corpo?

11. Tomar banho?

Higien
glene 12. Sentar-se e levantar-se da

sanita?

13. Alcangar e trazer até si um
objeto de 2,5kg, colocado numa
Alcangar prateleira acima da sua cabega?

14, Curvar-se e apanhar roupas
caidas no chdo?

15. Abrir a porta de um carro?

16. Abrir a tampa de frascos que

Rogar ja tenham sido abertos)
17. Abrir e fechar torneiras?
18. Fazer compras e recados?
Atividade 19. Entrar e sair de um carro?

20. Fazer a lida de casa, como
varrer ou lavar pratos?

Investigadora principal: Dra. Mariana Freitas; Orientadores: - Dr. Carlos Carneiro e Doutora Ana Faria;
Mestrado em Nutrigdo Humana e Metabolismo da Faculdade Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa

mariana.m freitas@edu.nms.unl.pt
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Anexo 6 — Exemplo plano alimentar da Dieta Anti-inflamatéria

Hospital
N VA Particular
do Algarve

Dieta Anti-inflamatéria

Orientagdes alimentares:

- Utilize azeite virgem extra (10ml (1 colher de sopa) - 2 vezes por dia).

- Consuma frutos oleaginosos (30g por dia) — améndoas, avel3s, cajus, pinhdes, ...

- Consuma peixes gordos 3 vezes por semana (150g).

- Consuma diariamente sementes de chia(10g) e de linhaga (9g).

- Elimine a ingestdo de alimentos pré-confecionados, processados e fritos.

- Consuma 5 porgdes de hortofruticolas por dia — 3 frutas e 2 horticolas (1 cru e outro cozinhado). Dentro
dos horticolas, privilegie os de folha verde e as couves.

- Evite o consumo de beringela, tomate e batata, e aumente o consumo de alho, cebola, cenoura, abébora,
curgete ou vegetais de folha verde.

- Evite 0 consumo de cereais com gluten (graos, farinhas e amidos com gliiten — Cevada, Centeio, Cuscuz,
Trigo (farelo de trigo, gérmen de trigo, amido de trigo), Kamut, Seitan, Espelta e Triticale).

- Prefira aveia, milho, arroz, trigo sarraceno e guinoa.

- Consuma 3 por¢oes por dia de grios integrais, exceto com gluten, e evite farinhas refinadas.

- logurte com Lactobacillus Casei, 2 porgbes por dia (125g).

- Substitua o leite por bebidas vegetais (améndoa, arroz, coco, ...).

- O queijo fresco magro deverd ser consumido 2 porgdes por semana (100g).

- Tempere diariamente com curcuma, canela, pimenta preta e gengibre. A curcuma e a pimenta preta
devem ser usadas ao mesmo tempo.

- Evite/elimine o consumo de sal.

- Reduza o consumo de carnes vermelhas até 1 por¢do por semana (100g).

- Substitua o consumo de carnes vermelhas por leguminosas (feijdo, lentilhas ou grio) — 50g secas ou 100g
frescas, aves — 100g e peixes- 150g - 3 porgBes por semana cada. Para melhorar a tolerabilidade as
leguminosas, pode consumi-las descascadas ou em sopas.

- Os ovos podem ser consumidos numa porg¢do de 2 unidades, 1 vez por semana.

- Substitua o aglcar pelo mel.

- Evite refrigerantes e sumos.

- O consumo de vinho tinto esta indicado até 1 por¢do por dia —125ml.

- Limite o consumo de cafeina a um maximo de 300mg/dia. Ou seja, cerca de 3 cafés curtos por dia. Se
possivel, substituir o café por cha verde.

- Beba entre 1,5 a 2L de 4gua por dia.

Observagoes:

-No caso de apresentar excesso de peso ou obesidade,
aconselha-se a sua redugdo, uma vez que o excesso de
peso e a obesidade estdo associados ao agravamento da
sintomatologia devido a inflamag&o associada a presenca

de gordura corporal.

- Pratique exercicio fisico diariamente.

A a2

BIGULAR ParvsaC AL RCTRATY pi g

Figura 1 - Rondanelli M et al., Ideal food pyramid for
patients with rheumatoid arthritis: A narrative review,
Clinical Nutrition,

Investigadora principal: Dra. Mariana Freitas; Orientadores: - Dr. Carlos Carneiro e Doutora Ana Faria;

Mestrado em Nutrigdo Humana e Metabolismo da Faculdade Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa

mariana.m.freitas@edu.nms.unl.pt
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N VA | Particular
_doAlgarve

Plano alimentar:

Data:___/__ /.
Refei¢cdo Descrigdo
Ao acordar — 1 a 2 copos de dgua + 1 fruta
Pdo sem gluten (ex: aveia) (75g) com 1 colher de sobremesa de doce 100%
fruta ou azeite ou % queijo fresco magro pequeno ou 1 colher de sobremesa
Pequeno-almogo = ~ :
de manteiga de améndoa + café sem aglcar
(7:45)h ou
1 iogurte enriquecido com L. Casei + 4 colheres de sopa de corn flakes ou 3
colheres de sopa de aveia + canela + 1 colher de sobremesa de chia e 1 colher
de sobremesa de linhaga triturada
Z;:;‘;; manhd 1 fruta + 30g de nozes, améndoas, avelss,...
Metade do prato com legumes ou salada ou sopa sem batata
125g de carne limpa de gordura (1 vez por semana — carne vermelha)/peixe (3
vezes por semana, no minimo) ou 2 ovos (1 vez por semana) ou 80g de feijdo,
grdo ou lentilhas
Almogo (13:00)h 3 colheres de sopa de arroz integral/massa sem gliten ou massa de arroz (30g)
ou 3 colheres de sopa de feijdo, grao, ervilhas, lentilhas, favas, miho (40g) ou 1
batata doce (50g)
S6 usar 1 colher de sopa de azeite para confecionar ou temperar
Temperar com curcuma, gengibre e pimenta preta
1 fruta + 1 iogurte enriquecido com L. Casei ou 1 pacote de bebida vegetal +
Meio da tarde canela + 1 colher de sobremesa de chia e 1 colher de sobremesa de linhaga
(17:00)h triturada. Se sentir fome — 2 bolachas de arroz/milho ou 2 colheres de sopa de
aveia ou 3 colheres de sopa de corn flakes
Metade do prato com legumes ou salada ou sopa sem batata
125g de carne limpa de gordura (1 vez por semana — carne vermelha)/peixe (3
vezes por semana, no minimo) ou 2 ovos (1 vez por semana) ou 80g de feijdo,
Jantar grdo ou lentilhas
(20:00/20:30)h S6 usar 1 colher de sopa de azeite para confecionar ou temperar

Temperar com curcuma, gengibre e pimenta preta

Ao deitar — 1 cha de gengibre

Obrigada pela sua colaboragdo.

A nutricionista,

(Mariana Freitas — CP2097N)

Investigadora principal: Dra. Mariana Freitas; Orientadores: - Dr. Carlos Carneiro e Doutora Ana Faria;
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Anexo 7 - Exemplo plano alimentar da Dieta Mediterranea

Hospital
Particular
\, doAlgarve

NOVA

Dieta Mediterranea

Orientagdes alimentares:

- Frugalidade e cozinha simples, tendo como base as preparagdes que protegem os nutrientes, como as
sopas, os cozidos, os ensopados e as caldeiradas.

- Consumir alimentos de origem vegetal em detrimento do consumo de alimentos de origem animal,
nomeadamente de produtos horticolas, fruta, pdo de qualidade e cereais pouco refinados, leguminosas
secas e frescas e frutos oleaginosos.

- Consumir alimentos de origem vegetal, produzidos localmente, frescos e da época.

- Consumir hortofruticolas (5 por¢Ges por dia), nomeadamente, citrinos, uva, rom3, figo, ameixa, meldo,
melancia, péssego, macd, pera, cerejas, alho, cebola, o tomate, pimento, pepino e vegetais folhosos
verdes, como as beldroegas ou as acelgas.

- Usar as ervas aromdticas como condimento (aipo, alecrim, cebolinho, coentros, hortels, louro,
manjericdo, orégdos, salsa, sélvia e tomilho) por forma a reduzir a utilizagdo de sal.

- Consumir cereais integrais e pouco refinados.

- Usar o azeite, como principal fonte de gordura.

- Consumir frutos oleaginosos com moderagdo.

- Consumir leguminosas regularmente, podendo ser uma alternativa a carne, se combinadas com cereais
ou derivados.

- Consumir frequentemente peixe, pelo menos, 2 vezes por semana.

- Preferir lacticinios pobres em gordura, privilegiando o queijo e iogurte (2 vezes por dia).

- Consumir vinho moderadamente e integrado no momento de refeigdo.

- Beber 1,5| (mulheres) ou 1,91 (homens) de dgua por dia. Pode ser substituida por infusdes.

- Ndo consumir carnes vermelhas mais do que duas vezes por semana e as carnes processadas ndo mais
do que uma vez por semana.

- Consumir batatas, 3 ou menos vezes por semana e dar preferéncia aos cereais como principal
acompanhamento da fonte da proteina (peixe, carne, ovo ou leguminosas).

- Consumir alimentos agucarados em ocasides especiais e em pequenas quantidades (no maximo 2 vezes
por semana).

- Fazer as refeiges em familia ou entre amigos, promovendo a convivéncia entre as pessoas a mesa.

Observagdes:

-No caso de apresentar excesso de peso ou obesidade, aconselha-se a sua redugdo, uma vez que o excesso
de peso e a obesidade estdo associados ao agravamento da sintomatologia.

- Pratique exercicio fisico diariamente.

A Piramide da Dieta Mediterranica: um estilo de vida para os dias de hoje FouOes de alemertos baseadss i
Recomenda frugaadade e ns habaos locats

pars a pogulacho sdhita \“@M - a
- b s modeacis \’mMENTACAU MEDITERRANICA

CULTURA, TRADIGAO E EQUILIBRIO!

com a1 renas socian
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NOVA

Plano alimentar:

Hospital
Particular
do Algarve

Data:__/__/
Refei¢cdo Descrigdo
Ao acordar — 1 a 2 copos de agua
;e;oc;'eno-almo;o | fatia/carcaga de pdo integral, centeio ou mistura (75g) com borrifar com

Meio da manhd -
10:30h

Almogo - 13:00h

Meio da tarde -
17:00h

Jantar — 20:00h

Ceia - 23:00h

azeite leve/suave e alho ou % queijo fresco magro pequeno ou 1 a 2 fatias de
queijo light + 1 café sem agucar

1 fruta + 1 iogurte sélido magro natural

Metade do prato com legumes ou salada ou sopa sem batata

125g de carne limpa de gordura (2 vezes por semana — carne vermelha no
maximo, 2 vezes por semana - carne branca)/peixe (no minimo, 2 vezes por
semana) ou 80g de feijdo, grdo ou lentilhas ou 2 ovos (2 vezes por semana)

3 colheres de sopa de arroz integral/ massa integral ou 3 colheres de sopa de
feijdo, grao, lentilhas, favas, ervilhas ou milho (mais de 2 vezes por semana) ou
1 batata do tamanho de 1 ovo (doce ou branca) (menos de 3 vezes por
semana)

S6 usar azeite para confecionar/temperar

1 sélido magro natural ou 1 queijo fresco magro pequeno + 1 fruta + 30g de
nozes, castanhas do pard, nozes pecan, améndoas, avelas,...

Metade do prato com legumes ou salada ou sopa sem batata

125g de carne limpa de gordura (2 vezes por semana — carne vermelha no
maximo, 2 vezes por semana - carne branca)/peixe (no minimo, 2 vezes por
semana) ou 80g de feijdo, grdo ou lentilhas ou 2 ovos (2 vezes por semana)

3 colheres de sopa de arroz integral/ massa integral ou 3 colheres de sopa de
feijdo, grao, lentilhas, favas, ervilhas ou milho (mais de 2 vezes por semana) ou
1 batata do tamanho de 1 ovo (doce ou branca) (menos de 3 vezes por
semana)

S6 usar azeite para confecionar/temperar

1 fruta

Obrigada pela sua colaboragdo.

A nutricionista,

(Mariana Freitas — CP2097N)

Investigadora principal: Dra. Mariana Freitas; Orientadores: - Dr. Carlos Carneiro e Doutora Ana Faria;
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Anexo 8 - Diario alimentar

N VA )'( vt

do Algarve

Didrio Alimentar

Leia com atengdo e tente cumprir as instruges de utilizagio.

- E necessdrio anotar tudo o que foi ingerido durante os seguintes dias: terca-feira da primeira semana, sdbado da segunda semana, domingo da terceira
semana, quarta-feira da quarta semana e segunda-feira da quinta semana.

- Para isso, necessitamos de uma descri¢io clara do alimento ou bebida que tiver consumido.

- E importante mencionar também, o tipo de alimento, usando descrigdes exatas. Por exemplo: leite gordo, leite magro, queijo da serra, queijo flamengo, ...
- Se comer fora de casa, deve levar sempre consigo as folhas de registo e anotar tudo o que comer e beber, imediatamente apds o consumo. Nio esquecer
também de apontar tudo o que é consumido no intervalo das refeicdes, como por exemplo, bolachas, fruta, café, rebugados, pastilhas, etc.

- Em cada dia, deve registar as refeicBes que consumiu, a hora a que foram consumidas, e a por¢io exata do que comeu,

Na coluna “refeicdes” deve indicar a respetiva refei¢o, iniciando sempre por ordem cronoldgica. Ex: pequeno-almogo, meio da manhd, ...

Na coluna “hora” deve colocar a hora a que realizou a refeigdo respetiva.

Na coluna “local” deve explicar o local onde foi tomada a refeigdo. Ex: casa, restaurante, cadeia de fast food, cafetaria, etc.

Na coluna indicativa da “descricio da refeigdo” devera descrever cada alimento que tomou nessa refeigio, sendo a mais descritiva e especifica possivel. Incluir
também porgBes. Ex: um iogurte sélido com 125g, de aroma a morango, magro, Danone.

Por fim, a coluna “método de confegdo” deve indicar que tipo de técnica culindria foi utilizada na confegio do alimento. Ex: frito, cozido, grelhado, ... Assim
como o tipo de gordura usada na preparagdo desse prato, no caso de haver possibilidade de saber, Se a comida for comprada feita, referir esse facto,

Atengdo: £ necessario preencher o didrio alimentar, por forma, a ser entregue no dia em que vem a consulta.

£ importante que ndo tenha qualquer tipo de receio, ou constrangimento, no preenchimento do didrio. Quanto mais sincero for, mais nos esté ajudar.

Investigadora principal: Dra, Mariana Freitas; Orientadores: - Dr. Carlos Camneira e Doutora Ana Faria;
Mestrado em Nutricio Humana e Metabolismo da Faculdade Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa

marlana.m.freitas@edu.nms.unl.pt
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