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RESUMO

A Doencga Celiaca (DC) e a Doenga de Crohn (DCh) sdo doengas inflamatérias
crénicas que, embora sujeitas a mecanismos desencadeantes distintos, compartilham
alteragdes na barreira intestinal, na resposta imunolégica, na interagdo com a
microbiota e no equilibrio metabdlico intestinal. Essas alteragdes podem modificar o
perfil bioquimico do conteudo intestinal e, consequentemente, das fezes. Nesse
contexto, a analise de amostras fecais destaca-se como estratégia ndo invasiva para
investigacao de alteragdes bioquimicas intestinais. A Espectroscopia Raman (ER)
surge como ferramenta promissora para identificar alteragbes moleculares em
amostras fecais e investigar diferengcas entre individuos saudaveis e aqueles
acometidos por DC ou DCh. O estudo teve como objetivo desenvolver e padronizar
um protocolo de preparo de amostras fecais para analise por ER e avaliar diferengas
espectrais entre individuos saudaveis, pacientes com DC e pacientes com DCh. Trata-
se de um estudo de carater metodologico e exploratério, com delineamento
transversal, composto por 15 voluntarias, distribuidas em Grupo Saudavel (GS, n=9),
Grupo Celiacas (GDC, n=4) e Grupo Doenga de Crohn (GDCh, n=2). As amostras
fecais foram submetidas a processos padronizados de diluigdo, homogeneizagao e
centrifugacédo, seguidos de analise por ER dispersiva utilizando laser com
comprimento de onda em 830 nm. Os resultados demonstraram que o protocolo
desenvolvido possibilitou a obtengao de espectros reprodutiveis, destacando-se a
regiao de 1046-1048 cm™, devido a sua maior contribuicdo nos grupos patoldgicos.
Esses achados reforcam o potencial desse estudo para caracterizar alteracdes
bioquimicas fecais. Apesar das limitagées relacionadas ao reduzido numero amostral
e a complexidade da matriz fecal, os resultados indicam que a ER apresenta potencial
como ferramenta nao invasiva para investigagcado de alteragdes associadas a DC e
DCh.

Palavras-chave: Protocolo; Espectroscopia Raman; Doenga Celiaca; Doenga de

Crohn; Microbiota intestinal; Biomarcadores; Engenharia Biomédica.



ABSTRACT

Celiac Disease (CeD) and Crohn’s Disease (CrD) are chronic inflammatory diseases
that, although subject to distinct triggering mechanisms, share alterations in the
intestinal barrier, immune response, interaction with the microbiota, and intestinal
metabolic balance. These alterations may modify the biochemical profile of the
intestinal contents and, consequently, of feces. In this context, fecal sample analysis
stands out as a non-invasive strategy for investigating intestinal biochemical
alterations. Raman Spectroscopy (RS) has emerged as a promising tool for identifying
molecular alterations in fecal samples and investigating differences between healthy
individuals and those affected by CeD or CrD. This study aimed to develop and
standardize a fecal sample preparation protocol for RS analysis and to evaluate
spectral differences among healthy individuals, patients with CeD, and patients with
CrD. This was a methodological and exploratory study with a cross-sectional design,
comprising 15 female volunteers distributed into a Healthy Group (HG, n=9), Celiac
Disease Group (CeDG, n=4), and Crohn’s Disease Group (CrDG, n=2). Fecal samples
underwent standardized dilution, homogenization, and centrifugation procedures,
followed by analysis using dispersive RS with an 830 nm laser. The results
demonstrated that the developed protocol enabled the acquisition of reproducible
spectra, with the 1046—1048 cm™ region standing out due to its greater contribution in
the pathological groups. These findings reinforce the potential of this study for
characterizing fecal biochemical alterations. Despite limitations related to the small
sample size and the complexity of the fecal matrix, the results indicate that RS has
potential as a non-invasive tool for investigating alterations associated with CeD and
CrD.

Keywords: Protocol;, Raman Spectroscopy; Celiac Disease; Crohn’s Disease;

Intestinal Microbiota; Biomarkers; Biomedical Engineering.
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1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal € composta por um conjunto complexo de bactérias,
virus, fungos e arqueas, que desempenham um papel essencial na manutencao da
saude gastrointestinal (Gl) e do bem-estar geral. Esses microrganismos participam de
fungbes vitais em humanos, como a digestao, o metabolismo e a regulagéo do sistema
imunoldgico, além de contribuirem para processos neuroenddcrinos fundamentais ao
equilibrio fisico e mental. No decorrer da fermentacdo de componentes alimentares
ndo digeridos, a microbiota produz compostos bioativos, especialmente os Acidos
Graxos de Cadeia Curta (AGCCs), como o acetato, o propionato e o butirato. Esses
metabdlitos fornecem energia as células do célon, modulam respostas inflamatérias e
aumentam a integridade da barreira intestinal. Além disso, a microbiota intestinal é
responsavel pela sintese de vitaminas essenciais, como as do complexo B e a
vitamina K, que colaboram para a manutencdo da saude geral (KRYNICKA et al.,
2025).

A integridade da barreira intestinal € modulada pela microbiota intestinal por
meio da produg¢ao de muco e o fortalecimento das jungdes estruturais e funcionais
entre as células epiteliais. Alteracdbes em sua composi¢ao ou atividade, conhecidas
como disbiose, estdo associadas a diversos disturbios Gl, como Sindrome do Intestino
Irritavel (Sll), Doenca Inflamatdria Intestinal (DII) como a Doenga de Crohn (DCh) e a
Retocolite Ulcerativa (RU), Doenga Celiaca (DC), Dispepsia Funcional (DF) e Cancer
Colorretal (CCR), além de condi¢cbes sistémicas, incluindo obesidade e Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2). A disbiose também interfere na comunicag&o do eixo intestino-
cérebro, mediada por metabdlitos microbianos, como os derivados do triptofano,
afetando a saude neuroldgica e psicologica (KRYNICKA et al., 2025).

A metaboldmica € uma abordagem da biologia de sistemas voltada para a
analise qualitativa e quantitativa de pequenas moléculas presentes em amostras
biolégicas. Tradicionalmente, os principais espécimes utilizados em estudos
metaboldmicos humanos sdo o soro, a urina e os tecidos. Entretanto, as amostras
fecais tém se destacado como uma alternativa valiosa por serem obtidas de forma nao
invasiva e refletirem, de maneira abrangente, as interagbes metabdlicas entre o
hospedeiro e a microbiota intestinal. As fezes humanas constituem uma matriz
bioquimica complexa, composta por uma ampla variedade de substancias que

incluem metabdlitos enddégenos, produtos microbianos e compostos xenobidticos.
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Com o avango das tecnologias de sequenciamento do microbioma, a integragao de
analises 6micas aplicadas ao material fecal tem ganhado destaque como uma
estratégia promissora e n&o invasiva para investigar as relagdes dindmicas entre a
microbiota intestinal humana e o individuo (FORNASARO et al., 2022).

A forma mais comum de caracterizar a microbiota intestinal ainda se baseia na
analise do RNA ribossémico 16S bacteriano (rRNA) extraido de amostras fecais.
Contudo, esse método € relativamente caro, trabalhoso e sensivel a fatores que
afetam a estabilidade do RNA, o que pode resultar em variabilidade significativa na
composi¢ao microbiana identificada. Aléem disso, técnicas acopladas de cromatografia
de alta eficiéncia com Espectrometria de Massas de Alta Resolugao (HRMS), vém
sendo utilizadas para o estudo da metabolémica fecal, por oferecerem elevada
seletividade, sensibilidade e capacidade de fornecer informagdes estruturais e
quantitativas simultaneamente. No entanto, a obtencdo de dados quantitativos requer
o uso de padrées de calibracdo especificos, custo elevado, tempo de analise
prolongado e a necessidade de profissionais especializados, que limitam sua
aplicabilidade em contextos clinicos de rotina (FORNASARO et al., 2022).

Diante dessas limitacdes, cresce o interesse por métodos alternativos que
permitam analises rapidas, ndo destrutivas e com menor custo operacional. Nesse
contexto, a Espectroscopia Raman (ER) destaca-se por basear-se no fendbmeno de
espalhamento inelastico da luz, no qual a interagdo entre uma molécula e uma fonte
de laser monocromatica provoca uma troca de energia vibracional em nivel quantico.
Essa interagdo promove um deslocamento de frequéncia entre a radiagdo incidente e
a espalhada, originando um espectro vibracional caracteristico. Tal espectro fornece
informacdes detalhadas sobre as ligagbes quimicas e a simetria molecular de uma
substancia especifica, possibilitando a caracterizagdo de componentes biolégicos
complexos (ACRI et al., 2020).

A ER tem se destacado como uma técnica versatil e poderosa na analise de
sistemas bioldgicos. Inicialmente utilizada para investigar alteragdes estruturais em
proteinas e identificar assinaturas espectrais de diferentes biomoléculas, como acidos
nucleicos, lipidios e carboidratos, a técnica evoluiu para aplicagdes clinicas
relevantes. Nos ultimos anos, tem sido empregada no diagndstico de diversas
doengas, incluindo cancer, infec¢des, condi¢des neurodegenerativas e DII, por
detectar alteragdes bioquimicas sutis que antecedem mudancgas visiveis nos tecidos
(ACRI et al., 2020).
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Dessa forma, a ER se apresenta como uma ferramenta em potencial para
detectar indicadores de doencgas relacionados a saude Gl, permitindo a analise
quimica detalhada de amostras bioldgicas fecais. Essa técnica possibilita identificar
alteragdes metabdlicas e composicionais na microbiota intestinal, incluindo a detecgéo
de metabdlitos como AGCCs, lipidios e proteinas, associados a condigées como DIl e
CCR. Além de identificar marcadores especificos de doenga, como variagdes em
acidos biliares, compostos fendlicos e aminas biogénicas, a ER oferece um meio nao
invasivo e preciso para monitorar a atividade microbiana e o estado de saude intestinal
(KRYNICKA et al., 2025).

A DC e a DCh, embora apresentem etiologias distintas, compartilham
importantes mecanismos fisiopatoldgicos relacionados a inflamacao cronica do trato
Gl. Ambas sao caracterizadas por disfungcdo da barreira intestinal, aumento da
permeabilidade epitelial, ativacdo exacerbada da resposta imune e alteragdes na
composi¢cao da microbiota intestinal relacionadas a disbiose, fatores que contribuem
para modificagdes no ambiente intestinal e em seu perfil metabdlico (PASCUAL et al.,
2014). Essas alteragdes repercutem na composigao bioquimica das fezes, tornando
essa matriz biolégica uma fonte promissora para a identificagédo de biomarcadores nado
invasivos. Nesse contexto, a utilizagdo da DC e da DCh como modelos de
investigagcdo possibilitam avaliar o potencial da ER na detecgdo de alteragcbes
moleculares associadas ao processo inflamatdrio intestinal e na identificacdo de
biomarcadores fecais com potencial aplicagdo diagndstica.

A consolidagcdo de protocolos espectroscépicos aplicaveis a analise fecal
podera contribuir para o desenvolvimento de estratégias menos invasivas e mais ageis
na avaliacido de alteragdes bioquimicas associadas a DC e a DCh além de ampliar as
possibilidades de acompanhamento longitudinal dessas condi¢gbes. Assim, este
estudo justifica-se pela necessidade de padronizar e investigar a aplicagado da ER em
amostras fecais, buscando ampliar o conhecimento sobre seu potencial como
ferramenta complementar na avaliagdo nao invasiva das alteragdes bioquimicas

relacionadas a inflamacéo intestinal.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
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Desenvolver e padronizar um protocolo de preparo de amostras fecais para
analise por ER e avaliar preliminarmente diferencas espectrais entre individuos

saudaveis, pacientes com DC e pacientes com DCh.

2.2 Objetivos Especificos

- Estabelecer as condigbes experimentais ideais para analise das amostras.

- Determinar os parametros 6pticos adequados para a aquisigao dos espectros.

- Determinar a diluicdo adequada das amostras fecais.

- Estabelecer as condigbes adequadas de centrifugagdo das amostras.

- Caracterizar os perfis espectrais dos diferentes grupos de estudo.

- Avaliar a aplicabilidade do protocolo de ER e sua capacidade de diferenciar os grupos

estudados.

3. JUSTIFICATIVA

Embora existam métodos diagndsticos consolidados para a DC e a DCh, muitos
ainda sao invasivos, onerosos e apresentam limitagdes para detectar precocemente
alteracdes bioquimicas e metabdlicas associadas ao processo inflamatério intestinal
(KRYNICKA et al., 2025). Nesse cenario, a analise de amostras fecais destaca-se
como uma abordagem nao invasiva e representativa das interacbes entre o
hospedeiro e a microbiota intestinal. A ER surge como uma alternativa promissora por
permitir a caracterizacdo bioquimica rapida, ndo destrutiva e livre de marcadores.
Apesar desse potencial, sua aplicagdo na analise de amostras fecais ainda
permanece pouco explorada (ACRI et al., 2020).

A consolidacdo de protocolos espectroscopicos aplicaveis a analise fecal
podera contribuir para o desenvolvimento de estratégias menos invasivas e mais ageis
na avaliacido de alteragdes bioquimicas associadas a DC e a DCh além de ampliar as
possibilidades de acompanhamento longitudinal dessas condigdes.

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Microbiota Intestinal e Homeostase
A microbiota intestinal desempenha papel essencial na manutengéo da saude
e no desenvolvimento de diversas doencgas, estabelecendo interacbes mutualisticas

fundamentais para a homeostase intestinal, 0o metabolismo e a regulagcdo imunoldgica.
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Sua composicao e diversidade sao influenciadas por fatores como alimentacéo, idade,
estilo de vida e condigcbes ambientais, sendo a dieta considerada um dos principais
moduladores desse ecossistema intestinal (SIMOES; MAGANINHO; SOUSA, 2022).
Alteracbes ambientais, como dietas ocidentais ricas em gordura e pobres em fibras,
além do uso frequente de antibiéticos, podem comprometer o equilibrio da microbiota
intestinal e aumentar a suscetibilidade a doencgas inflamatérias imunomediadas,
incluindo a DC, DCh, asma, obesidade e Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) (MANN; LAM;
UHLIG, 2024).

Atualmente, o entendimento sobre a composicao de uma microbiota intestinal
considerada saudavel deriva de diversos estudos conduzidos em individuos sem
sinais clinicos evidentes de doengcas (HUTTENHOWER et al., 2012). Esses estudos
demonstram que os filos bacterianos predominantes nas fezes humanas sé&o
Bacteroidetes e Firmicutes, enquanto Proteobacteria e Actinobacteria encontram-se
presentes em menores proporgdes, embora de maneira consistente na maioria dos
individuos. A manutencdo desse equilibrio microbiano é fundamental para a
homeostase intestinal e para o adequado funcionamento metabdlico e imunoldgico do
hospedeiro.

Além de contribuir para a regulacéo do apetite e do aproveitamento energético,
0s microrganismos intestinais produzem metabdlitos essenciais para a manutencao
da homeostase intestinal. Entre eles, destacam-se os AGCCs, especialmente o
butirato, que atua como fonte de energia para enterdcitos e hepatécitos, além de
participar da modulagdo imunoldogica e da preservagdo da barreira intestinal. A
reducdo desses metabolitos esta associada a processos inflamatérios, alergias e
alteragdes na composicdo da microbiota intestinal (MANN; LAM; UHLIG, 2024).
Ademais, a microbiota intestinal participa do metabolismo xenobidtico ao modificar
componentes quimicos da dieta, medicamentos, poluentes e pesticidas, influenciando
diretamente os efeitos dessas substancias no organismo (NAKOV; VELIKOVA, 2020).

Compostos nitrogenados derivados da dieta e do metabolismo microbiano,
como aminoacidos, nitratos, aménia e ureia, exercem influéncia sobre a homeostase
intestinal ao servirem de substrato para bactérias intestinais e modularem suas
atividades metabdlicas. Entretanto, o excesso desses compostos pode favorecer a
produgado de metabdlitos potencialmente prejudiciais, capazes de comprometer o
metabolismo energético dos colondcitos, células epiteliais responsaveis pelo

revestimento do colon e pela manutengao da barreira intestinal, reduzindo a producao
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de Adenosina Trifosfato (ATP) e prejudicando a integridade epitelial. Além disso,
subprodutos nitrogenados podem estimular a formacéo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) e nitrogénio, contribuindo para estresse oxidativo, aumento da
permeabilidade intestinal e desequilibrios inflamatérios na mucosa intestinal
(HERRERA; BYERLEY, 2025).

A homeostase intestinal depende da interagao equilibrada entre a microbiota e
o sistema imunolégico do hospedeiro, mediada principalmente pela comunicagao
entre microrganismos comensais e células epiteliais intestinais (IECs). Esse processo
inicia-se pelo reconhecimento de Padrbes Moleculares Associados aos
Microrganismos (MAMPs) por Receptores de Reconhecimento de Padrdao (PRRs),
como os receptores Toll-like (TLRs) e os receptores do tipo Dominio de
Oligomerizacéo de Ligagédo a Nucleotideos (NOD), presentes nas IECs e em células
dendriticas. A ativacdo desses receptores estimula a producdo de peptideos
antimicrobianos e citocinas reguladoras, favorecendo a diferenciacdo de células T
reguladoras (Tregs) e a manutencao da tolerancia imunolégica, fundamentais para o
controle da inflamagéo intestinal (MARANDUBA et al., 2015; THAISS et al., 2016).

Além de desencadearem mecanismos de defesa contra microrganismos
patogénicos, os PRRs também desempenham papel importante na preservagao da
eubiose intestinal. A ativagao dos TLRs por componentes bacterianos regula vias
inflamatérias, enquanto determinadas moléculas produzidas pela microbiota, como o
polissacarideo A de Bacteroides fragilis, contribuem para a modulagédo da resposta
imune e para o fortalecimento da tolerancia imunoldgica (AL-RASHIDI, 2022). Outro
mecanismo relevante envolve a ativacdo do inflamassoma mediado pela proteina
NLRC4, que favorece a eliminacdo de células epiteliais infectadas e auxilia na
protecdo da mucosa intestinal (THAISS et al., 2016).

A colonizagdo microbiana nos primeiros momentos de vida também exerce
influéncia sobre o desenvolvimento do sistema imunolégico. Evidéncias experimentais
indicam que a microbiota adquirida durante o parto participa da maturagéo da resposta
imune intestinal, contribuindo para o estabelecimento da tolerancia imunolégica e da
homeostase. Alteracbes nesse processo inicial podem favorecer respostas
inflamatdrias desreguladas e aumentar a susceptibilidade a doengas ao longo da vida
(JASAREVIC; BALE, 2019; LOTZ et al., 2000).

A aplicagao de técnicas espectroscopicas na investigacdo das doengas Gl tem

demonstrado grande potencial para identificagdo de alteragbes metabdlicas
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associadas a microbiota intestinal. Marchesi et al. (2007), utilizando ER associada a
analise multivariada, observaram diferengas significativas nos perfis metabdlicos
fecais de pacientes com DCh e RU, incluindo redugao de metabdlitos produzidos pela
microbiota intestinal, como butirato e acetato, além de aumento de aminoacidos fecais
relacionados ao processo inflamatério intestinal. Esses achados reforgcam a relevancia
das técnicas espectroscopicas na deteccdo nao invasiva de biomarcadores
moleculares associados ao contexto de disbiose, corroborando o potencial da ER na
identificacdo de alteragbes bioquimicas presentes em amostras fecais e na
investigacdo do metabolismo intestinal.

Um estudo realizado utilizando ER investigou a caracterizagdo molecular de
tecidos intestinais de individuos saudaveis, pacientes com DCh e RU por meio de
analises in vivo durante procedimentos de colonoscopia. Os autores observaram
diferengas relevantes na intensidade e no perfil das bandas Raman relacionadas
principalmente a proteinas e lipidios do tecido intestinal, incluindo alteragcbes nas
bandas Amida | (~1658 cm™) e Amida IIl (~1240-1300 cm™), associadas a estrutura
proteica, além de bandas lipidicas entre ~1300-1450 cm™. Os tecidos inflamados
apresentaram aumento relativo de sinais proteicos, alteragcbes em componentes
lipidicos e maior heterogeneidade espectral quando comparados aos tecidos
saudaveis, sugerindo modificagdes bioquimicas decorrentes do processo inflamatorio
intestinal. Além disso, a metodologia permitiu discriminar os grupos avaliados,
pacientes com DCh e pacientes com RU com elevada acuracia diagnéstica,
demonstrando o potencial da ER como ferramenta objetiva e minimamente invasiva

para identificagao de alteragdes moleculares associadas as DIl (PENCE et al., 2017).

4.2 Aspectos fisiopatolégicos da DC e a DCh

A DC é uma enteropatia crénica imunomediada desencadeada pela ingestéao
de gluten em individuos geneticamente suscetiveis, caracterizada por uma resposta
imunolégica anormal que promove inflamagdo da mucosa do intestino delgado e
comprometimento da absorcdo de nutrientes. Estima-se que acometa
aproximadamente 1% da populagdo mundial, embora muitos casos permanegam
subdiagnosticados devido a ampla variabilidade de suas manifesta¢des clinicas, que
podem variar desde quadros classicos de ma absorgéo até formas oligossintomaticas
ou assintomaticas. A doenga desenvolve-se pela interacdo entre predisposicao

genética, principalmente associada aos haplétipos HLA-DQ2 e HLA-DQS8, fatores
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ambientais e mecanismos imunoldgicos desencadeados pela exposi¢ao ao gluten,
resultando em atrofia das vilosidades intestinais, hiperplasia das criptas e infiltragao
linfocitaria da mucosa intestinal (LEBWOHL; SANDERS; GREEN, 2018).

Além da predisposicdo genética e da exposicdo ao gluten, evidéncias
demonstram que a microbiota intestinal exerce papel importante na fisiopatologia da
DC, influenciando a resposta imunolégica da mucosa intestinal. A disbiose pode
comprometer a integridade da barreira epitelial, aumentando a permeabilidade
intestinal e favorecendo a passagem de peptideos do gluten para a lamina propria,
onde desencadeiam uma resposta inflamatéria exacerbada. Nesse contexto, observa-
se aumento da expressdo de citocinas proé-inflamatérias, especialmente da
interleucina-15 (IL-15), considerada um dos principais mediadores da doenca por
promover a ativacado de linfocitos intraepiteliais citotoxicos e contribuir para o dano
epitelial. Além disso, citocinas como interleucina-21 (IL-21) e interferon-gama (IFN-y)
participam da amplificacdo da resposta imune adaptativa e da manutencdo da
inflamacgao crénica da mucosa intestinal (VERDU; GALIPEAU; JABRI, 2015).

Entretanto a DCh é uma DIl crénica, progressiva e recidivante, caracterizada
por inflamacgédo transmural que pode acometer qualquer segmento do trato Gl, com
maior frequéncia no ileo terminal e célon. Ainflamacao persistente favorece alteracoes
estruturais irreversiveis, como estenoses, fistulas e abscessos, contribuindo para a
progressao da doencga, recorréncia dos sintomas e aumento da necessidade de
intervengdes cirurgicas ao longo da evolugao clinica (TIAN; RANASINGHE; HSU,
2025). Sua etiologia € multifatorial, envolvendo a interacdo entre predisposi¢cao
genética, fatores ambientais, alteracbes da microbiota intestinal e desregulagao
imunoldgica (RODA et al., 2020).

A imunopatogénese da DCh envolve a ativagcdo da imunidade inata e
adaptativa, com predominancia das respostas mediadas por linfocitos T auxiliares Th1
e Th17. Citocinas como IL-12, IL-18, IL-23, IL-15 e IL-21 participam da diferenciacao,
expansao e manutencao dessas populacdes celulares, enquanto IFN-y, TNF-a e IL-
17 contribuem para o recrutamento de células inflamatérias e perpetuacdo da
inflamacao intestinal. De forma semelhante a DC, a DCh apresenta perda da
homeostase imunoldgica intestinal, com participacédo de fatores genéticos, alteragdes
da microbiota e resposta inflamatéria exacerbada frente a estimulos luminais.

Entretanto, enquanto a DC esta associada principalmente a resposta imunomediada
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contra componentes do gluten em individuos geneticamente predispostos, a DC
apresenta uma resposta inflamatéria mais ampla e ndo restrita a um unico antigeno,
podendo envolver multiplos fatores ambientais e imunolégicos (DE SOUZA et al.,
2016).

A relacédo entre a DC e a DCh tem sido investigada devido a ocorréncia de
manifestagcdes clinicas semelhantes e a presenca de fatores de suscetibilidade
compartilhados. Estudos apontam uma sobreposicédo entre essas condigdes,
especialmente no que se refere a alteracdo da permeabilidade intestinal,
comprometimento da barreira mucosa e participagao de vias imunolégicas comuns,
embora sejam desencadeadas por estimulos antigénicos distintos. Além disso, a
coexisténcia dessas doengas descrita na literatura reforca a hipotese de que
mecanismos relacionados a predisposi¢cao genética e a interagao entre hospedeiro e
ambiente podem contribuir para o desenvolvimento de fendtipos inflamatérios
semelhantes (IEZZI et al., 2012). Dessa forma, apesar das diferengas nos agentes
desencadeadores, ambas apresentam alteragcdes intestinais capazes de promover
modificagcdes no microambiente gastrointestinal, incluindo mudangas na composicao
da microbiota e no perfil molecular das amostras biolégicas, aspectos relevantes para

a investigagao de potenciais biomarcadores (PASCUAL et al., 2014).

4.3 Espectroscopia Raman (ER)

O efeito Raman fundamenta-se na interagao entre fétons provenientes de uma
fonte luminosa e as moléculas presentes em uma amostra, promovendo o
espalhamento inelastico da luz (LONG, 2002; RAMAN; KRISHNAN, 1928). Esse
fendbmeno pode ser classificado em trés formas principais de espalhamento

energético: Rayleigh, Stokes e Anti-Stokes, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1: Representagédo esquematica dos processos de espalhamento Rayleigh, Stokes
e Anti-Stokes observados no efeito Raman

O espalhamento Rayleigh caracteriza-se como um processo elastico, no qual
os fotons espalhados mantém a energia dos fotons incidentes. Em contrapartida, os
espalhamentos Stokes e Anti-Stokes correspondem ao efeito Raman propriamente
dito, envolvendo alteragées nos niveis energéticos moleculares. O espalhamento
Stokes ocorre quando os fétons incidentes transferem parte de sua energia para a
amostra durante a interagéo, originando fotons dispersos com menor energia em
relacdo aos fotons iniciais. Essa diferenca energética esta associada aos modos
vibracionais das moléculas, fazendo com que as bandas de Stokes sejam observadas
em frequéncias inferiores a frequéncia de excitagdo. Dessa forma, essas bandas
fornecem informagdes relevantes acerca dos modos vibracionais do estado
fundamental molecular (RAMAN; KRISHNAN, 1928; EMBER et al., 2017).

Ja o espalhamento Anti-Stokes acontece quando os fétons incidentes recebem
energia da amostra durante a interagao, resultando em fétons dispersos com energia
superior a dos fétons incidentes. Esse processo esta relacionado a transigdes
vibracionais de maior energia nas moléculas, o que faz com que as linhas Anti-Stokes
aparecam em frequéncias acima da frequéncia de excitacdo. Além disso, a
intensidade desse tipo de espalhamento costuma ser inferior a observada nas linhas
de Stokes, devido a menor probabilidade de ocorréncia de transicoes para estados
vibracionais mais energéticos (KAUFFMANN; KOKANYAN; FONTANA, 2019;
GERALDES, 2020; LIU et al., 2022).
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A radiagdo Raman espalhada é detectada por um espectrémetro permitindo a
obtencao de informacdes relacionadas a composi¢gao molecular da amostra. A técnica
apresenta diversas aplicacdes na caracterizacao de células, tecidos e outros materiais
biologicos (ALLAKHVERDIEV et al., 2022). Além disso, a ER apresenta potencial para
aplicagdes clinicas in vivo, incluindo a avaliagao de tecidos e o diagnéstico de doengas
em tempo real (HANLON et al., 2000).

No contexto biomédico, a selegcdo do comprimento de onda de excitagéao
constitui um importante paradmetro da instrumentacdo Raman, em particular, a
utilizacao de fontes no infravermelho préoximo, como 785 e 830 nm, é frequente em
analises biomédicas devido a sua menor fluorescéncia (PENCE; MAHADEVAN-
JANSEN, 2016).

O preparo da amostra representa uma etapa critica para a obtencdo de
espectros Raman reprodutiveis e com adequada relagao sinal-ruido, especialmente
em matrizes bioldégicas complexas, como amostras fecais. Fatores como
concentragcdo da amostra, presenca de agua, material particulado, compostos
fluorescentes e heterogeneidade quimica podem interferir significativamente na
qualidade espectral e na interpretacdo dos resultados. Em anadlises bioldgicas,
procedimentos de homogeneizacao, diluicdo e centrifugacdo sado frequentemente
utilizados para reduzir interferéncias opticas e melhorar a distribuicao dos analitos na
amostra. A homogeneizagdo favorece maior uniformidade molecular, reduzindo
variagdes locais relacionadas a heterogeneidade do material biolégico. Ja a diluigao
auxilia na diminuicdo da turbidez e da absorgao optica excessiva, embora diluigdes
muito elevadas possam reduzir a intensidade do sinal Raman devido a diminuicdo da
concentragdo dos compostos de interesse (DAS; AGRAWAL, 2011).

Além do preparo da amostra, a aquisicao espectral depende de paradmetros
instrumentais que influenciam a intensidade e a relagdo sinal-ruido dos espectros
Raman. Entre eles, destacam-se a poténcia do laser, o tempo de aquisi¢gao e 0 numero
de acumulagdes, cuja definicdo deve considerar as caracteristicas da amostra e o
objetivo da analise. Em amostras bioldgicas, a fluorescéncia de fundo constitui uma
das principais limitacdes a obtencéo de espectros com adequada relagao sinal-ruido,
tornando necessaria a otimizagao das condigdes de aquisigao (Ql et al., 2024). Além
disso, o material utilizado como porta-amostra pode contribuir para o sinal de fundo e
interferir na analise espectral, sendo recomendavel a utilizagdo de superficies com

baixa interferéncia Raman e boa uniformidade (Ql et al., 2024).
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo de carater metodologico e exploratorio, com
delineamento transversal, voltado a padronizacdo analitica de amostras fecais
humanas para analise de biomarcadores Gl associados a microbiota intestinal por

meio da ER.

5.2 Aspectos Eticos

Pesquisa realizada mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE. Os dados foram coletados somente apds a aprovagao do Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Anhembi Morumbi (UAM), sob o parecer
n°® 91209025.8.0000.5492/2025, registrado na Plataforma Brasil, e foram utilizados
unicamente para fins da pesquisa, sem a mencao dos nomes das voluntarias para

garantir o sigilo dos participantes.

5.3 Critérios de Inclusao
Participantes do sexo feminino com idade entre 20 e 60 anos, que assinaram o
TCLE, portadoras de DC, portadoras de DCh e mulheres saudaveis.

5.4 Critérios de Exclusao

Mulheres com diagndstico de doengas hematolégicas, com histérico de
transfusdo sanguinea nos ultimos trés meses, gestagdo ou lactagdo, bem como
condicbes crénicas descompensadas, como insuficiéncia hepatica grave ou
insuficiéncia renal em estagio avangado, que fazem uso de antibiéticos, probidticos
ou medicamentos capazes de interferir significativamente na microbiota intestinal de
além daquelas submetidas a colecistectomia. Também foram excluidas as

participantes com histérico de doencgas do trato Gl distintas das avaliadas no estudo.

5.5 Amostra do Estudo

O grupo amostral avaliado neste estudo é representado por 15 voluntarias do
sexo feminino, selecionadas a partir de um questionario online preenchido para a
inscricdo prévia das participantes. A figura 2, apresenta de forma completa o grupo

amostral. As voluntarias foram divididas em trés subgrupos, Grupo Saudavel (GS)
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n=9, Grupo Celiacas (GC) n=4 e Grupo Doenga de Crohn (GDCh) com n=2
representadas na tabela 1.

[ Recrutamento J Avaliados quanto a elegibilidade (n=30)

Excluidos (n=11)

Nao atenderam aos criterios de
—p inclusdo (n=3)
Recusaram participar (n=5)
Qutros motivas (n= 3)

Alocados (n=19)
|
l | |

Grupo Saudavel (n=9) Grupo Celiacas (n=6) Grupo Doenca de Crohn (n=4)
Disponibilizou amostra (n=9) Disponibilizou amostra (n=6) Disponibilizou amostra (n=4)
MNao disponibilizou a amostra (n=0) MNao disponibilizou a amostra (n=0) N&o disponibilizou a amostra (n=0)

e

Analisados J

l

Grupo Sa_udé\fel (n=9) Grupo Celiacas (n=6) Grupo Doenca de Crohn (n=4)
Analisados (n=9) Analisados (n=4) Analisados (n=2)
Excluidos (n=0) Excluidos (n=2) Excluidos (n=2)

Figura 2: Fluxograma de CONSORT.

Durante a etapa de analise, quatro voluntarias foram excluidas, sendo duas do
grupo DC e duas do grupo DCh. Essa acgao foi necessaria devido a insuficiéncia do
volume da amostra na fase intermediaria apdés a centrifugagao, impossibilitando a
coleta para aquisi¢ao espectral. Tal condigao se deu devido a presenca de diarreia e
elevada frequéncia evacuatoria, que influenciaram as caracteristicas da matriz fecal.

Tabela 1 — Caracterizacao clinica das participantes dos grupos GC e GDCh.

Variavel Clinica Descrigao
Tempo de diagnostico Acima de 2 anos
Atividade da doenca Ativa
Medicacbes em uso Imunobioldgicos (Infliximabe — Anti TNF) em DCh.
Colonoscopia recente Sim
Estado clinico atual Sintomatico
Internagdes prévias Sim (ultimos 3 meses)
Presenca de sintomas Gl Dor abdominal, diarreia, constipacao e flatuléncia.
Escala de Bristol Tipo 1-5
Habitos alimentares Dieta livre monitorada.
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5.6 Riscos e Beneficios

A participacao neste estudo apresenta risco minimo, uma vez que envolve
exclusivamente a coleta de amostras fecais, caracterizando-se como um
procedimento nao invasivo. Os possiveis desconfortos estdo relacionados
principalmente a eventuais constrangimentos durante a coleta do material e ao seu
manuseio pelo participante. Adicionalmente, pode ocorrer de forma pontual, leve
alteracdo do habito intestinal, como constipacdo ou dificuldade na evacuacgao,
possivelmente associada a ansiedade no momento da coleta, sem riscos fisicos
diretos associados ao procedimento.

As orientagdes referentes a coleta, ao armazenamento e ao transporte das
amostras sao fornecidas de forma clara e detalhada, seguindo padrées de seguranca
e biosseguranga, com o objetivo de garantir a integridade da amostra, bem como a
segurancga, privacidade e conforto do participante durante todo o processo.

Em relagcédo aos beneficios, ndo ha garantia de beneficio direto ao participante,
no entanto, sua participagao contribui para o avanco do conhecimento cientifico,
especialmente no desenvolvimento de protocolos para analise de amostras fecais por
ER e na identificagcao de possiveis biomarcadores associados a DC e DCh, protocolos
estes que nao estao disponiveis na literatura cientifica. Adicionalmente, o participante
obtém de forma indireta, uma avaliacdo exploratéria do perfil espectral fecal, sem

finalidade diagnéstica.

5.7 Obtencéao e Preservagcao da Amostra

Previamente a coleta da amostra fecal, os participantes realizaram um
acompanhamento durante cinco dias, por meio de um formulario estruturado na
plataforma Google Forms, no qual foram registradas informagdes clinicas, alimentares
e relacionadas aos habitos intestinais. O formulario esta apresentado no Anexo 1.
Apds o término desse periodo, foi realizada uma unica coleta de amostra fecal,
correspondente a primeira evacuagao apos o preenchimento do formulario.

Apds a coleta, as amostras fecais foram mantidas sob refrigeracdo, em
temperatura entre 2°C e 8°C, sendo transportadas em caixa térmica contendo gelo
reciclavel. O prazo maximo entre a coleta e a anadlise foi de até 12 horas, visando

preservar a integridade fisico-quimica e microbioldégica do material.
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Para a realizagcdo da coleta, as amostras fecais foram acondicionadas em
coletores universais estéreis, de plastico, com tampa rosqueavel. Cada frasco foi
devidamente identificado na tampa com as iniciais do nome e sobrenome da
participante, visando garantir a rastreabilidade das amostras e a confidencialidade dos
dados.

Apos a coleta, os frascos foram envolvidos em papel aluminio e acondicionados
em caixa térmica (isopor) contendo trés unidades de gelo reciclavel, com o objetivo

de manter a temperatura adequada durante o transporte até o local de analise.

5.8 Ensaios experimentais para a padronizagao do protocolo

A padronizagao do protocolo de preparo das amostras fecais para analise por
ER foi conduzida por meio de ensaios experimentais sequenciais. Foram avaliados
parametros relacionados a aquisicdo espectral, ao preparo da amostra e ao
acondicionamento do material, incluindo poténcia do laser, tempo de aquisig¢éo,
diluicdo da amostra, condi¢des de centrifugacéao e tipo de porta-amostra.

Para avaliagao dos parametros opticos, foram testadas em amostras integras
combinacdes de poténcia do laser de 150, 200, 250 e 350 mW associadas a tempos
de aquisicdo de 1 e 3 segundos. Para os ensaios de diluicdo, aproximadamente 2 g
de amostra fecal foram homogeneizados em volumes crescentes de agua destilada
variando entre 1 e 18 mL. As condigbes de centrifugagao foram avaliadas por meio de
diferentes combinagdes de velocidade e tempo, visando promover a separacido das
fases da amostra e reduzir sua heterogeneidade. Também foram comparados dois
tipos de porta-amostra: lamina de microscoépio revestida com papel aluminio e porta-
amostra de aco inoxidavel contendo seis pogos. Os pardmetros foram avaliados
quanto a qualidade espectral, relacdo sinal-ruido, estabilidade do espectro e

reprodutibilidade das aquisi¢oes.

5.9 Protocolo de preparo de amostras fecais para analise Raman

Para o preparo das amostras, aproximadamente 2 g de material fecal foram
diluidos em 12 mL de agua destilada, diretamente em tubos Falcon de 14 mL, sendo
posteriormente homogeneizados em agitador tipo vértex (Vortex Basic Kasvi, modelo
K45-2820), até a obtengcdo de uma mistura uniforme. Em seguida, a amostra foi
submetida a um primeiro ciclo de centrifugacdo em centrifuga SPINLAB (modelo SL-

5M) a 2700 rpm por 5 minutos, seguido de um segundo ciclo a 4000 rpm pelo mesmo
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tempo. Esse processo resultou na formagéao de trés fases distintas: Sobrenadante
(SN), fase Intermediaria (INT) e Corpo de Fundo (CF) conforme representado na figura
3. Afracao INT foi cuidadosamente coletada com micropipeta automatica ajustada em
50 uL, transferida para um porta-amostra de aco inoxidavel e submetida a analise por

ER dispersiva.

Figura 3: Separacédo das fases da amostra
fecal apds o protocolo de centrifugagéo.

As analises foram realizadas utilizando um espectrémetro Raman (Dimension
P-1, Lambda Solutions Inc., MA, EUA), acoplado a uma sonda Raman (Vector Probe,
Lambda Solutions Inc., MA, EUA), empregando radiacdo de excitagdo no
comprimento de onda de 830 nm (infravermelho préximo) e poténcia de 350 mW na
extremidade distal da sonda. A luz espalhada pela amostra foi coletada pela sonda e
dispersa por uma grade de alta eficiéncia integrada ao espectrbmetro, sendo
detectada por uma camera CCD na faixa espectral de 400 a 1800 cm™, com resolugao
aproximada de 2 cm™. Para cada amostra, os espectros Raman foram adquiridos em
triplicata, com tempo de exposicdo de 30 s por espectro, visando assegurar a
reprodutibilidade e confiabilidade dos dados obtidos. A metodologia esta ilustrada no

fluxograma representado na Figura 4.
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Figura 4: Processo de aquisi¢cdo dos espectros Raman em amostras fecais.

5.10 Analise dos Dados

Apds a aquisicdo, os espectros Raman foram processados no software
MATLAB (MathWorks, EUA), sendo inicialmente corrigidos quanto a resposta
espectral dos componentes 6pticos do sistema (sonda, grade, caminho 6ptico do
espectrografo e cdamera CCD). Em seguida, os dados foram submetidos a uma rotina
de pré-processamento, incluindo correcdo da linha de base e remocido da
fluorescéncia de fundo. A fluorescéncia foi modelada por meio da rotina “mpoly”, que
consiste no ajuste de uma fungao polinomial de sexta ordem a linha de base do
espectro Raman, posteriormente subtraida, permitindo o realce das bandas de
interesse.

Apds essa etapa, os espectros foram submetidos a normalizagao pela area,
procedimento que estabelece a intensidade de cada ponto espectral em relacdo a
area integrada do respectivo espectro, possibilitando a comparacdo dos perfis
espectrais entre as amostras e os grupos experimentais. Espectros que apresentaram
autofluorescéncia excessiva, comprometendo a identificacdo dos sinais espectrais de
interesse, foram classificados como outliers e excluidos do conjunto de dados.

Por fim, os dados processados foram transferidos para o Microsoft Excel, onde

foram gerados graficos para a analise e interpretacdo dos resultados. Os graficos
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foram gerados a partir da média das triplicatas, posteriormente, da média geral do GS,
GC e GDCh. Esse protocolo metodolégico foi adotado com o objetivo de garantir a
robustez das analises espectrais em amostras fecais e possibilitar a identificacdo de
diferengas bioquimicas entre os grupos estudados, contribuindo para a investigagao

de possiveis alteragdes associadas a inflamacao intestinal.

5.11 Avaliagao da reprodutibilidade do protocolo Raman

Com o objetivo de avaliar a estabilidade experimental do protocolo
desenvolvido, cada amostra fecal foi analisada em ftriplicata técnica sob condi¢cdes
instrumentais idénticas. Os espectros obtidos apresentaram comportamento espectral
semelhante quanto ao posicionamento das bandas Raman e ao perfil espectral global,
sem deslocamentos relevantes entre aquisicdes consecutivas da mesma amostra.

Embora ndo tenham sido realizadas métricas quantitativas formais de
reprodutibilidade, como coeficiente de variacdo das intensidades espectrais ou
correlacdo entre replicatas, a consisténcia observada entre as aquisicbes sugere
adequada estabilidade experimental do protocolo proposto para fins exploratérios e
metodoldgicos. Estudos futuros deverdo incorporar analises estatisticas especificas

para validacao analitica completa da precisao e reprodutibilidade do método.

6. RESULTADOS

6.1 Padronizagao e definigao do protocolo Raman

6.1.1 Definicao dos parametros 6pticos

Foram avaliadas espectralmente amostras integras com diferentes
combinagdes de poténcia do laser e tempo de exposicdo. Dentre elas, a melhor
relacao sinal/ruido foi obtido com 350 mW, 30 segundos de exposi¢do da amostra com

concomitante coleta de sinal, sem que tenha sido observado alteracbes
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macroscopicas da amostra, conforme apresentado no espectro abaixo, em vermelho
(Figura 5).
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Figura 5: Definigdo da poténcia do laser e tempo de exposig¢ao.

6.1.2 Avaliacao das condicdes de diluicao

Na sequéncia foram realizadas diferentes diluigbes de amostras visando obter
melhor qualidade espectral do sinal Raman, sendo que a diluigdo de 2 g de fezes em
12 mL de agua destilada (em vermelho) apresentou melhor definigdo espectral tendo
sido adotada como referéncia para o protocolo em questéo (Figura 6).
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Figura 6: Influéncia da diluigdo da amostra na qualidade dos espectros.

6.1.3 Parametros de centrifugacéo
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A centrifugagao promoveu a separagao da amostra em trés fases distintas: SN,
INT e CF. A condigao composta por centrifugagdo a 2700 rpm por 5 minutos seguida
de 4000 rpm por 5 minutos proporcionou melhor separacao das fases e foi incorporada
ao protocolo. A fase INT apresentou maior facilidade de aquisigdo e melhor

reprodutibilidade para coleta. (Figura 7).
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Figura 7: Sinal Raman referente as trés fases de centrifugagéo.

6.1.4 Definigdo do porta-amostra

Dentre os dois tipos de porta-amostra testados, lamina de vidro e pogos
estampados em chapa de aco inoxidavel, ndo foram observadas diferengas espectrais
relevantes. Entretanto, o porta-amostra de ago inoxidavel apresentou vantagens
operacionais relacionadas a deposi¢céo da amostra, higienizagéo e reutilizagao, sendo

selecionado para as analises subsequentes.

6.2 Analise espectral das amostras fecais

A Figura 8 apresenta os espectros Raman médios das amostras fecais dos
grupos GS, GDC, GDC, além de demonstrar a diferenga espectral entre (GDC — GS)
e (GDCh - GS).
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Figura 8: Espectros dos grupos GS, GDC e GDCh.

Os picos identificados em 538 e 655 cm™ estao relacionados a presencga de
cisteina e cistina, aminoacidos que contém enxofre em sua estrutura. O pico em 742
cm™ esta associado a hipoxantina, e o de 831 cm™ a tirosina. O pico em 886 cm™
esta relacionado a presenga de polissacarideos, incluindo componentes celuldsicos,
enquanto o pico em 938 cm™ esta associado a prolina e hidroxiprolina, enquanto os
picos em 965 cm™ e 1457 cm™ estao relacionados a lignina. Ja os picos em 1056 e
1137 cm™ s&o atribuidos a compostos lipidicos, e os picos em 1157 e 1520 cm™ s&o
caracteristicos de carotenoides. Os picos em 1342 e 1359 cm™ estao relacionados ao
triptofano, e os picos em 1647 e 1670 cm™ correspondem a Amida |, associada as

proteinas.
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Na analise das diferengas entre os espectros médios dos grupos GDC - GS e
GDCh - GS, foram observadas respectivamente bandas em 1046 e 1048 cm™, tendo
sido destacadas nos grupos patolégicos GDC e GDCh. A regido de 1046—1048 cm™
€ atribuida ao nitrato (NOs™), principalmente ao modo vibracional de estiramento
simétrico das ligacbes N—O, sugerindo a contribuicdo desse composto para as
alteracbes espectrais observadas nos grupos patoldégicos em relacdo ao grupo
saudavel.

A Figura 9 apresenta os cinco primeiros Componentes Principais (PCs)
extraidos do conjunto de dados. A analise conjunta dos loadings e scores permite
identificar as principais contribuicbes espectrais e sua relagdo com o0s grupos
avaliados. Foram considerados os cinco primeiros PCs, uma vez que, a partir do PC6,
observou-se aumento do ruido espectral, dificultando a interpretacdo de seus

componentes.
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6.3 Analise exploratéria por PCA

O PCA permitiu explorar a variabilidade espectral das amostras e identificar as
principais regides do espectro Raman responsaveis pela distribuigdo dos grupos. Os
loadings representam a contribuigao relativa de cada regido espectral para a formagao
dos componentes, enquanto os scores permitem visualizar a distribuicdo das
amostras e relacionar essas contribuicées espectrais aos diferentes grupos avaliados.
O PCA1, responsavel por 73,1% da variancia total, apresentou no loading 1 as
principais caracteristicas espectrais observadas no espectro Raman médio das
amostras, refletindo a contribuicdo dos componentes bioquimicos predominantes da
matriz fecal. Ja o PC2, responsavel por 1,85% da variancia, apresentou contribuicées
positivas nas regides de 521, 1155, 1384 e 1524 cm™, associadas a
cisteina/compostos contendo enxofre e carotenoides, com maior contribuicdo para a
distribuicdo das amostras dos grupos GDC e GS. Em contrapartida, a regiao em 1049
cm™', associada ao nitrato, apresentou contribuicdo negativa no PC2, relacionada
principalmente a distribuicdo das amostras do grupo GDCh.

No PC3, responsavel por 1,80% da variancia, observou-se uma relagao inversa
entre as contribuigdes espectrais, com as regides de 511, 885 e 1047 cm™, associadas
respectivamente a compostos contendo enxofre, polissacarideos/celulose e nitrato,
apresentando maior contribuigdo para a distribuigdo das amostras do grupo GDC,
enquanto as bandas em 1156 e 1519 cm™, caracteristicas dos carotenoides,
estiveram relacionadas as amostras dos grupos GS e GDCh. No PC4, responsavel
por 1,42% da variancia, destacaram-se as bandas em 588, 628, 1155, 1306, 1476 e
1659 cm™, relacionadas principalmente a compostos contendo enxofre/cisteina,
carotenoides, lipidios e Amida |, com maior contribuicdo para a distribuicdo das
amostras do GS. A partir do PC5, observou-se aumento da contribui¢cao de ruidos nos
loadings, comprometendo a interpretagédo das caracteristicas espectrais, portanto, os

componentes subsequentes ndo foram considerados na analise.

7. DISCUSSAO

Em um estudo voltado para o diagnéstico de DI, Acri et al. (2020) utilizou a ER
para diferenciar pessoas saudaveis daqueles acometidos por DCh e RU. Apesar das
diferencas dos parametros oOpticos utilizados para obtencdo do sinal Raman entre

ambos os estudos, tais trabalhos conseguiram identificar diferengas espectrais em
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pacientes com DCh e individuos saudaveis, demonstrando o potencial da técnica para
tal diagnostico.

Ling et al. (2025), ao trabalharem com amostras fecais para analise por
Espectroscopia Raman de célula unica (SCRS), utilizaram diluicdo aquosa e
centrifugacdo em duas etapas no preparo das amostras, obtendo resultados
satisfatérios na padronizagao do protocolo. Essa abordagem corrobora os resultados
obtidos no presente estudo, no qual o uso combinado dessas etapas contribuiu para
a adequada homogeneizagdo e separagdo dos componentes da amostra,
favorecendo a obtengao de espectros com melhor qualidade.

Apoés a otimizacao das etapas de diluicdo em agua destilada e centrifugacao
sequencial, a fase INT, obtida apds a centrifugacao, foi selecionada para as analises
subsequentes por apresentar coloracdo mais clara, caracteristica considerada
favoravel a interacdo da luz com a amostra e a coleta da radiagéo retroespalhada,
favorecendo a relagao sinal/ruido. Em contrapartida, a fase SN apresentou aspecto
altamente translucido, associado a uma menor relagao sinal/ruido nos espectros
obtidos, enquanto a fase CF apresentou maior densidade e presenga de material
particulado, dificultando sua aspiracéo e transferéncia para o porta-amostra por meio
da pipeta automatica.

Outras estratégias de preparo de amostras fecais sdo descritas na literatura,
variando conforme o objetivo da analise e os componentes de interesse. Acri et al.
(2020) utilizaram um extrato proteico obtido da mesma amostra destinada a analise
de calprotectina por ELISA, com o objetivo de caracterizar proteinas por ER, enquanto
Fornasaro et al. (2022) empregaram metanol para a extragdo de metabdlitos, ambos
autores obtiveram espectros de qualidade nas regides de interesse de seus estudos.
Como no presente trabalho, a extracdao de uma estrutura molecular especifica nao
fazia parte dos objetivos, a diluicdo foi realizada utilizando agua destilada, e dessa
forma possibilitou a obtengcdo de espectros reprodutiveis e informagdes espectrais
relevantes diretamente da matriz fecal, demonstrando seu potencial para sua
caracterizagao por ER.

A qualidade dos espectros obtidos permitiu ainda a identificagdo de bandas
espectrais com potencial de associagdo aos componentes especificos da matriz fecal,
possibilitando sua interpretagéo a luz de achados previamente descritos na literatura,
conforme descrito a seguir. Marzullo et al. (2007), ao caracterizarem espectros FT-

Raman de margens de lesdes de carcinoma ductal infiltrante, identificaram uma banda
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em 538 cm™, atribuida as pontes dissulfeto (S-S) da cisteina, destacando sua
relevancia na diferenciagao entre tecidos normais e patologicos. No presente estudo,
a presenca de uma banda na mesma regido espectral sugere a contribuicdo de
estruturas contendo enxofre, sendo compativel com a contribuicao da cisteina no perfil
Raman das amostras fecais. Yang et al. (2022), por sua vez, ao investigarem
espectros Raman e SERS de diferentes componentes bioldgicos, incluindo
aminoacidos, descreveram bandas associadas as caracteristicas vibracionais da
cisteina, fornecendo suporte para a atribuicéo da regido de 655 cm™ observada neste
estudo. Dessa forma, a ocorréncia conjunta das bandas em 538 e 655 cm™ sugere a
contribuicdo de compostos sulfurados, particularmente da cisteina, para o perfil
espectral das amostras fecais.

Cheng et al. (2023), ao investigarem a aplicagédo de SERS na quantificagao de
derivados de purina liberados por bactérias, identificaram uma banda intensa em 742
cm™ referente a hipoxantina, associada ao modo vibracional de respiracdo do anel
purinico. Os autores destacaram que os derivados de purina apresentam bandas
caracteristicas na regido entre 500 e 850 cm™, sendo a banda em 742 cm™" uma das
principais assinaturas espectrais da hipoxantina.

Por outro lado, Amorim et al. (2024), ao analisarem por ER o tecido hipocampal
de ratos diabéticos, identificaram alteragdes no perfil vibracional dos tecidos, incluindo
uma banda em 831 cm™, atribuida a tirosina. Movasaghi et al. (2007) também
associaram a banda em 831 cm™ a tirosina, corroborando a atribuigcdo anteriormente
apresentada para esse pico no presente estudo. Adicionalmente, os autores
relacionaram a banda em 886 cm™ a polissacarideos, incluindo componentes
associados a celulose, cuja presenca nas amostras fecais pode estar relacionada a
fracdo de componentes vegetais ndo completamente degradados durante a digestao.
Os autores também descreveram bandas em 1056 e 1137 cm™ relacionadas a lipidios
e acidos graxos, contribuindo para a caracterizagdo dos componentes lipidicos
presentes em sistemas biologicos.

Assim como o conteudo associado a celulose, Bock e Gierlinger (2019), ao
caracterizarem por ER diferentes subestruturas da lignina, identificaram bandas em
965 e 1457 cm™ associadas as caracteristicas vibracionais desse polimero fendlico.

A lignina é um dos principais componentes estruturais da parede celular vegetal,
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conferindo resisténcia, rigidez e protecdo aos tecidos vegetais, sendo encontrada
principalmente em alimentos de origem vegetal ricos em fibras.

Calogiuri et al. (2024), ao utilizarem microespectroscopia Raman para
investigar células Caco-2, derivadas de adenocarcinoma colorretal e utilizadas como
modelo de epitélio intestinal, avaliaram alteracbes bioquimicas relacionadas a
integridade das jungdes estreitas. Nesse contexto, os autores identificaram uma
banda em 937-938 cm™, atribuida principalmente as vibragbes da prolina e
hidroxiprolina. No presente estudo, a presenga da banda em 938 cm™ apresenta
correspondéncia com essa atribuicdo, sugerindo a contribuigdo desses aminoacidos
para o perfil espectral das amostras fecais e, considerando sua identificacdo no
contexto da avaliacdo da barreira epitelial intestinal, podendo estar relacionada a
composigao proteica associada as estruturas de jungao celular.

Addis et al. (2016), ao utilizarem ER em bidpsias colénicas de pacientes com
colite ulcerativa, identificaram bandas caracteristicas de carotenoides em 1155 e 1518
cm™', correspondentes as regides de estiramento C-C e C=C, respectivamente, da
cadeia poliénica desses compostos. Os autores observaram ainda maior intensidade
dessas bandas no tecido inflamado em comparacdo ao tecido em remissdo. No
presente estudo, a presenga das bandas em 1157 e 1520 cm™ apresenta
correspondéncia com essas assinaturas Raman, corroborando sua atribuicdo aos
carotenoides e indicando sua contribuicdo para o perfil espectral das amostras fecais.

Hernandez et al. (2024), ao investigarem as relagdes entre as caracteristicas
conformacionais e vibracionais do triptofano por ER, caracterizaram os marcadores
desse aminoacido, destacando bandas na regido de 1340-1360 cm™ associadas as
caracteristicas vibracionais do anel inddlico. No presente estudo, foram observadas
bandas em 1342 e 1359 cm™, apresentando correspondéncia com as regides
espectrais descritas pelos autores, corroborando a atribuicido desses picos a
contribuigao do triptofano.

Adicionalmente, Acri et al. (2020), ao investigarem a aplicagdo da ER como
método n&o invasivo para o diagndstico de DIl com inicio na infancia, identificaram a
banda Amida |, caracterizada por uma banda intensa na regido préoxima a 1650 cm™,
relacionada principalmente as vibragdes de estiramento da ligacdo C=0 das ligacdes
peptidicas e as caracteristicas estruturais das proteinas. No presente estudo, foram
observadas bandas em 1647 e 1670 cm™, ambas localizadas na regiao caracteristica

da Amida |, corroborando a contribuicdo de componentes proteicos para o perfil
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espectral das amostras fecais. A presenga dessas bandas reforca a contribuicdo de
estruturas proteicas para a composicao espectral da matriz fecal e sua relevancia na
caracterizagao das alteracdes associadas a DII.

Por fim, na analise das diferengas entre os grupos, observou-se uma diferenga
na regiao de 1046—1048 cm™, evidenciada nas comparagées GDC - GS e GDCh -
GS, correspondendo a um aumento relativo do sinal nessa regido dos grupos
patolégicos em relagdo ao GS. Kauffmann e Fontana (2015), ao avaliar sais
inorganicos dissolvidos em solugdes aquosas por ER, demonstraram a dependéncia
da concentracdo de nitrato com a intensidade da banda em 1047 cm™, descrita como
especifica do anion NO;™. Dessa forma, a correspondéncia entre as bandas
observadas em 1046 e 1048 cm™ e a regiao caracteristica do nitrato descrita na
literatura corrobora a possivel contribuicdo desse composto para as diferencas
espectrais observadas nos grupos patologicos.

Na analise das caracteristicas dos voluntarios do GS, estes apresentaram a
média de uma evacuacao/dia, consisténcia fecal média de 3 na Escala de Bristol e
ingestao hidrica aproximada de 1 L/dia. A consisténcia fecal observada, classificada
como tipo 3, é compativel com fezes formadas e, portanto, dentro de um padréao
considerado fisiolégico normal. Entretanto, a menor ingestdo hidrica identificada
nesse grupo pode constituir um fator associado a ocorréncia de constipagéo, relatada
por 4 das 9 voluntarias (44,4%).

No GDC, observou-se média de uma evacuacao/dia e consisténcia fecal média
de 3 na Escala de Bristol, semelhante ao GS, porém com ingestao hidrica de 2 L /dia.
Duas das quatro voluntarias (50,0%) relataram dor abdominal. Dessa forma, apesar
da frequéncia e da consisténcia fecal média serem semelhantes as observadas no
GS, a presengca de dor abdominal em metade das participantes evidencia
manifestagées Gl que podem ocorrer independentemente de alteragdes na frequéncia
evacuatoria, na consisténcia das fezes e na hidratacao.

O GDCh apresentou o perfil intestinal mais distinto entre os grupos, com média
de trés evacuagdes/dia, consisténcia fecal média de 5 na Escala de Bristol e ingestao
hidrica aproximada de 1,5 L/dia. A consisténcia tipo 5 caracteriza fezes mais
amolecidas em comparagao aos tipos observados nos demais grupos, embora,
isoladamente, ndo seja classificada como diarreia pela Escala de Bristol, sendo os
tipos 6 e 7 os mais compativeis com esse quadro. A maior frequéncia evacuatoria,

associada a consisténcia mais amolecida, sugere maior velocidade do transito
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intestinal no GDCh. Além disso, todas as voluntarias avaliadas (2/2; 100,0%) relataram
dor abdominal, reforcando a presenca de manifestagées Gl nesse grupo.

Em relacdo aos relatos alimentares, observou-se a presencga recorrente de
arroz nos trés grupos, acompanhado por diferentes fontes de frutas, verduras,
sementes e leguminosas. Entre os grupos, verificou-se maior diversidade de alimentos
de origem vegetal nos grupos DC e DCh, enquanto o GS apresentou maior
heterogeneidade alimentar, com participagao mais evidente de alimentos processados
e ultraprocessados, embora também tenha sido identificado o consumo de frutas e
hortalicas. No grupo DC, destacaram-se frutas e hortaligas, enquanto no grupo DCh
observou-se maior presenga de sementes, fontes de fibras, frutas e vegetais.

A ocorréncia de bandas atribuidas a carotenoides em todos os grupos pode,
portanto, ser considerada compativel com a presenca de diferentes fontes dietéticas
desses compostos nos trés grupos. Esse achado € particularmente relevante porque
demonstra que a presenga desses sinais espectrais ndo esteve restrita aos grupos
patoldgicos, podendo refletir, a composi¢cao alimentar e a incorporagao ou eliminagao
desses compostos na matriz fecal.

Por outro lado, a banda atribuida ao nitrato foi observada nos grupos DC e DCh.
Os relatos desses grupos apresentaram diversas fontes alimentares potencialmente
relacionadas a presenga de nitratos, especialmente hortalicas folhosas, além de
outros vegetais. Entretanto, fontes alimentares de nitrato também foram identificadas
no GS, dessa forma, a distribuicdo dos alimentos relatados ndo permite atribuir a
ocorréncia do sinal de nitrato exclusivamente ao consumo alimentar dos grupos
patoldgicos. Considerando a auséncia de dados quantitativos de ingestao, bem como
a complexidade da matriz fecal, a presenca dessa banda pode estar relacionada a
interacdo entre fatores dietéticos e metabdlicos, ndo sendo possivel estabelecer,
neste estudo, uma associacido causal entre o consumo de determinado alimento e o

sinal espectral observado.

8. CONCLUSAO

O protocolo desenvolvido demonstrou ser capaz de gerar espectros
reprodutiveis a partir da fragdo intermediaria de amostras fecais humanas,
estabelecendo parametros experimentais adequados para futuras investigacoes

envolvendo matrizes biolégicas complexas. A aplicagdo preliminar do método em
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individuos saudaveis, pacientes com DC e pacientes com DCh evidenciou tendéncias
espectrais distintas entre os grupos, particularmente em regides associadas a
compostos nitrogenados, aminoacidos e componentes estruturais celulares.
Entretanto, devido ao carater exploratério do estudo e ao reduzido numero amostral,
especialmente no GDCh, os resultados devem ser interpretados como evidéncias
preliminares, sendo necessarios estudos futuros com maior poder estatistico e
validacdo por métodos metaboldmicos complementares para confirmagdo dos

achados observados.

9. LIMITAGOES DO ESTUDO

Os achados deste estudo devem ser interpretados considerando seu carater
metodolégico e exploratério, cujo foco principal concentrou-se na padronizagao
analitica da ER aplicada a amostras fecais humanas. Dessa forma, os resultados
obtidos estabelecem bases experimentais importantes para futuras investigagbes
clinicas com maior numero amostral, validacdo biomolecular e maior robustez
estatistica.

Este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser consideradas. O
reduzido numero amostral caracteriza a pesquisa como um estudo piloto, limitando a
robustez estatistica dos achados. Além disso, a elevada complexidade da matriz fecal
e a variabilidade biolégica individual podem interferir nos perfis espectrais obtidos.

A heterogeneidade clinica das participantes com inflamacao intestinal,
associada a auséncia de correlacdo com marcadores clinicos e laboratoriais
especificos, também restringe interpretagdes mais aprofundadas dos resultados. Do
ponto de vista técnico, a presenga de autofluorescéncia e a baixa relagao sinal/ruido
em alguns espectros dificultaram a identificacdo precisa de determinadas bandas
espectrais.

Por fim, a auséncia de validagcdo externa e de comparacdo com métodos
metaboldmicos convencionais limita a confirmacdo bioquimica dos achados,
reforcando a necessidade de estudos futuros com maior nimero amostral e maior

padronizagao clinica e analitica.
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ANEXO 1

Monitoramento da atividade intestinal

Tabela 2 - Monitoramento da atividade intestinal condi¢cédo patologica

Vol. Data H Id. Cond. ED CF HD SaGl

BFB  01/11/25 10:13 26 Celiaca 1 3 (60%) 3L (100%) Flatuléncia
(100%) 2 (40%) (40%)
MCLF 05/11/25 09:30 30 Celiaca 1(80%) 3(60%) 2,5L(40%) Ausente
4 (20%) 3L (20%)
2L (20%)
NIMD 06/11/25 08:14 40 Celiaca 1(60%) 3 (60%) 1L (60%)  Dor abdominal
2(20%) 5 (20%) (40%)
SCCS 30/10/2 09:45 47 Celiaca 1(50%) 4(33%) 1,5L (50%) Flatuléncia
5 2(33%) 5(33%) 2L (33%) (33%)
Dor abdominal
(33%)
RMS  29/10/2 17:45 22 Doenca 1(80%) 4 (60%) 2L (50%)  Dor abdominal
5 de Crohn 2 (20%) 3(20%) 1,5L (25%) (40%)

5 (20%) 1L (25%) Inchago (20%)

TAS 11/11/25  14:15 37 Doenca 3 (60%) 6 (60% 1,5L (60%) Flatuléncia

~— ~—

de Crohn 6 (20%) 7 (40% 1L (40%) (100%)
10 Diarreia (40%)
(20%) Dor Abdominal

(40%)

Legenda: Evacuagbes Diarias (ED); Consisténcia das Fezes (CF); Hidratagao Diaria (HD);
Sintomas Gastrointestinais (SGI)

Alimentacgao Celiacas:

BFB: alimentagdo predominantemente proteica e composta por alimentos pouco
processados, com alta frequéncia de frango, ovos, queijo cottage, shakes e barras
proteicas, além de castanhas e levedura nutricional. Os carboidratos sdo provenientes
principalmente de arroz, batata-doce, frutas, granola e macarrao konjac, enquanto os
lipideos s&o representados sobretudo por castanhas, ovos e laticinios. Destaca-se o
consumo frequente e diversificado de frutas, verduras e legumes, como goiaba,
banana, mexerica, morango, meldo, brécolis, tomate, abdbora, abobrinha e berinjela.

MCLF: Alimentacao predominantemente proteica e pouco processada, com elevada
frequéncia de frango, ovos, queijo cottage, castanhas e suplementos proteicos. Os
carboidratos séo principalmente provenientes de arroz, batata-doce, frutas e granola,
enquanto os lipideos derivam sobretudo de castanhas, ovos e laticinios. Destaca-se
ainda o consumo diversificado de frutas, verduras e legumes, fornecendo fibras e
compostos bioativos de origem vegetal.

NIMD: Alimentagdo com predominio de carboidratos, provenientes principalmente de
arroz, batata, torradas, bolo, pizza e produtos sem gluten. As proteinas séo obtidas

principalmente de carne bovina, frango, bacon, ovos e carne moida, enquanto os
lipideos estdo associados as carnes, bacon, empanados, queijo e preparagdes de
maior densidade energética. Ha baixo consumo de frutas e vegetais, com presenca
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pontual de banana e batata, resultando em menor variedade de fontes de fibras e
compostos bioativos vegetais.

SCCS: Alimentagao com predominio de carboidratos, principalmente arroz, tapioca,
paes e produtos sem gluten, bolos e massas. As proteinas s&o provenientes
principalmente de carnes bovina e de frango, presunto, feijao e derivados, enquanto
os lipideos estao associados as carnes, queijos, requeijao, molhos e castanhas. Ha
consumo regular de frutas, verduras e legumes, como maga, mamao, manga, banana,
racula, tomate, abobrinha, vagem, cenoura, couve, palmito e jilé.

Tabela 3 - Monitoramento da atividade intestinal condicdo saudavel.

Vol. Data H. Id. Cond. ED CF HD SGl
BVM 13/11/25 09:20 26  Saudavel 2(100%) 4 1,5L Ausente
(100%)  (60%)
1L (40%)
CASS 30/10/25 07:25 56  Saudavel 2(60%) 3 1L (100%) Ausente
1(40%) (100%)
MB 05/11/25  20:10 41  Saudavel 1(60%) 4(60%) 1,5L Flatuléncia
2 (40%) 3(20%) (60%) (20%)
2L (40%) Inchaco
(20%)
MGF 29/10/25 21:25 26  Saudavel 1(60%) 1(20%) 500ml Constipacéo
2 (20%) (60%) (40%)
5(20%) 700ml
(40%)

MSM  06/11/25 08:30 46 Saudavel 1(60%) 5(60%) 1L (60%) Flatuléncia
2(20%) 4(20%) 1,5(40%) (20%)

MSS 11/11/25 05:30 22  Saudavel 1(40%) 3(40%) 500ml Dor
2(20%) 7 (20%) (40%) Abdominal
300ml (20%)
(40%)
700ml
(20%)
MVCL 25/11/25 08:30 20 Saudavel 0(60%) 3(40%) 1L (100%) Constipagédo
1(40%) (60%)
Flatuléncia
(20%)
SEBA 05/11/25 19:40 23  Saudavel 0(60%) 3 500ml Constipacéo
1(20%) (100%)  (60%) (60%)
300ml
(40%)
SSFS  30/10/25 07:40 23  Saudavel 1(80%) 5(60%) 2L (100%) Constipagéo
3 (20%) (40%)
Flatuléncia
(20%)

Alimentagao Doenca de Crohn

RMS: Alimentagao rica em proteinas, fibras e alimentos pouco processados, com
presencga frequente de ovos, frango, carne suina, feijao e lentilha. Os carboidratos séo
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provenientes principalmente de arroz, paes integrais, quinoa e tapioca, enquanto as
gorduras derivam principalmente de sementes, ovos e carnes. Destaca-se o elevado
consumo de fibras e compostos bioativos, provenientes de chia, linhaga, psyllium,
sementes de abobora, frutas, verduras e legumes, como mamao, manga, tomate,
brécolis, rucula, agrido e cenoura.

TAS: Alimentacdo com boa presenca de proteinas, provenientes de frango, carne
bovina, porco, ovos, tofu e suplementos proteicos. Os carboidratos s&o principalmente
derivados de arroz, pao, batata, inhame, biscoito de arroz e preparacdes doces,
enquanto os lipideos estdo associados as carnes, ovos, manteiga e preparagdes de
maior densidade energética. Destaca-se o consumo de frutas, vegetais e fibras, como
mirtilo, manga, uva, maracuja, tomate, rucula, salsinha, inhame e psyllium.

Alimentacao Saudaveis:

MVCL: Os relatos alimentares indicam uma dieta predominantemente composta por
carboidratos, provenientes principalmente de arroz, macarrao, pao, cuscuz, batata e
produtos de confeitaria, além de proteinas oriundas de carnes bovina, suina e de
frango, ovos e laticinios. Observa-se também consumo frequente de lipideos,
especialmente por meio de frituras, queijos, requeijao e carnes. Alimentos de origem
vegetal aparecem em menor variedade, destacando-se arroz, feijao, milho e batata.

BVM: presenca frequente de carboidratos (arroz, p&o, tapioca, mandioca,
mandioquinha, farofa e massas), proteinas (frango, carne bovina, lingui¢a, ovos,
presunto e queijos) e lipideos, principalmente provenientes de carnes, queijos,
preparacoes fritas e alimentos ultraprocessados. Também ha consumo expressivo de
frutas e vegetais, incluindo morango, tomate, pepino, cenoura, couve, maracuja, limao
e acai.

SSFS/CASS: observa-se uma alimentacdo com predominio de carboidratos,
principalmente provenientes de arroz, pao francés, macarrao, cuscuz, bolos, biscoitos,
doces e massas. Ha consumo frequente de proteinas de origem animal,
especialmente carne bovina e suina, linguica, calabresa, ovos, presunto, mortadela e
queijos, além de lipideos provenientes de carnes, margarina, frituras, embutidos e
preparagdes ultraprocessadas. O consumo de frutas e vegetais € representado
principalmente por banana, tomate, cenoura, beterraba e alface.

SEBA: alimentag&o composta principalmente por carboidratos, provenientes de arroz,
pao, tapioca, macarrao, bolos, pipoca e doces, associada a fontes de proteinas como
carne moida, frango, linguica, ovos, peito de peru, queijos e leite. Ha também consumo
relevante de lipideos, especialmente por meio de queijos, linguiga, frituras, castanhas,
amendoim e alimentos ultraprocessados. O consumo de vegetais e frutas inclui
abobrinha, cebola, cenoura, repolho, milho, couve, beterraba, tomate, maca e
morango.

MSM: observa-se uma alimentacdo com presenca expressiva de carboidratos,
provenientes de arroz, pao, macarrao, polenta, cuscuz, cereais, balas e produtos
acucarados, além de proteinas provenientes principalmente de frango, ovos, feijao,
lentilha, queijos e leite. H& também consumo de lipideos associados a margarina,
requeijao, manteiga, maionese, calabresa e alimentos ultraprocessados. Destaca-se
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uma maior variedade de frutas, verduras, legumes e sementes, incluindo banana, kiwi,
melancia, meldo, uva, cenoura, couve, abobrinha, berinjela, milho, ervilha, aveia,
linhaga e chia.

MSS: observa-se uma alimentacdo com predominio de carboidratos, principalmente
provenientes de arroz, feijdo, massas, paes, biscoitos, bolos, polenta, batata e
produtos agucarados. Ha presenca frequente de proteinas provenientes de carnes
bovina e de frango, peixe, ovos, feijdo, queijo, leite e derivados, além de consumo
expressivo de lipideos, especialmente associados a frituras, empanados, queijos,
manteiga, requeijao e alimentos ultraprocessados. O consumo de frutas e vegetais é
relativamente limitado, com presenga principalmente de cenoura, legumes, alface,
tomate, espinafre, banana e maracuja.

MB: alimentagao variada e com maior presenca de frutas, verduras e legumes, além
de fontes de carboidratos como arroz, pao, massas, batata, batata-doce, granola,
farofa e biscoitos. As proteinas s&o provenientes principalmente de carnes bovina e
de frango, peixe, ovos, queijos, grao-de-bico, feijao e iogurte. Ha também consumo
de lipideos, associados a queijos, manteiga, carnes, frituras, amendoim e preparagdes
ultraprocessadas. Frutas, verduras e legumes como maméao, banana, péssego,
morango, tomate, alface, cenoura, abobrinha, pepino e mandioquinha.

MGF: observa-se uma alimentagdo com predominio de carboidratos, provenientes
principalmente de arroz, pao, panquecas, batata, biscoitos e preparagdes a base de
farinha, além de produtos agucarados. As proteinas sao provenientes principalmente
de frango, carne bovina, feijdo, mortadela, salsicha e hamburguer, enquanto os
lipideos estdo associados principalmente a manteiga, carnes processadas, frituras,
batata palha e preparacdes ultraprocessadas. O consumo de frutas, verduras e
legumes é bastante reduzido, com presencga principalmente de alface e repolho.



