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RESUMO

Contexto: Habitos alimentares ndo saudaveis estdo relacionados ao desenvolvimento de
Doencas Cronicas Ndo Transmissiveis (DCNT), também na populacdo infantil. Um dos
mecanismos associados é o desequilibrio da microbiota intestinal. Com a prerrogativa de
promogédo de sustentabilidade social, econdmica e ambiental, e de melhora das condi¢des
nutricionais e de saude, uma intervencao que alcancgou cerca de 32 mil estudantes do estado da
Bahia fomentou a reducdo da oferta de alimentos de origem animal e ultraprocessados na
alimentacdo escolar. O objetivo deste estudo de intervencdo foi avaliar o estado nutricional
desses estudantes e a sua associagdo com as concentracdes fecais de Bifidobacterium spp. (BIF).
Meétodos: 190 individuos, de 5 a 19 anos, foram avaliados no inicio do ano letivo de 2019 e
124 deles, expostos a intervencdo, foram novamente avaliados no final desse periodo. A
avaliacdo do consumo alimentar foi feita por meio de Recordatdrio de 24 horas. Os parametros
laboratoriais incluiram hemograma, perfil glicidico e lipidico, ferritina e vitaminas D e B12. A
avaliacdo da abundancia fecal de BIF foi feita pelo método de Reacdo em Cadeia da Polimerase
em Tempo Real. Os indicadores antropométricos incluiram indice de Massa Corporal,
Circunferéncia da Cintura e Relacdo Cintura-Estatura. Resultados: Observou-se alta ingestao
de alimentos ultraprocessados e alta prevaléncia de LDL-colesterol elevado,
hipertrigliceridemia, excesso de peso e risco cardiovascular, achados mais expressivos na
populacdo de escolas da zona urbana. A menor abundancia fecal de BIF foi associada a maior
prevaléncia de hiperglicemia, e a maior concentragao foi associada a menor prevaléncia de risco
cardiovascular. A exposicdo a intervencdo resultou em reducdo dos niveis séricos de LDL-
colesterol e do risco cardiovascular, e aumento dos niveis séricos de triglicerideos. Conclusao:
A concentracdo fecal de BIF esta associada com alteracdes metabdlicas na populacéo estudada
e politicas publicas locais podem ser eficazes no enfrentamento as DCNT entre criangas e
adolescentes da rede publica municipal de ensino. Sugere-se investigacdo da influéncia da
pratica de atividade fisica nesses desfechos.

Palavras-chave: Estado nutricional. Obesidade infantil. Alimentacdo escolar. Microbiota
intestinal. Bifidobacterium spp.
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ABSTRACT

Context: Unhealthy eating habits are related to the development of Chronic Noncommunicable
Diseases (NCDs), also among children. One of the associated mechanisms is the imbalance of
the intestinal microbiota. With the prerogative of promoting social, economic, and
environmental sustainability, besides improving nutritional and health conditions, an
intervention that reached about 32,000 students in the state of Bahia, Brazil, promoted a
reduction in the supply of animal protein and ultra-processed foods in school meals. This
intervention study aimed to assess the nutritional status of these schoolchildren, and its
association with the fecal concentrations of Bifidobacterium spp. (BIF). Methods: 190 subjects,
aged 5 to 19y, were evaluated at the beginning of the 2019 and 124 of them, exposed to the
intervention, were evaluated again at the end of this period. The assessment of food
consumption was performed using a 24-hour recall. Laboratory parameters included blood
count, glucose and lipid profiles, ferritin, and vitamins D and B12. The fecal abundance of BIF
assessment was performed by the Real-Time Polymerase Chain Reaction method.
Anthropometric indicators included Body Mass Index, Waist Circumference, and Waist-to-
Height Ratio. Results: A high intake of ultra-processed foods and a high prevalence of
hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, overweight and cardiovascular risk were
observed, the most expressive findings in the population of urban schools. The lower fecal
abundance of BIF was associated with a higher prevalence of hyperglycemia, and a higher
concentration was associated with a lower prevalence of cardiovascular risk. Exposure to the
intervention resulted in reduced serum LDL-cholesterol levels and cardiovascular risk, and
increased serum triglyceride levels. Conclusion: The fecal concentration of BIF is associated
with metabolic changes in the studied population and local public policies can be effective in
fighting NCDs among children and adolescents in the municipal public school system. It is
suggested to investigate the influence of physical activity on these outcomes.

Keywords: Nutritional status. Child obesity. School meals. Gut microbiota. Bifidobacterium
spp.
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1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal humana vem sendo alvo de consideravel interesse cientifico nos
ultimos anos, especialmente ap6s o desenvolvimento dos estudos metagendémicos. A microbiota
digestiva varia ao longo do trato gastrointestinal, estando no intestino grosso a maior
concentracdo, onde destacam-se 0s @éneros Bacteroides spp., compreendendo
aproximadamente 30% das bactérias do intestino, seguidos de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp., 0 que sugere que sejam particularmente significativos no funcionamento do
organismo hospedeiro (GOMAA, 2020). Diversos fatores podem alterar a composicéo e a
funcdo da microbiota intestinal, estando o padrdo dietético entre os que mais contribuem
(RONAN; YEASIN; CLAUD, 2021).

A disbiose intestinal é caracterizada pelo desequilibrio da microbiota e pode promover
efeitos nocivos ao hospedeiro por meio de mudangas qualitativas e quantitativas da sua
composicdo, mudancas no metabolismo da populacdo bacteriana e alteracdes na distribuicédo
das bactérias ao longo do trato gastrointestinal. Essas alteracfes estdo relacionadas com o
desenvolvimento de diversos distarbios, como sindrome do intestino irritavel, doencas
inflamatorias intestinais, hepaticas, cardiovasculares e autoimunes, obesidade, diabetes e
alergias (ZHANG et al., 2015). Apesar de serem reconhecidos pela literatura efeitos probioticos
relacionados ao género Bifidobacterium spp., 0s estudos que visam avaliar a sua relacdo com
desfechos metabdlicos, como obesidade e doencas cardiovasculares, apresentam resultados
conflitantes, em especial na populagdo infantil.

O Brasil segue a tendéncia mundial de reducédo da prevaléncia de magreza e aumento de
sobrepeso e obesidade na populacdo em idade escolar, atualmente reconhecidos como
problemas de saude publica (DOS SANTOS FARIAS et al., 2020). Por sua vez, a obesidade
estd associada ao desenvolvimento de dislipidemias, diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares, alteragbes respiratorias, artropatia degenerativa e hipertensdo arterial
sistémica, além de aumento do risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer (FERREIRA
et al., 2020). As Doengas Cronicas Ndo Transmissiveis (DCNT) podem se desenvolver em
decorréncia de multiplas causas, sendo tabagismo, sedentarismo, uso nocivo de alcool e
alimentacdo ndo saudavel os principais fatores de risco modificaveis. Embora as manifestagdes

clinicas sejam observadas com maior frequéncia na idade adulta, a exposi¢do aos fatores de
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risco vem ocorrendo de forma cada vez mais precoce, em especial aqueles relacionados a
alimentacdo (DOS SANTOS et al., 2021).

A avaliacdo do consumo alimentar da populacdo brasileira revela uma tendéncia
crescente de substituicdo de alimentos basicos como arroz, feijéo, frutas, verduras, carne bovina
e leite, por bebidas e alimentos industrializados, como biscoitos, carnes processadas, comidas
prontas para consumo, agucar e sal. A analise por faixa etaria permite observar que o consumo
de frutas, verduras e legumes foi menor entre adolescentes em comparacdo com adultos e
idosos. Por outro lado, o consumo de alimentos ultraprocessados foi maior entre 0s mais jovens
(IBGE, 2020).

A literatura vem evidenciando que o aumento do consumo de alimentos
ultraprocessados esta associado ao risco de sindrome metabolica em adolescentes e dislipidemia
em criancas (LANE et al., 2020). Apesar disso, os ultraprocessados estdo cada vez mais
presentes nos habitos alimentares da populacao, em especial a infantil. Alguns dos fatores que
podem explicar esse fendmeno séo o fato de serem alimentos prontos para consumo ou que
exigem pouca preparacdo culinaria, de facil acesso, com grande apelo publicitario e de baixo
custo, quando comparados aos alimentos basicos (PASSOS et al., 2020). Esse cenario
demonstra a necessidade urgente de politicas publicas de enfrentamento, seja na adocdo de
legislagBes mais rigorosas no que diz respeito a rotulagem de alimentos, na reducdo dos
incentivos fiscais a industria de ultraprocessados e, principalmente, na promocéo de Seguranca
Alimentar e Nutricional para a populacéo.

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS), como parte de sua campanha para controle
da obesidade infantil, recomenda, entre outras estratégias, a participacdo da escola na promogao
de hébitos alimentares saudaveis (WHO, 2017). No Brasil, o Programa Nacional de
Alimentacdo Escolar (PNAE) representa a maior e mais antiga politica de Seguranca Alimentar
e Nutricional do pais, alcancando mais de 46 milhGes de estudantes. O PNAE tem entre 0s
objetivos a formacdo de habitos alimentares saudaveis por meio da oferta de refei¢cdes baseadas
em géneros alimenticios basicos, que devem respeitar os habitos alimentares, a cultura e a
tradicdo local, e pautar-se na sustentabilidade, diversificacdo agricola da regido e na
alimentacdo saudavel e adequada (PEIXINHO, 2013).

Para a OMS, alimentagéo sustentavel é aquela que deve ter baixo impacto ambiental,
contribuindo para padrdes elevados de seguranca alimentar e de saude das geracdes futuras.
Ainda, deve ser saudavel ndo s6 para os consumidores, mas também para 0 meio ambiente,

devendo proteger e respeitar a biodiversidade e os ecossistemas, ser culturalmente aceitavel,
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facilmente acessivel, economicamente justa, nutricionalmente adequada e segura (FAO. FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2010). Nesse sentido, o Ministério Publico da
Bahia (MPBA) propds a criacdo do Programa Escola Sustentavel (PES), que tem entre 0s
objetivos a melhoria da qualidade e quantidade da alimentacdo escolar, usando com estratégia
a reducdo da oferta de alimentos de origem animal (MPBA. MINISTERIO PUBLICO DA
BAHIA, 2018), uma vez que estdo relacionados ao maior impacto ambiental (WILLETT et al.,
2019). O Programa foi implementado em 2018, alcangando aproximadamente 32 mil estudantes
do sertdo do estado e tornou-se objeto de pesquisa do presente estudo.

A possibilidade de investigar as condi¢6es de salde da populacdo em idade escolar no
ambito local e contribuir para nortear a implementacdo e o realinhamento de politicas publicas
de Seguranca Alimentar e Nutricional motivam e justificam a realizacdo do presente estudo de
intervencdo, que visa avaliar a associacao entre as concentrac@es fecais de Bifidobacterium spp.
e parametros geogréaficos, antropomeétricos, laboratoriais e dietéticos de um grupo de estudantes
da rede municipal de ensino do sertdo da Bahia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONDICAO DE SAUDE DA POPULACAO EM IDADE ESCOLAR NO BRASIL

A transicdo epidemioldgica da populacdo brasileira é caracterizada por reducdo da
mortalidade infantil e aumento da expectativa média de vida ao nascimento. lgualmente,
observa-se reducdo da mortalidade por desnutricdo energético-proteica e por doencas
infecciosas, e aumento da incidéncia de DCNT, inclusive na populacgéo infantil (IBGE, 2020).
Um estudo envolvendo aproximadamente 130 milhGes de pessoas de 200 paises demonstrou
que, de 1975 a 2016, a prevaléncia de desnutricdo energético-proteica em criangas menores de
5 anos diminuiu, mas a de obesidade aumentou, em especial em paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos (BENTHAM et al., 2017). De acordo com a United Nations Children’s Fund,
no mundo, uma a cada trés criangcas menores de cinco anos apresenta nanismo, baixo peso ou
sobrepeso e mais de 50% apresentam de deficiéncias de micronutrientes, cujas consequéncias
incluem déficits de crescimento e desenvolvimento, imunossupressdo, cegueira e aumento do
risco de morte (UNICEF, 2020).

A prevaléncia de magreza vem reduzindo na populacdo brasileira ao passo que a
prevaléncia de sobrepeso e obesidade vem aumentando, inclusive na populacdo em idade
escolar, atualmente reconhecidos como problemas de saude publica (DOS SANTOS FARIAS
et al., 2020). De acordo com a Pesquisa de Orcamentos Familiares - POF (2008-2009), entre
1974 e 2009, a prevaléncia de déficit de altura e peso em criancas de 5 a 9 anos reduziu de
29,3% para 7,2% e de 5,7% para 4,3%, respectivamente. No entanto, houve aumento da
prevaléncia de excesso de peso, de 10,9% para 34,8% em meninos, e de 8,6% para 32,0% em
meninas. A prevaléncia de obesidade nos dois sexos repete essa tendéncia. Entre os
adolescentes, a prevaléncia de déficit de peso também mostrou declinio em ambos os sexos, no
entanto, a prevaléncia de excesso de peso aumentou em seis vezes entre 0S meninos e em quase
trés vezes entre as meninas (IBGE. INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2010). A versdo mais atual da pesquisa (2017-2018), agora intitulada Pesquisa
Nacional de Saude, revelou que 19,4% dos individuos entre 15 e 17 anos tém sobrepeso e 6,7%
apresentam obesidade (IBGE 2020). Ainda, dados da Pesquisa Nacional de Saude do Escolar —
PeNSE 2015 (IBGE, 2016) e do Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas Croénicas por Inquérito Telefonico - VIGITEL (BRASIL, 2018) revelaram que 0
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excesso de peso aumentou em 239% no pais nos Ultimos 20 anos, sendo 15% dos brasileiros
entre 6 e 18 anos diagnosticados com sobrepeso e 5% com obesidade.

O estudo multicéntrico nacional ERICA (Estudo dos Riscos Cardiovasculares em
Adolescentes), que avaliou cerca de 75.000 individuos em 121 municipios, apontou uma
situacdo ainda mais preocupante, a crescente prevaléncia também de comorbidades como
hipercolesterolemia (20,1%), hipertenséo arterial sistémica (9,6%) e sindrome metabdlica
(2,6%) entre os brasileiros de 12 a 17 anos, muito embora deficiéncias nutricionais ainda sejam
consideradas problemas de saude publica nessa populacdo (VERGETTI BLOCH et al., 2016).
Esse efeito vem sendo reconhecido como Double Burden of Malnutrition, ou “dupla carga de
desnutricdo”, que ¢ a coexisténcia de deficiéncias nutricionais (micronutrientes e atraso no
crescimento) e excesso de peso, ambos fatores de risco para problemas de sadde ao longo da
vida (FERREIRA et al., 2020).

Criancas diagnosticadas com obesidade apresentam maior risco de se manterem com
essa condicdo na adolescéncia e na vida adulta. Por sua vez, a obesidade estd associada ao
desenvolvimento de DCNT (FERREIRA et al., 2020), que pode se desenvolver em decorréncia
de maultiplos fatores, sendo tabagismo, sedentarismo, uso nocivo de alcool e alimentacdo nédo
saudavel alguns dos principais fatores de risco modificaveis. Embora as manifestacdes clinicas
sejam observadas com maior frequéncia na idade adulta, a exposi¢éo aos fatores de risco vem
ocorrendo de forma cada vez mais precoce, em especial aqueles relacionados a alimentacao
(DOS SANTOS et al., 2021).

A vida no Brasil transformou-se em muitos aspectos nas Gltimas geracdes. As familias
tornaram-se menores, devido a queda significativa da fecundidade, houve reducdo da
mortalidade infantil e aumento da prevaléncia de criancas e adolescentes frequentando o ensino
fundamental. O pais também se tornou, de forma rapida, predominantemente urbano, o que
acarretou mudangas importantes nos padrdes alimentares tradicionais, gerando a denominada
transicdo alimentar. O crescimento econdmico, as modificacbes ambientais, as novas
tecnologias de producéo de alimentos, a midia e a crescente participacdo da mulher no mercado
de trabalho sdo alguns dos fatores que influenciaram e continuam influenciando essa transi¢ao
(BATISTA FILHO; RISSIN, 2003).

A POF, ja citada anteriormente, € realizada periodicamente pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) e, atualmente, encontra-se na sexta edi¢cdo. Um dos objetivos da
POF é mensurar as estruturas de consumo, dos gastos, dos rendimentos e parte da variagdo

patrimonial das familias, possibilitando tracar um perfil das condi¢des de vida da populacédo a
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partir da analise de seus orcamentos domésticos. Um desses dados é a disponibilidade
domiciliar de alimentos, que permite analises de tendéncias e comparag¢@es internacionais,
possibilitando as estimativas de consumo, bem como a identificacdo de padrbes e mudancas
temporais na alimentacdo da populacdo brasileira (IBGE. INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2020).

Comparando-se os dados de consumo alimentar entre as pesquisas de 2002-2003 e
2008-2009, é possivel observar uma tendéncia crescente de substituicdo de alimentos basicos
como arroz, feijdo e hortalicas, por bebidas e alimentos industrializados, como refrigerantes,
biscoitos, carnes processadas, comidas prontas para consumo, agucar e sal (IBGE. INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010). Considerando a evolugdo do
consumo de alimentos entre as pesquisas de 2008-2009 e de 2017-2018 observa-se reducéo
ainda maior no consumo de feijdo, frutas, leite e derivados, e carne bovina, mas também de
refrescos e refrigerantes. A anéalise por faixa etaria permite observar que o consumo de frutas,
verduras e legumes foi menor entre adolescentes em comparagdo com adultos e idosos. Por
outro lado, o consumo de macarrdo instantaneo, biscoito recheado, biscoito doce, salgadinhos
de pacote, linguica, salsicha, mortadela, presunto, chocolates, achocolatados, sorvete/picole,
sucos, refrescos/sucos industrializados, refrigerantes, bebidas lacteas, pizzas, salgados fritos e
assados e sanduiches foi mais elevado entre os adolescentes do que nos demais grupos (IBGE.
INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2020). Essa tendéncia
demonstra que, assim como em outros paises, a alimentacdo da populacdo brasileira, em
especial da mais jovem, vem se tornando cada vez mais processada e industrializada.

O processamento de alimentos inclui todos 0s processos necessarios para transformar
alimentos crus em novos produtos, garantindo sua segurancga, palatabilidade e prazo de
validade. No entanto, nas Gltimas décadas, o processamento de alimentos vem se modificando
para atender a uma demanda cada vez maior por alimentos com maior vida Gtil e melhor
palatabilidade, o que gerou a necessidade de adicdo de outros ingredientes, naturais ou
artificiais, aos alimentos processados. Sendo esses alimentos, em sua maioria, ricos em agucar,
gordura, sal, nutrientes isolados e aditivos quimicos, como corantes, edulcorantes, flavorizantes
e conservantes, é crescente o interesse em elucidar se o consumo deles impacta a qualidade da
dieta e, por sua vez, a saude humana (MARINO et al., 2021). Para isso, o primeiro desafio esta
relacionado a forma de classificacdo desses alimentos.

No Brasil, um grupo de pesquisadores do Nucleo de Pesquisas Epidemioldgicas em
Nutricdo e Saiude (NUPENS), da Universidade de S&o Paulo, propds a classificagdo NOVA,
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que diferencia os alimentos em quatro categorias principais, com base em seu grau de
processamento. O grupo 1 é composto por alimentos ndo processados e minimamente
processados, como frutas, verduras, legumes, cereais, leguminosas, leite, ovos e carnes. Nesse
grupo os alimentos sdo consumidos crus ou necessitam de processamento simples, como o
cozimento e pasteurizacdo. O grupo 2 inclui os ingredientes culinarios processados, como 6leos,
manteiga, banha, aclcar e sal. No grupo 3 estdo os alimentos processados, como carnes
salgadas; geleias de frutas; peixes, graos e legumes enlatados. Normalmente, sdo produzidos
pela adicdo de substancias do grupo 2 aos alimentos do grupo 1 e com uso de métodos de
preservacdo como enlatamento e engarrafamento. O grupo 4 compreende 0s alimentos
ultraprocessados, que sdo formulacbes de ingredientes, em sua maioria para uso industrial
exclusivo, produzidos por meio de uma série de processos industriais que incluem o
fracionamento de alimentos inteiros em substancias isoladas e o uso frequente de aditivos, no
intuito de aumentar ou reduzir o teor de determinado nutriente e melhorar as caracteristicas
sensoriais do produto. Fazem parte desse grupo refrigerantes, biscoitos recheados, sorvetes,
margarinas, paes de forma e muitos outros (MONTEIRO; CANNON; LEVY, 2016). Essa
classificacdo foi reconhecida e adotada pelo Ministério da Sadde brasileiro e vem sendo
replicada em diversos paises do mundo. Da mesma forma, as pesquisas que avaliam consumo
alimentar de populagOes, atualmente, consideram a classificagdo NOVA como pardmetro
qualitativo.

A POF 2017-2018 revelou que, na populacéo brasileira maior que 10 anos, pouco mais
da metade (53,4%) das calorias consumidas foi proveniente de alimentos in natura ou
minimamente processados, destacando-se por sua maior contribuicdo o arroz, o feijao, as
carnes, frutas, leite, macarrdo, verduras e legumes, e raizes e tubérculos. Somados aos
ingredientes culinarios processados (15,6%), comumente utilizados em preparages, esses dois
grupos alcancaram quase 70% do total calérico consumido. A participacdo dos alimentos
processados foi de 11,3% do total de calorias e a dos ultraprocessados foi de 19,7%.
Considerando o consumo por faixa etaria, observou-se que a participacdo dos alimentos do
grupo 1, assim como dos grupos 2 e 3, foi menor entre adolescentes. Por outro lado, os alimentos
ultraprocessados representaram 26,7% do total de calorias consumidas por essa populacdo
(IBGE. INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA., 2020).

O Guia Alimentar para a Populacao Brasileira, atualizado em 2014 pelo Ministério da
Saude, orienta os Dez Passos para uma Alimentacdo Adequada e Saudavel. O primeiro deles

recomenda o consumo de alimentos in natura e minimamente processados como base da
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alimentacdo. O segundo passo lembra a importancia de consumir com moderacdo 0s
ingredientes culinarios processados. O passo 3 sugere limitar o consumo de alimentos
processados e 0 4 informa que é necessario evitar os ultraprocessados (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2014). Essa recomendagio se baseia no fato de que evidéncias cientificas vém
demonstrando que o consumo de ultraprocessados estd associado ao desenvolvimento de
DCNT, como obesidade, dislipidemia e sindrome metabdlica, e pode contribuir para
inadequacdo do consumo de micronutrientes entre criancas e adolescentes, prejudicando, assim,
0 seu crescimento e desenvolvimento (ANDRETTA et al., 2021).

Um estudo de revisdo sistemética e meta-analise de estudos observacionais evidenciou
que o aumento do consumo de alimentos ultraprocessados estd associado a maior risco
cardiometabdlico, maior risco de doencas cardiovasculares e a mortalidade por todas as causas
(PAGLIAI et al., 2021). Outra meta-analise, que analisou 43 estudos observacionais,
totalizando mais de 890 mil individuos, demonstrou que o consumo desses ultraprocessados foi
associado ao maior risco de sobrepeso, obesidade, sindrome metabdlica, doengas
cardiovasculares, sindrome do intestino irritavel, cancer, depressdo e mortalidade por todas as
causas em adultos, a sindrome metabolica em adolescentes e a dislipidemia em criangas (LANE
et al., 2020). Apesar disso, evidéncias cientificas vém demonstrando que o consumo de
ultraprocessados estd crescendo significativamente na populagdo, em especial a infantil
(PASSOS et al., 2020).

Esse cenario demonstra a necessidade urgente de politicas publicas de enfrentamento,
seja na adocdo de legislacdes mais rigorosas no que diz respeito a rotulagem de alimentos, na
reducdo dos incentivos fiscais a industria de ultraprocessados e, principalmente, na promocéo
de Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) para a populacdo. De acordo com o | Inquérito
Nacional sobre Inseguranca Alimentar no Contexto da Pandemia da COVID-19 no Brasil
(VIGISAN), 55% da populagdo vivia, em 2020, com algum nivel de inseguranca alimentar e
19 milhdes de pessoas passavam fome. O 11 VIGISAN, publicado este ano, revelou piora desse
cenario. Seis em cada 10 brasileiros (58,7% da populacéo) estiveram, em 2021, em algum nivel
de inseguranca alimentar e 33 milhdes de pessoas vivenciaram situacdo de fome, realidade
ainda mais expressiva entre mulheres, pessoas autodeclaradas pretas e pardas, das regides Norte
e Nordeste, e procedentes da zona rural (PENSSAN, 2022). Uma estratégia promissora para o
enfrentamento a essa situacdo é o fortalecimento das politicas e equipamentos publicos de

promocao de SAN, como o Programa Nacional de Alimentagéo Escolar.
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2.2 ALIMENTACAO ESCOLAR NO BRASIL

A OMS, como parte de sua campanha para controle da obesidade infantil, recomenda,
entre outras estratégias, a participacdo da escola na promocéo de habitos alimentares saudaveis
(WHO, 2017). No Brasil, a politica publica de seguranca alimentar e nutricional mais antiga é
0 PNAE, que em 2021 completou 66 anos. O PNAE também é um dos maiores, mais
abrangentes e mais duradouros programas de alimentacao escolar do mundo, alcangando toda
arede de educacéo bésica (educacdo infantil, ensino fundamental e ensino médio) e de educacéo
de jovens e adultos, o que significa fornecer alimentacéo para mais de 46 milhdes de estudantes
matriculados em escolas publicas, filantrépicas e entidades comunitarias em todo o pais
(PEIXINHO, 2013).

O PNAE tem como objetivo principal contribuir para o crescimento e desenvolvimento
biopsicossocial, aprendizagem, rendimento escolar e formacdo de habitos alimentares
saudaveis, por meio de acGes de educacdo alimentar e nutricional, e oferta de refeigdes que
atendam as necessidades nutricionais dos estudantes durante o periodo letivo. Para isso, 0
Programa € fomentado e gerenciado pelo Fundo Nacional de Desenvolvimento da Educacéo
(FNDE), 6rgdo vinculado ao Ministério da Educacdo (MEC) e responsavel por transferir
recursos financeiros federais aos estados e municipios, em carater suplementar. Atualmente, o
valor per capita diario repassado pelo governo federal aos municipios é de R$ 1,07 para
estudantes de creches; R$ 0,53 para pré-escola; R$ 0,64 para escolas indigenas e de
remanescentes quilombolas; R$ 0,36 para ensino fundamental e médio; R$ 0,32 para educagédo
de jovens e adultos; e R$ 1,07 para ensino integral (BRASIL, 2020).

De acordo com a legislacdo, a elaboragdo dos cardapios escolares deve ser realizada por
um nutricionista responsavel técnico pelo Programa no municipio, devendo levar em
consideracdo a utilizacdo de géneros alimenticios basicos, respeitar os habitos alimentares, a
cultura e a tradicdo local, e pautar-se na sustentabilidade, diversificacdo agricola da regido e na
alimentacdo saudavel e adequada. A sustentabilidade, ndo somente ambiental, mas econémica
e social é uma das diretrizes que norteiam a proposta do Programa, que incentiva a aquisicao
de alimentos produzidos no @mbito local e preferencialmente provenientes da agricultura
familiar, priorizando as comunidades tradicionais indigenas e de remanescentes quilombolas.
Para isso, uma das premissas € que, no minimo, 30% dos recursos federais repassados ao
Programa sejam destinados a compra de alimentos produzidos pela agricultura familiar
(BRASIL, 2020).
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Para a OMS, alimentacdo sustentavel é aquela que deve ter baixo impacto ambiental,
contribuindo para padrfes elevados de seguranca alimentar e de salde das geracdes futuras.
Ainda, deve ser saudavel ndo s6 para os consumidores, mas também para 0 meio ambiente,
devendo proteger e respeitar a biodiversidade e os ecossistemas, ser culturalmente aceitavel,
facilmente acessivel, economicamente justa, nutricionalmente adequada e segura (FAO. FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2010). No entanto, dos nove limites planetarios
que precisam ser respeitados para que haja vida no planeta, quatro dos que ja foram
ultrapassados tém forte relacdo com a producdo e consumo de alimentos. Séo eles o fluxo
bioquimico de nitrogénio e fosforo, a integridade da biodiversidade, a alteracdo do sistema
terrestre e as mudancas climaticas, estando o limite de acidificacdo dos oceanos proximo do
nivel de incerteza (STEFFEN et al., 2015). Os sistemas agricolas sdo responsaveis por 78% da
poluicdo dos rios e oceanos, 0 uso de agua doce na agricultura representa 70% da captacédo
global de 4gua (FAO. FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS; WHO. WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017) e a cadeia de fornecimento
de alimentos representa 26% das emissGes de Gases do Efeito Estufa - GEE (POORE;
NEMECEK, 2018).

Estudos demonstram que pecuéria é considerada a principal atividade responsavel pelo
desmatamento dos biomas da natureza, incluindo a Amazonia, pois utiliza 30% das terras
produtivas do planeta para criacdo de animais e destina 33% dos demais terrenos para a
producdo de grdos usados para alimentar esses animais, além de ser a maior responsavel pela
erosdo de solos e contaminacdo de mananciais aquiferos (FAO. FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, 2010). Esse cenéario pode ser justificado pela demanda atual de consumo
de carnes e derivados. Estima-se que para cada habitante do planeta existam 10 animais
terrestres, de pequeno, médio ou grande porte, criados para serem abatidos, por ano
(HEINRICH BOLL FOUNDATION et al., 2014).

A criacdo de animais para consumo representa um sistema longo de producdo de
alimentos, pois primeiro é necessario alimentar o animal para depois torna-lo um alimento.
Cada um desses animais depende de &gua, terra, alimento e energia, além de produzir
guantidade expressiva de dejetos e emitir poluentes que ficam dispersos no solo, dgua e ar. Para
a criacdo de animais terrestres, por exemplo, sdo usadas, aproximadamente, 10 vezes mais
calorias do que as contidas na sua carne por por¢ao de consumo, 0 que representa uma pratica
ineficiente de produgdo de alimentos, de acordo com o Coeficiente de Eficiéncia Energética
(ESHEL; MARTIN, 2006). Dessa forma, os sistemas de producdo de alimentos de origem
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vegetal para consumo humano direto tendem a ser mais sustentaveis que os de origem animal
(WILLETT etal., 2019).

A rede de periddicos britanicos Lancet vem, desde 2015, emitindo relatorios sobre
mudangas climaticas, que evidenciam que a utilizacdo predatoria de recursos ambientais
motivada pelos padrbes de consumo atuais leva, entre outras consequéncias, & promog¢édo de
doencas na populacéo, incluindo disturbios nutricionais (WATTS et al., 2019). O aumento do
CO2 atmosférico reduz o teor de zinco nos vegetais e essa pode ser uma das causas da
deficiéncia do nutriente (MYERS et al., 2015), assim como o declinio das populacdes de
abelhas pode aumentar significativamente as deficiéncias de vitamina A e folato na populacao
(SMITH et al., 2015).

Em 2019 foi criada a Eat Lancet Comission, comissdo que relne cientistas de todo o
mundo para discussdo do tema. Foi entdo implementado o conceito de “sindemia global de
obesidade, desnutricdo e mudancas climaticas”, sugerindo que esses trés fenomenos podem ter
amesma origem, a insustentabilidade dos sistemas de producéo de alimentos. Ao mesmo tempo
que contribuem para a depreciacdo dos recursos naturais, também fomentam a distribuicao
alimentar de forma injusta e desigual e provém a populacdo alimentos de baixa qualidade
nutricional, criando os chamados “desertos alimentares”, o que contribui para o quadro de
inseguranca alimentar e nutricional de forma global. Segundo os cientistas, 0 caminho para
alimentar uma populacéo futura de 10 bilhGes de pessoas com uma dieta saudavel dentro dos
limites do planeta requer que praticas de producdo de alimentos sejam revistas, assim como
novos padrBes de consumo alimentar sejam encorajados. A sugestdo é uma reducdo de, pelo
menos, 50% do consumo de carnes e agucar, e aumento de mais de 100% do consumo de
vegetais até 0 ano de 2050 (SWINBURN et al., 2019).

Diante disso, a salde planetaria vem sendo considerada uma nova disciplina, ndo
devendo ser dissociada da satde humana por parte das politicas publicas de promogéo de saude.
Essa é uma medida imperativa para cumprir a agenda internacional de alcance dos 17 Objetivos
do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) até 2030 e da neutralidade de carbono até 2050
(WHITMEE et al., 2015). Ainda, de acordo com o Sexto Relatorio de Avaliacdo (AR6) do
Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC), publicado em agosto deste ano,
ndo ha mais duvidas de que o planeta podera atingir o aumento de 1,5° C antes do previsto.
Evitar que isso aconteca antes do final do seculo é fundamental e ainda € possivel, mas exige
mudancas estruturais em nivel global (MASSON-DELMOTTE et al., 2021).
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Leite e colaboradores, descrevem como fundamental que os guias alimentares incluam
aspectos ambientais e aconselhem a sociedade a adotar praticas saudaveis e que estejam dentro
dos limites planetarios, a exemplo das dietas com baixa pegada de nitrogénio, servindo como
base para promocao de politicas publicas eficazes no alcance dos ODS (COSTA LEITE et al.,
2020). Essa questdo ja e discutida, desde 2014, pelo Guia Alimentar para a Populacdo
Brasileira, que, apesar de incluir o grupo das carnes, laticinios e ovos no contexto de uma
alimentacédo saudavel, descreve que a diminuicdo da demanda por alimentos de origem animal
reduz notavelmente as emissdes de GEE, o desmatamento decorrente da criacao de novas areas
de pastagens e 0 uso intenso de 4gua (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Algumas iniciativas de reducdo do consumo de alimentos de origem animal em politicas
e equipamentos publicos comegaram a surgir em paises da Europa. Uma experiéncia ocorrida
na cidade de Barcelona, na Espanha, teve o objetivo de implementar refeicbes com baixo teor
de carbono em todas as escolas e refeitorios publicos da cidade. As refei¢es continham
alimentos sazonais, organicos e produzidos localmente, além de redugdo de alimentos de
origem animal (especialmente carne bovina) e ultraprocessados. A avaliacdo dos indicadores
ambientais dos cardapios implementados demonstrou que houve reducdo de 60% da pegada
hidrica, 46% da demanda primaria por energia, 48% do uso de terra e 53% da emissao de GEE.
Além disso, foi possivel aumentar em até 47% o contetdo nutricional das refei¢des (BATLLE-
BAYER et al., 2021).

No Brasil, o Ministério Publico da Bahia (MPBA) propds a criacdo do Programa Escola
Sustentavel, que tem como objetivo o fomento de politicas pablicas, no ambito das unidades
escolares municipais, que visem a melhoria da qualidade e quantidade da alimentagéo escolar;
prevencdo de doencas; racionalizacdo de recursos publicos financeiros e ambientais; e
promoc&o de educagdo nutricional, ambiental e humanitaria. O Programa foi implementado em
2018, em 4 municipios do sertdo do estado, alcangando cerca de 32 mil estudantes (MPBA.
MINISTERIO PUBLICO DA BAHIA, 2018), usando como estratégia a reducio da oferta de
alimentos de origem animal e ultraprocessados na alimentacéo escolar, e tornou-se objeto de
pesquisa do presente estudo, onde foram investigados desfechos clinicos, laboratoriais,

antropométricos e na microbiota intestinal dos estudantes.
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2.3 MICROBIOTA INTESTINAL E SAUDE HUMANA

A microbiota intestinal humana vem sendo alvo de consideravel interesse cientifico nos
ultimos anos, especialmente apds o desenvolvimento dos estudos metagenémicos. O termo
microbiota refere-se a um conjunto de microrganismos incluindo bactérias, fungos, virus e
alguns eucariotos unicelulares. Nos seres humanos, estima-se que 10'* Unidades Formadoras
de Coldnia (UFC) de micro-organismos habitem o6rgaos e tecidos do corpo, como a superficie
da pele e os tratos gastrointestinal, geniturinario e respiratorio (BESERRA, 2014). A microbiota
digestiva é a comunidade complexa de micro-organismos que Vvive no trato gastrointestinal de
humanos e animais, incluindo insetos. Em humanos, a microbiota intestinal concentra a maior
parte dos micro-organismos e 0 maior niumero de espécies em compara¢do com outros 0rgaos
do corpo, estando a maior concentracdo no intestino grosso (GOMAA, 2020).

No intestino, sdo mais de 1500 espécies de bactérias aerdbias e anaerdbias, distribuidas
em mais de 50 filos. A maior parte da microbiota intestinal pertence aos filos Firmicutes
(79,4%) e Bacteroidetes (16,9%), seguidos por Actinobacteria (2,5%), Proteobacteria (1%) e
Verrucomicrobia (0,1%). A microbiota intestinal ao nascimento é caracterizada por baixa
diversidade e constituida principalmente por bactérias pertencentes aos filos Proteobacteria e
Actinobacteria, tornando-se mais diversa a medida que fatores ambientais sdo associados,
passando os filos Firmicutes e Bacteroidetes a serem dominantes ao longo da vida (HIDALGO-
CANTABRANA et al., 2017).

A microbiota digestiva varia também ao longo do trato gastrointestinal, estando em
menor quantidade e variedade no estbmago e intestino delgado, devido a acdo bactericida do
suco gastrico, da bile e da secrecdo pancredtica, e ao peristaltismo. O ileo é um local de
transicdo, entre a escassa populagdo bacteriana do jejuno e a densa microbiota do intestino
grosso, onde encontra as condigdes favoraveis para proliferacdo devido & auséncia de secre¢des
intestinais, peristaltismo lento, abundante suprimento nutricional e pH favoravel (5,7 — 6,8). A
populagdo microbiana do célon alcanca 10'° a 10* micro-organismos por grama de contetido
luminal, superando em namero o total das células eucaridticas presentes no corpo humano. Em
decorréncia de sua abundéncia no trato digestivo, as espécies bacterianas compdem até 60% da
massa seca fecal. Fungos, protistas, archaea e virus também estdo presentes na microbiota
intestinal, porém, pouco se sabe sobre suas atividades (DE SOUZA; PEREIRA, 2007).

A maior parte das bactérias intestinais (99%) é anaerdbia, com exce¢do do que ocorre

no ceco, onde sdo registradas altas densidades de microrganismos aerdbios. O colon apresenta
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aproximadamente 400 a 500 espécies bacterianas, destacando-se, em ordem decrescente de
concentracdo, 0s Qéneros Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp.,
Clostridium spp., Peptoestreptococcus spp., Fusobacterium spp., Enterobacterium spp.,
Enterococcus spp., Eubacterium spp., bactérias metanogénicas e sulforedutoras. Os
Bacteroides spp. parecem ser os mais abundantes, compreendendo aproximadamente 30% das
bactérias do intestino, seguidos de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., 0 que sugere que
esses géneros sejam particularmente significativos no funcionamento do organismo hospedeiro
(GOMAA, 2020).

A microbiota intestinal é benéfica para o individuo quando h& simbiose com o
hospedeiro. As bactérias que apresentam metabolismo sacarolitico quase exclusivo e pouca
atividade proteolitica possuem caracteristicas probidticas, como as bifidobactérias e os
lactobacilos, enquanto outras podem desempenhar tanto efeitos patogénicos quanto probidticos,
como os bacteroides (DE SOUZA; PEREIRA, 2007).

O género Bifidobacterium spp. pertence ao filo Actinobacteria, compreende 29 espécies
e representa uma das maiores unidades taxondmicas bacterianas. As bifidobactérias sdo micro-
organismos Gram-positivos, catalase negativa, anaerdbios estritos, ndo possuem motilidade,
ndo formam esporos e habitam naturalmente o trato gastrointestinal dos seres humanos. Em
relagdo & morfologia, podem apresentar varias formas, que incluem bacilos curtos e curvados a
bacilos com extremidade em forma de V ou Y. O género Lactobacillus spp. pertence ao filo
Firmicutes, compreende em torno de 70 espécies e inclui bastonetes Gram-positivos,
anaerdbicos facultativos, ndo modveis, ndo formadores de esporos, catalase negativos e
pertencentes ao grupo das bactérias formadoras de acido lactico. Devido ao seu metabolismo,
os lactobacilos estéo entre as bactérias dominantes do intestino delgado proximal, duodeno e
jejuno, onde os substratos ricos em carboidratos séo facilmente encontrados e utilizados como
fonte primaéria de energia (BESERRA, 2014).

A microbiota intestinal saudavel desenvolve fungdes importantes no organismo, que
podem ser classificadas em trés grupos: metabolismo, protecdo e trofismo. A fungdo de
metabolismo esta relacionada a sintese, digestdo e absor¢do de nutrientes e & modulacéo da
comunicacdo cérebro-intestino. A funcdo de protecdo tem relacdo com a prevencdo do
crescimento de microrganismos patogénicos, seja por competicdo de sitio de colonizagéo ou
pela capacidade de producéo de peptideos antimicrobianos. A funcdo trofica se da pelo estimulo
a proliferacdo e diferenciacdo do epitélio intestinal, e pelo desenvolvimento e modulag¢éo do
sistema imune (BESERRA, 2014).
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Em relagdo ao efeito da microbiota intestinal no metabolismo do hospedeiro, é preciso
destacar a capacidade de sintetizar diversas vitaminas, como tiamina, riboflavina, pantotenato,
cobalamina, biotina e vitamina K. A microbiota também é responsavel por metabolizar
componentes alimentares, como antinutrientes e compostos bioativos, em substancias capazes
de serem absorvidas e que ttm grande importancia nutricional para o organismo. No processo
de fermentacéo de carboidratos ndo digeridos no trato gastrointestinal superior, como celulose,
hemicelulose, amido resistente, pectina, oligossacarideos e lignina, as bactérias do coélon
produzem hidrogénio, metano, dioxido de carbono, lactato e acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), principalmente acetato, propionato e butirato. A sintese desses acidos reduz o pH da
mucosa intestinal aos niveis ideais para absorcdo de minerais, como ferro e célcio, e
desempenha papel central em diversos outros mecanismos (GOMAA, 2020).

O eixo intestino-cérebro é definido como um sistema de comunicacdo bidirecional entre
a microbiota intestinal e o sistema nervoso central (SNC). A funcdo desse sistema é coordenar
mecanismos como reflexo entérico, permeabilidade intestinal, ativacdo imune e sinalizacdo
enteroendocrina. Os mecanismos pelos quais a microbiota intestinal exerce efeitos no SNC
parecem ter relacdo também com os AGCC circulantes, que afetam positivamente a integridade
da barreira hematoencefélica, por meio do aumento da sintese das proteinas de adeséo (tight
junctions), e limita a entrada de metabdlitos indesejaveis no tecido cerebral (IGLESIAS—
VAZQUEZ et al., 2020).

A funcdo de protecdo do hospedeiro se da de forma direta e indireta. A microbiota
intestinal representa uma barreira fisica formada por componentes celulares do endotélio
vascular e por células epiteliais. Sob condi¢fes normais, as bactérias anaerdbias residentes no
célon proliferam formando uma camada sob a superficie da mucosa intestinal que limita a
colonizagdo e crescimento de micro-organismos potencialmente patogénicos. Além disso, de
forma indireta, a reducéo do pH resultante da sintese de AGCC inibe o crescimento de bactérias
patogénicas, a degradacdo de peptideos antimicrobianos, a atividade de enzimas bacterianas
indesejaveis e a formacéo de compostos toxicos (BESERRA, 2014).

A microbiota é capaz de exercer efeito tréfico da mucosa intestinal devido ao fato de
gue os AGCC constituem a principal fonte de energia para os enterécitos e colondcitos,
estimulando e regulando a proliferacéo e diferenciacéo celular do epitélio, efeito desempenhado
principalmente pelo butirato. Adicionalmente, pode-se dizer que a microbiota intestinal
funciona como uma barreira imunoldgica do corpo humano. O sistema imune, imaturo ao

nascimento, se desenvolve ap6s a colonizagdo da microbiota intestinal, o que estimula o
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aumento do nimero de placas de Peyer, a liberacdo de imunoglobulinas e o reconhecimento
das células dendriticas (BESERRA, 2014).

Nesse contexto, efeitos probioticos relacionados as bifidobactérias incluem a
recuperacdo da microbiota intestinal apds antibioticoterapia, reducdo dos niveis séricos de
colesterol, por meio da degradacdo e eliminacdo dos 4&cidos biliares, e atividade
imunomoduladora, melhorando a resisténcia aos patdgenos e a atividade antitumoral
(HIDALGO-CANTABRANA et al., 2017). Os lactobacilos apresentam atividade probidtica
por promoverem regulacdo da microbiota intestinal, por meio da atividade antimicrobiana,
melhora do metabolismo da lactose e redugdo dos niveis séricos de colesterol (BESERRA,
2014).

Vérios sdo os fatores que podem alterar a composicdo e a funcdo da microbiota
intestinal. Além da susceptibilidade genética, o tipo de parto, o aleitamento materno, a idade, a
localizacdo geografica, 0 uso de antibidticos e o padrdo dietético exercem efeito importante
(RONAN; YEASIN; CLAUD, 2021).

A colonizacdo bacteriana varia em funcéo do tipo de parto, sendo a microbiota intestinal
de criangas nascidas pelo parto vaginal mais diversa e abundante em espécies com atividade
probidtica do que a microbiota de criancas nascidas pelo parto cesariana. O processo €
normalmente iniciado por cepas anaerdbicas facultativas pertencentes ao filo Proteobacteria,
que reduzem a concentracdo de oxigénio e permitem a colonizacdo por cepas anaerdbias.
Durante os primeiros dias de vida, Escherichia coli, Clostridium spp. e Estreptococos spp.
colonizam o trato gastrointestinal, e com a amamentacdo se desenvolvem as bifidobactérias e
os lactobacilos (DE SOUZA; PEREIRA, 2007).

O periodo mais importante de desenvolvimento da microbiota é o primeiro ano de vida.
Apbs essa fase, diversos fatores influenciam a quantidade, a diversidade e 0 metabolismo da
microbiota. Em criangas e adolescentes o filo Actinobacteria € predominante, em especial o
género Bifidobacterium spp. Na vida adulta os filos Firmicutes e Bacteroidetes sdo mais
abundantes. Em idosos ha reducdo dos géneros Bifidobacterium spp. e Bacteroides spp., €
aumento da abundéncia de Clostridium spp. e Eubacterium spp. (IHEKWEAZU;
VERSALOVIC, 2018).

Criancas amamentadas exclusivamente com leite materno até o sexto més de vida
tendem a apresentar crescimento de Actinobacteria, com destaque para Bifidobacterium spp., e

inibicdo de Firmicutes e Proteobacteria, resultante do metabolismo dos oligossacarideos



29

presentes no leite humano. Ja criancas alimentadas com férmulas infantis apresentam maior
abundancia de Clostridium spp. e Bacteroides spp. (IHEKWEAZU; VERSALOVIC, 2018).

Ap0s a infancia a microbiota continua a se desenvolver e a dieta se torna a principal
responsavel pela sua estrutura, forma e variedade. Dietas baseadas em vegetais, em funcdo do
maior quantitativo de fibras, estdo relacionadas a maior variagdo das espécies microbianas, com
prevaléncia dos filos Firmicutes e Bacteroidetes. J& o padrdo alimentar rico em alimentos de
origem animal e gorduras esta relacionado a maior abundancia de espécies tolerantes a bile,
como Bacteroides spp., e supressdo de Firmicutes (DAVID et al., 2013; IDDRISU et al., 2021).

Individuos que vivem em regides mais industrializadas apresentam maior abundancia
de Bacteroidetes, enquanto adultos com estilo de vida rural apresentam maior abundancia de
Firmicutes (ZHUANG et al., 2019). Aqueles expostos ao uso de antibioticos tendem a
apresentar alteracbes na quantidade, diversidade e metabolismo da microbiota, devido a
alteracdo do mecanismo de competitividade pelo qual a microbiota inibe a colonizagéo de cepas
patogénicas. Esse efeito varia em funcao do tipo de antibidtico, dose e tempo de uso (GONG et
al., 2021).

Em relacdo aos fatores genéticos, o controle da colonizacdo bacteriana parece estar
relacionado a disponibilidade e caracteristicas dos sitios de adesdo na mucosa intestinal,
geneticamente determinados. A especificidade na ligacdo da bactéria com um receptor de
mucosa permite a colonizacdo do hospedeiro, caso contrério ela tende a ser eliminada pelo
peristaltismo intestinal. As bactérias autdctones habitam permanentemente o trato
gastrointestinal, como as bifidobactérias e os lactobacilos, enquanto as bactérias aldctones
habitam temporariamente, uma vez que ndo possuem uma adequada adesdo a mucosa (DE
SOUZA; PEREIRA, 2007).

A microbiota saudavel é definida como aquela que conserva e promove o0 bem-estar e a
auséncia de doencas, especialmente do trato gastrointestinal. Embora a microbiota intestinal
seja relativamente estavel durante a vida, como demonstrado anteriormente, alguns fatores
podem afetar este equilibrio, desencadeando aumento de bactérias patogénicas e configurando
situacdo de risco. Algumas dessas bactérias podem colonizar o intestino delgado, o que causa
consideraveis prejuizos a fungédo digestiva e ao organismo como um todo (BESERRA, 2014).

O desequilibrio da populacdo microbiana, com predominio de bactérias patogénicas
sobre aquelas de atuacdo probiotica, é caracterizado como disbiose intestinal. A disbiose é
definida como um estado em que a microbiota intestinal produz efeitos nocivos ao hospedeiro

por meio de mudancas qualitativas e quantitativas da sua composi¢do, mudangas no
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metabolismo da populagéo bacteriana e alteragdes na distribuicéo das bactérias. Entre os fatores
causais dessa disfungéo estdo a dieta ocidentalizada e o uso indiscriminado de antibioticos. As
alteracdes na microbiota estdo relacionadas com o desenvolvimento de diversos distarbios,
como sindrome do intestino irritdvel, doencas inflamatorias intestinais, hepaticas,
cardiovasculares e autoimunes, obesidade, diabetes e alergias (PELLIZONI et al., 2021).

A principal consequéncia direta da disbiose € o aumento da permeabilidade da mucosa
intestinal, o que pode induzir a endotoxemia ocasionada por aumento de lipopolissacarideos
(LPS), fragmentos de bactérias intestinais Gram-negativas; ao aumento da sintese de citocinas
pré-inflamatorias; a infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo; e ao consequente processo
inflamatorio local e sistémico, representando efeito importante no desencadeamento de
resisténcia periférica a insulina, obesidade, sindrome metabdlica e doengas cardiovasculares
(PELLIZONI et al., 2021).

Adicionalmente, microbiota intestinal participa da regulacdo do metabolismo energético
por varios mecanismos, incluindo a absorcdo de energia a partir da dieta e a modulacéo de
horménios gastrointestinais. Dessa forma, em condicdo de disbiose, a microbiota pode
contribuir de forma significativa para o surgimento da obesidade. A fermentacdo de
polissacarideos ndo digeriveis por parte da microbiota intestinal induz o aumento da absor¢do
de energia devido a maior absor¢do dos monossacarideos e dos AGCC resultantes desse
processo. Os AGCC atuam também estimulando a sintese do peptideo semelhante ao glucagon
1 (GLP-1) e do peptideo tirosina tirosina (PYY) pelas células do intestino delgado distal e do
cdlon. O GLP-1 estimula a proliferacao das células B-pancreaticas, assim como a secrecdo de
insulina por elas. O PYY inibe as secrecOes gastrica e pancreética, e 0 esvaziamento gastrico,
permitindo maior tempo de contato entre a microbiota e os substratos energéticos, a fim de
prolongar a sintese de AGCC (BOUTER et al., 2017). A microbiota de individuos com
obesidade apresenta maior abundancia de cepas com capacidade de fermentacéo e de captacéo
de energia da dieta, resultante de uma maior propor¢do de Firmicutes em relacdo a
Bacteroidetes. Tende também a apresentar menor abundéncia de Bifidobacterium spp. e
algumas espécies de Lactobacillus spp., como L. lantarum (GOMAA, 2020).

Outro aspecto importante € a capacidade da microbiota de metabolizar colina e carnitina,
uma vitamina e um aminoacido, respectivamente, abundantes no padréo dietético ocidental por
estarem presentes em maior quantidade em alimentos de origem animal. O resultado do
metabolismo desses compostos é a sintese de trimetilamina (TMA), que é oxidada no figado

dando origem a trimethylamine-N-oxide (TMAO), que, por sua vez, leva a supressao de enzimas
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que sintetizam &cidos biliares e transportadores de colesterol, o que estd relacionado a
patogénese da aterosclerose (KOETH et al., 2013). A microbiota intestinal de individuos com
doencas cardiovasculares (DCV) apresenta menor abundancia de cepas produtoras de butirato,
como Bifidobacterium spp. (GOMAA, 2020).

Indiani e colaboradores, em um estudo de revisdo sistematica, demonstraram que 0
aumento do filo Firmicutes e a reducdo do filo Bacteroidetes, em especial dos géneros
Bacteroides spp. e Prevotella spp., estava relacionado ao excesso de peso em criangas entre 0
e 13 anos. As espécies Clostridium leptum, Eubacterium hallii e Lactobacillus spp. indicaram
armazenamento de tecido adiposo, enquanto Clostridium difficile e o género Staphylococcus
spp. foram correlacionados com a presenca de baixo IMC (INDIANI et al., 2018). Riva et al,
em 2017, observaram em criangas de 6 a 17 anos que a obesidade foi associada a niveis elevados
de Firmicutes e depletados de Bacteroidetes na microbiota intestinal (RIVA et al., 2017).

Apesar de terem efeito na satde humana elucidados pela literatura no que diz respeito a
integridade da mucosa intestinal e do funcionamento digestivo, os estudos que visam relacionar
bifidobactérias com desfechos metabdlicos, como obesidade e DCV, apresentam resultados
conflitantes, em especial na populacdo infantil. Da mesma forma, as bifidobactérias, por
pertencerem ao filo Actinobacterias, ndo sdo comumente avaliadas quando o interesse é
investigar a propor¢do entre Firmicutes e Bacteroidetes, o que representa uma lacuna na

literatura cientifica sobre esse tema.
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3 JUSTIFICATIVA

A prevaléncia de DCNT vem aumentando de forma significativa na populacéo brasileira
em idade escolar, sendo considerada um problema de salde publica que pode impactar
negativamente o crescimento e desenvolvimento desses individuos, além de contribuir para a
sobrecarga do Sistema Unico de Salde (SUS). Esse cenério parece ser influenciado por
multiplos fatores, incluindo préaticas alimentares ndo saudaveis e desequilibrio da microbiota
intestinal. Estudos demonstram que o padrdo alimentar ocidental, caracterizado por grande
consumo de alimentos industrializados e maior participagdo cal6rica proveniente de alimentos
de origem animal, estd relacionado ao desequilibrio da microbiota intestinal, com
predominancia de bactérias patogénicas. De forma oposta, 0 maior consumo de alimentos de
origem vegetal e minimamente processados vem sendo relacionado a predominancia de
bactérias probidticas na microbiota intestinal.

A escola exerce influéncia fundamental na formacdo de habitos alimentares saudaveis,
seja pela promocdo de educacdo nutricional ou pela oferta de refeicdes. No Brasil, 0 PNAE
fornece refeicdes para mais de 46 milhdes de estudantes durante 200 dias letivos por ano. No
ambito local, o MPBA propés uma acdo estratégica de enfrentamento aos distirbios
nutricionais na populacdo em idade escolar e de promogdo de sustentabilidade social,
econdmica e ambiental. Entre as propostas do PES estava a reducdo da oferta de alimentos de
origem animal e ultraprocessados na alimentacdo escolar de uma populacéo especifica.

Os estudos de abrangéncia nacional que avaliam o estado nutricional e metabdlico de
criancas e adolescentes brasileiros apresentam grande relevancia, no entanto apresentam
limitagdes quanto a disponibilizacdo de dados sobre a populacdo fora das capitais. Da mesma
forma, pesquisas que buscam avaliar a composi¢do da microbiota intestinal da populacdo em
idade escolar ainda sdo pouco disponiveis em nosso meio. Ademais, embora encontre
consonancia na literatura cientifica, a proposta do MPBA ¢ inédita na populacao brasileira, o
que reforca a necessidade de acompanhamento do seu impacto, em especial na saide dos
individuos expostos.

Ressalta-se que os resultados deste estudo de intervencdo contribuirdo para o
conhecimento das condi¢6es de satde da populagdo em idade escolar no &mbito local e poderéo
nortear a implementacéo e o realinhamento de politicas publicas de SAN.



33

3.1 HIPOTESE

As concentracdes fecais de Bifidobacterium spp. tém associacdo com parametros

geograficos, antropométricos, laboratoriais e dietéticos em individuos em idade escolar.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associagéo entre as concentragdes fecais de Bifidobacterium spp. e parametros
geogréficos, antropométricos, laboratoriais e dietéticos em um grupo de estudantes da rede
municipal de ensino do sertdo do estado da Bahia submetido a um programa de intervencao na

alimentacéo escolar.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar as caracteristicas clinicas, as caracteristicas do consumo alimentar e o
diagnéstico laboratorial e antropométrico dos participantes do estudo, e sua associacdo
com a zona geografica da escola (rural ou urbana);

2. Avaliar a associacao entre zona geogréafica da escola (rural ou urbana), caracteristicas
clinicas e do consumo alimentar, diagndstico laboratorial e antropométrico, e as
concentragOes fecais de Bifidobacterium spp.;

3. Determinar as caracteristicas nutricionais dos cardapios escolares implementados no
ambito do Programa Escola Sustentavel,

4. Avaliar o impacto da intervencao alimentar no contexto do Programa Escola Sustentavel
nas concentracOes fecais de Bifidobacterium spp., e sua associacdo com parametros

laboratoriais e antropométricos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Esta pesquisa de doutorado é parte integrante de um estudo maior intitulado “Avaliagdo
de um projeto de intervencdo na merenda escolar sobre a salde de criangas e adolescentes no
sertao da Bahia”, que inclui pesquisadores e estudantes de mestrado e doutorado da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP), Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) - Instituto
Gongalo Moniz (IGM) e Universidade de Manchester, no Reino Unido. O estudo maior tem
como objetivo avaliar o impacto da intervencdo alimentar proposta pelo MPBA na salde da
populacéo, o que vem sendo desenvolvido pela EBMSP e pela Fiocruz-IGM, e, recentemente,
agregou o intuito de identificar também o impacto social e ambiental na comunidade envolvida,
eixo desenvolvido pela parceria com a Universidade de Manchester (Manchester, Reino
Unido).

A presente tese de doutorado inclui duas abordagens de delineamento, sendo a primeira
um corte transversal e a segunda de intervencéo, na qual foi feita avaliacdo de uma amostra dos

individuos expostos a intervengdo em dois momentos.

5.2 INTERVENCAO A SER AVALIADA

O PES, acdo estratégica do MPBA, tem como objetivo o fomento de politicas publicas,
no ambito das unidades escolares municipais, que visem a melhoria da qualidade e quantidade
da alimentacdo escolar; prevencdo de doengas; racionalizacéo de recursos publicos financeiros
e ambientais; e promogdo de educacgdo nutricional, ambiental e humanitaria. O Programa foi
implementado em 2018 em 4 municipios do sertdo do estado, alcancando 137 escolas, 30
creches e, aproximadamente, 32 mil estudantes (MPBA. MINISTERIO PUBLICO DA
BAHIA, 2018).

Em 2018 foram desenvolvidas atividades de sensibilizagcdo dos gestores locais e da
sociedade civil; capacitagdo técnica das cozinheiras escolares; fortalecimento da agricultura
familiar local; planejamento para melhoria da estrutura fisica das escolas, incluindo reforma
das cozinhas; aces de educacdo nutricional e ambiental, envolvendo os escolares e toda a
comunidade; e testes de aceitabilidade, por parte dos estudantes, das preparagdes a serem

implementadas nos cardapios.
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Em 2019 foi iniciada a mudanca dos cardapios escolares, implementados pelas
nutricionistas responsaveis técnicas pela alimentacdo escolar nos municipios, que previa a
substituicdo gradual dos itens de origem animal por vegetais até o final do ano letivo de 2020.
A previsdo era de que no ano 2019 o cardapio baseado em vegetais fosse implementado duas
vezes por semana, sendo ampliado para trés vezes no primeiro semestre de 2020 e quatro vezes
por semana no final de 2020. No entanto, a pandemia de COVID-19 e a consequente suspensao
das aulas presenciais no inicio do ano letivo de 2020, em funcdo da necessidade de

distanciamento social, levaram a interrupcdo do curso das atividades.

5.3 POPULACAO DO ESTUDO

Escolares das cidades de Barrocas, Biritinga, Serrinha, Teofilandia e Valente, no sertdo
do estado da Bahia, regularmente matriculados na rede publica municipal de ensino nos anos
de 2019 e 2020 foram convidados para participar do estudo. As caracteristicas

sociodemogréaficas dos municipios podem ser observadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Caracteristicas sociodemogréaficas dos municipios que compuseram a amostra do estudo nos anos de
2019 e 2020.

) Municipio
Indicadores o ) ) )
Barrocas Biritinga  Serrinha Teofilandia Valente
Populagdo (nimero de pessoas)* 14.191 14.836 76.762 21.482 29.111
Populagdo com rendimento mensal
per capita de até 1/2 salario- 50,5% 55,4% 46,9% 52,3% 40,9%
minimo*
Taxa de escolarizagdo de 6 a 14 anos? 98,7% 98% 97,3% 96,8% 98,7%
Estabelecimentos de ensino
20 36 71 21 29
fundamental?
Estabelecimentos de ensino médio 2 1 1 11 2 4
Estabelecimentos de Salde SUS3 16 24 38 10 17
Taxa de esgotamento sanitario
26,9% 15,5% 49,1% 22,2% 45,9%
adequado?
indice de Desenvolvimento Humano
o 0,610 0,538 0,634 0,566 0,637
Municipal®
Bioma Caatinga Caatinga  Caatinga Caatinga Caatinga

'Censo (dados de 2010). *Ministério da Educagdo (dados de 2020). *Ministério da Satde (dados de 2009).
Fonte: (IBGE. INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, [s.d.]).
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A partir da lista de estudantes matriculados em 2019 na rede municipal de ensino dos
municipios de Barrocas, Biritinga, Serrinha e Teofilandia, onde o PES foi implementado, foram
randomicamente selecionados 350 individuos para participacdo do estudo maior (proporcéao
estimada de excesso de peso de 20%; intervalo de confianca da média de 95%; precisdo
desejada de 4%). Por questdes orcamentérias relacionadas a analise da microbiota fecal, para
realizacdo do presente estudo uma subamostra do projeto original foi selecionada, de forma
igualmente randémica por meio de sorteio, resultando em 124 individuos alocados em 15
unidades escolares das regides rural e urbana, de forma a manter o critério de proporcionalidade
da amostra ao tamanho das Diretorias Regionais de Educacdo (DRE). Com base no tamanho
do efeito esperado de 0,5, de acordo com o estudo desenvolvido por Fava e colaboradores
(FAVA et al., 2022), e uma probabilidade de erro alfa de 0,05, essa subamostra confere ao
estudo um poder de 99%.

A fim de agregar robustez ao estudo, uma outra amostra de 124 individuos foi
selecionada, por conveniéncia, como grupo controle, provenientes de 3 unidades escolares do
municipio de Valente, adjacente e que ndo integrou o escopo do Programa. No entanto, a
pandemia de COVID-19 levou a interrupcdo das atividades de coleta de dados no inicio de
2020, de forma que o grupo controle resultou em 66 individuos. A avaliacdo transversal deste
estudo considera a amostra de 190 individuos, sendo os 124 do grupo exposto a intervencgéo
somados aos 66 do grupo ndo exposto. A abordagem de intervencdo foi feita com os 124
individuos expostos sendo também comparados aos 66 ndo expostos, conforme esquematizado

na Figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma de sele¢do da amostra do estudo.

Fonte: Elaboragéo da autora

Foram incluidos no estudo individuos com idade entre 5 e 19 anos, que nao
apresentavam diagnostico prévio de doencas intestinais, alergias e intolerancias alimentares.
Foi considerado critério de exclusdo o uso de antibidticos nos 30 dias que antecederam a coleta

do material fecal.
5.4 COLETA DOS DADOS

A previsdo inicial era de que o estudo longitudinal de intervencao teria duracdo de dois
anos, sendo feitas coletas em trés momentos, ao inicio e ao final do ano letivo de 2019, e ao
final do ano letivo de 2020. A interrupgéo do calendario escolar no inicio do ano letivo de 2020
em funcédo da pandemia de COVID-19 levou a reformulac&o do cronograma de coleta de dados
e 0 periodo de observacdo da exposi¢do foi reduzido para um ano, limitado a 2019. Os 124
individuos expostos a intervencao foram avaliados em dois momentos, no inicio (DO0) e no final
do ano letivo de 2019 (D240). O grupo controle seria avaliado em dois momentos, ao inicio e
ao final do ano letivo de 2020. Em funcédo da alteracdo do cronograma, 0s 66 individuos ndo
expostos a intervencdo foram avaliados em um Unico momento, no inicio do ano letivo de 2020.

A avaliacdo incluiu dados clinicos, dietéticos, laboratoriais e antropométricos. A coleta dos
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dados foi feita por equipe treinada, pela manh4, nas instalagdes das unidades escolares nas quais

os individuos estavam regularmente matriculados.

5.4.1 Avaliacéo clinica

A avaliagdo clinica foi realizada por meio de entrevista presencial, orientada por um
questionario previamente estruturado (em apéndice) contendo perguntas sobre o histérico
clinico do individuo, a ser respondido pelo representante legal. Além dos dados de
identificacdo, as perguntas incluiram tipo de parto, presenca e tempo de duracgdo do aleitamento

materno exclusivo, historico de doengas, historico familiar e uso de medicacdes.

5.4.2 Avaliacdo do consumo alimentar

A avaliacdo do consumo alimentar foi feita de forma retrospectiva, por meio do
instrumento validado Recordatério de 24 horas (em apéndice), que se fundamenta na
identificacdo e quantificacdo de todos os alimentos ingeridos no dia que antecede a entrevista.
Para auxilio no preenchimento das informacdes e determinacdo mais fidedigna do
porcionamento prepara¢des consumidas foi usado um album fotografico de porcGes alimentares
(CRISPIM, 2017), onde o individuo e ou seu responsavel legal indicava ao entrevistador o
tamanho da porc¢édo do alimento consumido. Para avaliacdo quantitativa do consumo alimentar
foram usados os instrumentos Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (UNICAMP,
[s.d.]) e Tabela de Composicdo Centesimal de Alimentos do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE. INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2011).
Para avaliacdo qualitativa foi usada a classificacio NOVA (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

5.4.3 Avaliacao dos cardapios escolares

Para avaliacdo dos cardapios implementados pelas nutricionistas responsaveis técnicas
pela alimentacdo escolar nos municipios expostos a intervencdo, os mesmos foram separados
em duas categorias, devido a diferenca entre o nimero de refei¢Ges ofertadas por dia, itens que
compuseram as refeicdes e quantidades de consumo per capita. A primeira categoria incluiu os

cardapios ofertados em creches e unidades de pré-escola, que incluiam 3 refeicdes por dia, e a
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segunda categoria foi composta pelos cardapios implementados nas unidades de ensino
fundamental, médio e de jovens e adultos, que incluiam 2 refei¢bes por dia. Para analise foi
selecionada uma amostra composta pelas 30 refeicdes mais repetidas nos cardapios da primeira
categoria, 15 contendo alimentos de origem animal e 15 baseadas em vegetais, e pelas 20
refeicbes mais repetidas nos cardapios da segunda categoria, 10 contendo alimentos de origem
animal e 10 baseadas em vegetais. Essas 30 refeicOes da primeira categoria e 20 refeicdes da
segunda categoria representam as preparacdes mais ofertadas aos estudantes dos municipios
que integraram o escopo do Programa Escola Sustentavel no ano de 2019 e foram analisadas
para fins de comparacéo entre aquelas que continham alimentos de origem animal, intituladas
“cardapio convencional”, ¢ as baseadas em vegetais, intituladas “cardapio sustentavel”.

Para avaliacdo quantitativa da composi¢do nutricional das refeicbes foi usado o
instrumento Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (UNICAMP, [s.d.]) e para
avaliacdo qualitativa foi usada a classificacio NOVA (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2014). A avaliacdo da adequacéo nutricional dos cardépios foi feita com base nas determinacdes
da Resolucdo do PNAE entfo vigente (BRASIL. MINISTERIO DA EDUCACAO, 2009), que
especifica a oferta didria minima de calorias totais, carboidratos, proteinas, lipidios, fibras,
vitaminas A e C, célcio, ferro, magnésio e zinco na alimentacédo escolar, assim como os niveis
maximos permitidos de gordura saturada, acucar e sddio. Apesar de ndo ser determinada pela
legislacdo, optou-se por incluir na analise as quantidades de colesterol e vitamina B12, usando
como referéncia para avaliacdo da adequacao os valores de ingestao diaria recomendados pelo
Institute of Medicine (INSTITUTE OF MEDICINE, 1998; TRUMBO et al., 2002),
considerando-se a obrigatoriedade de oferta de 70% das necessidades de ingestdo diaria de
nutrientes para os cardapios praticados em creches e pré-escolas, e 30% para cardapios

aplicados em escolas do ensino fundamental, médio e de jovens e adultos.

5.4.4 Avaliacéo laboratorial

A avaliacgdo laboratorial incluiu parametros sanguineos e fecais. As amostras de sangue
foram coletadas com o individuo em jejum, por equipe técnica especializada, e analisadas pelo
Laboratorio Central de Saude Publica (LACEN) da regido e por laboratérios privados, sob
fomento e responsabilidade da Secretaria de Saude dos municipios envolvidos. Foram avaliados

os indicadores: hemograma, glicemia, colesterol total e fracdes, triglicerideos, ferritina,
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vitamina B12 e 25-OH-vitamina D3. As amostras de sangue foram posteriormente
encaminhadas para armazenamento no biorrepositorio da EBMSP.

As amostras de fezes foram coletadas pelos participantes e ou responsaveis legais, sendo
acondicionadas em recipientes estéreis previamente fornecidos pela equipe de pesquisa, para
andlise da microbiota fecal. O material foi entregue para a equipe de pesquisa e transportado a
4° C ate laboratdrios privados de apoio local, onde foi feita a extracdo de uma aliquota que,
posteriormente, foi transportada em gelo seco até o Laboratorio de Patologia Experimental
(LAPEX), no Instituto Gongalo Moniz (IGM) - Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), na cidade
de Salvador, para ser armazenado a -20° C até o momento da anélise. O restante do material
fecal foi encaminhado para analise parasitolégica em um laboratério privado também em
Salvador.

A extracdo do DNA bacteriano das fezes foi feita com o kit QlAamp PowerFecal DNA
Kit® (QIAGEN, Canada), de acordo com as especificacdes do fabricante. Foi feita quantificacdo
e analise da pureza do DNA extraido, utilizando o equipamento de espectrofotometria
NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

A quantificacdo da microbiota de interesse foi feita pelo método Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (RT-PCR), usando o equipamento Real-time PCR 7500® (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos). Para quantificacdo das bactérias totais - Total Bacteria (TB)
foram usados os iniciadores Primer Forward ACTCCTACGGGAGGCAGCAG e Primer
Reverse ATTACCGCGGCTGCTGG, e para andlise de Bifidobacterium spp. (BIF) foram
usados os iniciadores Primer Forward GCGTGCTTAACACATGCAAGTC e Primer Reverse
CACCCTTTCCAGGAGCTATT (Ludwig Biotecnologia®). As analises foram feitas usando 1
uL da amostra de DNA extraido, 5 puL de Sybr Green Master Mix® (Applied Biosystems,
Estados Unidos), 0,1 pL de Primer Forward, 0,1 pL de Primer Reverse e 3,8 pL de agua
ultrapura, somando na reacéo final 10 pL em cada poco da placa. O processo foi feito tanto para
quantificacdo de TB quanto para quantificacdo de BIF. A programacgdo de amplificacdo
executada no equipamento foi: 50° C por 2 minutos, 95° C por 10 minutos, seguido por 40
ciclos a 95° C por 1 segundo e a 60° C por 1 minuto, adicionando a Melt Curve Stage (95° C
por 15 segundos, 60° C por 1 minuto, 95° C por 30 segundos, 60° C por 15 segundos).

O software acoplado ao equipamento fornece o resultado da amplificacdo do DNA alvo
na forma de um valor de ciclo de limiar - Threshold Cycle (Ct). Dele foi extraido um valor de
delta Ct (ACt), resultado da subtracdo do Ct do gene alvo (BIF) do Ct do gene de referéncia
(TB), conforme demonstrado na equacéao 1. Os resultados da quantificacdo foram apresentados
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em Unidades de Expressdo Relativa - Relative Expression Units (REU), dividindo 10.000 por
2 elevado a delta Ct, de acordo com o modelo de Albesiano e colaboradores (ALBESIANO et
al., 2003), conforme demonstrado na equacéo 2. Esses resultados expressam uma estimativa

da abundancia do género bacteriano de interesse em relacdo ao total de bactérias da amostra.

Equacéo 1:
ACt = Ct do gene alvo (BIF) - Ct do gene de referéncia (TB)

Equacéo 2:
REU =10.000
2 ACt

5.4.5 Auvaliacdo antropométrica

A avaliagdo antropométrica foi realizada por meio do indicador indice de Massa
Corporal (IMC) para Idade (IMC/I). Com o individuo vestindo o uniforme da escola, a aferigéo
do peso foi feita por meio de balanca eletronica digital (Seca®, Hamburgo, Alemanha) com
capacidade maxima de 150 Kg e precisdo de 0,1 kg. A altura foi mensurada com o estudante
sem sapatos, por meio de um estadidmetro vertical portatil (AVA-312®, Brasil) graduado em
centimetros, com capacidade maxima de 2,10 m e precisdo de 0,001 m. Ambos os equipamentos
estavam calibrados por assisténcia técnica credenciada pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO). O IMC foi calculado por meio da férmula
de Quetelet (peso em kg/alturaem metros?) e o IMC/I foi classificado de acordo com a analise
de escore-z, com base nas curvas de crescimento infantil da OMS para determinacgdo do estado
nutricional (WHO. WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007).

Para fins de avaliagdo de risco cardiovascular foi avaliada a Circunferéncia da Cintura
(CC), aferida com auxilio de fita métrica inelastica (Balmak®, Brasil) com faixa de medigo de
0 a 150 cm e graduagdo em milimetros. As medidas de CC foram comparadas com as curvas
propostas por Fernandez (FERNANDEZ et al., 2004). Foi entdo calculada a Relacéo Cintura-
Estatura (RCE), conforme proposto por McCarthy e Ashwell (MCCARTHY; ASHWELL,
2006) e validado para criangas e adolescentes por Nambiar e colaboradores (NAMBIAR et al.,
2009), tendo sido considerado risco cardiovascular valores superiores a 0,5. Foi investigado

também o fendtipo de cintura hipertrigliceridémica, sendo considerado presente na ocorréncia
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simultanea de circunferéncia da cintura superior ao adequado para sexo e idade, e
hipertrigliceridemia (SILVA et al., 2020; TAYLOR et al., 2000).

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para tabulacdo dos dados coletados foi usada a plataforma RedCap®, com inclusdo dos
dados em dupla entrada e sob supervisdo dos coordenadores da pesquisa. As analises estatisticas
foram feitas por meio dos softwares R® versdo 4.1.0, GraphPad Prism® versdo 8.2.1 e Stata®
versdo 11. Para caracterizacdo da amostra foi realizada a andlise descritiva. Apds verificacdo
do comportamento de normalidade das varidveis numéricas, por meio dos testes Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk, foram estabelecidas as medidas de tendéncia central e dispersao, sendo
consideradas as médias e seu respectivo desvio-padrdo para as varidveis paramétricas, e as
medianas e seus e intervalos interquartis para as ndo paramétricas. Para fins de comparagédo
entre essas medidas foram usados os testes: t de Student para variaveis paramétricas; Mann-
Whitney para as ndo parameétricas; e Kruskal-Wallis para avaliacdo de 2 ou mais variaveis ndo
paramétricas. As variaveis categoricas foram comparadas por meio dos testes: qui-quadrado de
Pearson e Exato de Fisher, quando adequado. A estatistica inferencial foi feita pelas
correlagOes de Pearson para variaveis paramétricas; Spearman para as ndo paramétricas; e pelo
modelo de regressdo logistica binomial para investigacdo de medidas de associacdo (razdo de
prevaléncia). A avaliacdo longitudinal foi feita usando os testes: t de Student pareado para
varidveis paramétricas; e Wilcoxon para as nao paramétricas. Foram considerados significativos

valores de p menores que 0,05.

5.6 CONSIDERACOES ETICAS

A pesquisa original intitulada “Avaliagdo de um projeto de interveng¢do na merenda
escolar sobre a saude de criangas e adolescentes no sertdio da Bahia” (CAAE:
91282318.3.0000.5544), na qual o presente estudo esta inserido, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Escola Bahiana de Medicina e Sadde Pdblica no dia
17 de setembro de 2018, sob o parecer de numero 2.962.623, conforme determinado pela
Resolugéo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL., 2013).

A participacdo do individuo no estudo foi condicionada a concordancia voluntéria por
parte do mesmo e ou de seu responsavel legal, documentada pela assinatura do Termo de
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Assentimento (TA), quando cabivel, e do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), ambos em apéndice, apds serem devidamente informados sobre os aspectos
relacionados a pesquisa.

Todas as atividades de coleta de dados contaram com a presencga de um médico. Apos as
avalia¢des com o individuo em jejum, todos receberam refeicdo completa ofertada pelas escolas
e sob supervisdo das nutricionistas responsaveis técnicas pela alimentacdo escolar dos
municipios.

Os individuos avaliados receberam os resultados das avaliagbes antropométrica e
laboratorial, além de orientagBes nutricionais para uma alimentacdo saudavel. Aqueles com
diagnostico de hiperglicemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, excesso de peso e
anemia ferropriva receberam orienta¢bes nutricionais especificas. Os casos graves de
deficiéncia de vitamina B12 e valores insuficientes de ferritina foram orientados quanto a
reposicdo medicamentosa, custeada pela Secretaria de Satde por meio do Ministério Publico.
Os casos graves de hiperglicemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e excesso de peso,
para os quais houve indicacdo de acompanhamento individualizado, foram encaminhados para
o0 Centro de Diabetes e Endocrinologia da Bahia (CEDEBA), em Salvador.
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS REFERENTES AO MANUSCRITO 1

Os resultados apresentados neste capitulo se referem ao primeiro manuscrito produto da
tese, submetido a publicacdo em novembro de 2022, e respondem ao primeiro objetivo
especifico da pesquisa - Determinar as caracteristicas clinicas, as caracteristicas do consumo
alimentar e o diagndstico laboratorial e antropométrico dos participantes do estudo, e sua

associacao com a zona geogréafica da escola (rural ou urbana).

Titulo: Ultra-processed food consumption is related to higher trans fatty acids and sugar

intake, and micronutrients impaired status in schoolchildren of Bahia, Brazil.

Periddico: Nutrients (open access; fator de impacto 6,706; classificacdo A2 para area de
avaliacdo Medicina I1).
DOI: <https://doi.org/10.3390/nu15020381>

Principais resultados: Observou-se excesso de peso em 34%, RCE elevada em 9% e
hipertrigliceridemia em 17% dos individuos avaliados, sendo esses achados mais expressivos
entre os estudantes da zona urbana (45%, p = 0,011; 15%, p = 0,015; 24%, p = 0,026,
respectivamente). O consumo de alimentos ultraprocessados representou 21% da ingestdo
caldrica total no dia anterior a entrevista e apresentou correlagdo positiva com a ingestdo de
acidos graxos trans (r = 0,70) e acucar (r = 0,59). O consumo de alimentos ndo processados
mostrou uma correlacdo fraca, porém significativa, com o IMC (r = 0,22) e a CC (r = 0,23),
enquanto o consumo de carne processada mostrou correlagdo negativa com os niveis séricos de
ferritina (r = -0,16) e vitaminas D (r = -0,20) e B12 (r = -0,15). Esses achados chamam atencéo
para a necessidade de politicas publicas locais que promovam SAN para a populacdo em idade

escolar no intuito de prevenir ndo somente DCNT, mas também deficiéncias nutricionais.
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Abstract: Ultra-processed food (UPF) consumption impacts nutrient intake and plays an important
role in non-communicable diseases (NCD), even among schoolchildren. This cross-sectional study
aimed to characterize the food consumption of this population and its relationship with laboratory
and anthropometric aspects. A sample of 190 subjects aged 5 to 19 y was randomly selected for
dietary, laboratory, and anthropometric assessment. Statistical inference was calculated using Spear-
man’s correlation. Excess weight was observed in 34%, a high Waist-to-Height Ratio in 9%, and
hypertriglyceridemia in 17% of the subjects, higher among those from urban schools (45%, p = 0.011;
15%, p = 0.015; 24%, p = 0.026, respectively). UPF consumption represented 21% of caloric intake and
showed a positive correlation with trans fatty acids (r = 0.70) and sugar (r = 0.59) intake. Unprocessed
food consumption showed a weak, but significant, correlation with Body Mass Index (r = 0.22) and
Waist Circumference (r = 0.23), while processed meat showed a negative correlation with serum
ferritin (r = —0.16) and vitamins D (r = —0.20) and By, (r = —0.15). These findings highlight the need
for public policies to promote Food and Nutritional Security for schoolchildren to prevent NCD and
nutritional deficiencies.

Keywords: nutrition; diet quality; food consumption; ultra-processed food; nutritional status;
school-age population

1. Introduction

Brazil follows the global trend of reducing thinness and increasing overweight and
obesity prevalence in the school-age population, currently recognized as a public health
problem [1]. The National School Health Survey [2] and the Surveillance System for Risk
and Protection Factors for Chronic Diseases by Telephone Survey [3] revealed that over-
weight increased by 239% in the last 20 years, with 15% of Brazilians between 6 and 18 years
old diagnosed with overweight and 5% with obesity. The Study of Cardiovascular Risks in
Adolescents also pointed to a growing prevalence of comorbidities such as hypercholes-
terolemia (20.1%), systemic arterial hypertension (9.6%), and metabolic syndrome (2.6%)
among Brazilians aged 12 to 17 years, although nutritional deficiencies are still considered
public health problems in this population [4].

Chronic Non-Communicable Diseases (NCDs) can develop because of multiple causes,
with an unhealthy diet being one of the main modifiable risk factors. Although clinical
manifestations are more frequently observed in adulthood, exposure to risk factors has
been occurring at an increasingly early age [5]. The Brazilian population reveals a growing
tendency to replace basic foods, such as rice, beans, fruits, vegetables, meat, and milk, with
industrialized beverages and foods, such as cookies, processed meats, ready-to-eat foods,
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sugar, and salt. Analysis by age group shows that fruit and vegetable consumption is lower
among adolescents compared to adults and the elderly. On the other hand, ultra-processed
food (UPF) consumption is higher in adolescents [6].

UPFs are industrial formulations entirely or mostly made up of substances extracted
from food, derived from food constituents, and/ or synthesized in laboratories from organic
materials [7]. Recent literature has shown that this group of foods has a negative impact on
the quality of the population’s diet due to several factors, negatively influencing nutrient
intake [8]. The increased consumption of UPF is associated with the risk of metabolic
syndrome in adolescents and dyslipidemia in children [9]. According to the Food Guide
for the Brazilian Population, the consumption of these foods should be avoided and should
not contribute to the achievement of daily nutritional needs [10]. Despite this, UPFs are
increasingly present in the eating habits of the population, especially children [11].

Therefore, the present cross-sectional study aims to describe the characteristics of
food consumption in terms of processing level and nutrient intake, anthropometric mea-
surements and serum concentrations of ferritin, hemoglobin, components of lipid profile,
blood glucose, and vitamins D and By, of students from rural and urban public schools
in Bahia, Brazil. These results will contribute to the knowledge of the health conditions
of the school-age population at the local level and may guide the implementation and
realignment of public policies on Food and Nutrition Security for the public.

2. Materials and Methods
2.1. Population

Students from the cities of Barrocas, Biritinga, Serrinha, Teofilandia, and Valente, in
the northeast of Bahia, Brazil, regularly enrolled in the municipal public school system
in the years 2019 and 2020, including rural and urban areas, were invited to participate.
Individuals aged between 5 and 19 years were considered eligible, excluding those with a
previous diagnosis of food allergies and intolerances, resulting in a sample of 190 randomly
selected individuals (95% CI, estimated overweight proportion of 15%, desired accuracy
of 5%).

2.2. Data Collection

Clinical demographic, dietary, laboratory, and anthropometric information were in-
cluded. Data collection took place between 2019 and 2020 and was carried out by a trained
team, in the morning, at the school in which the individuals were regularly enrolled.

2.2.1. Clinical Demographic Assessment

A face-to-face interview was carried out, guided by a previously structured question-
naire containing questions about the individual’s clinical history, to be answered by the
legal guardian. In addition to identification data, the questions included type of deliv-
ery, presence and duration of exclusive breastfeeding, disease history, family history, and
medication use.

2.2.2. Food Consumption Assessment

The validated 24 h recall instrument was used, which is based on the identification and
quantification of all foods ingested on the day before the interview. A photographic album
of food portions was used to help fill in the information and more accurately determine
the portioning of consumed food [12]. For the energy and nutritional intake assessment,
the Brazilian Food Composition Table [13] and the Centesimal Food Composition Table
of the Brazilian Institute of Geography and Statistics [14] were used. Energy, protein,
carbohydrate, total fat, fiber, and iron intake were assessed because of the requirements of
the National School Feeding Program. Although not required, the assessment of saturated
fatty acids, trans fatty acids, cholesterol, sugar, and sodium intake was included, because of
its impact on the metabolic and nutritional status. The assessment of vitamins By, and D
intake was included because they are also considered important nutrients for children’s
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cognitive and structural development. For qualitative evaluation, the NOVA classification
was used, classifying unprocessed food as Group 1 (i.e., cereals, legumes, vegetables, fruits,
meat, eggs, dairy), processed culinary ingredients as Group 2 (i.e., sugar, salt, oil), processed
food as Group 3 (i.e., canned beans, vegetables, and fish, processed meat, fruit jelly), and
ultra-processed food as Group 4 (i.e., sausages, soft drinks, ice cream, snacks) [10].

2.2.3. Laboratory Evaluation

Blood samples were collected in fasting, by a specialized technical team, and an-
alyzed by the local Central Public Health Laboratory and by local private laboratories
under the support and responsibility of the Health Department of the municipalities
involved. The following indicators were evaluated: full blood count, fasting blood glu-
cose, total cholesterol and fractions, triglycerides, ferritin, vitamin By;, and vitamin D
(25-OH-vitamin D3). The following reference values for laboratory parameters were con-
sidered: low hemoglobin (girls aged 5to 12y < 11.5 g/dL, girls aged 12to 19y <12 g/dL,
boys < 13 g/dL); low ferritin (<15 ug/L); high fasting glucose (=100 mg/dL); high total
cholesterol (=200 mg/dL); high LDL cholesterol (>130 mg/dL); high triglycerides (5 to
10y > 100 mg/dL, 11to 19 y = 150 mg/dL); vitamin By, deficiency (<200 pg/mL); vitamin
D deficiency (<20 ng/mL).

2.2.4. Anthropometric Evaluation

Nutritional status was classified using the Body Mass Index (BMI) for Age (BMI/A).
With the individual wearing their school uniform, weight was measured using a digital
electronic scale (Seca®, Hamburg, Germany) with a maximum capacity of 150 kg and an
accuracy of 0.1 kg. Height was measured with the student not wearing shoes, using a
portable vertical stadiometer (AVA-312®, Brazil) graduated in centimeters, with a maximum
capacity of 2.10 m and accuracy of 0.001 m. BMI was calculated using the Quetelet formula
(weight in kg /height in meters?) and BMI/ A was classified according to the World Health
Organization child growth curves [15]. Waist Circumference (WC) was assessed with an
inelastic measuring tape (Balmak®, Riverwood, Brazil) with a measurement range from 0
to 150 cm and graduated in millimeters, and classified according to the curves proposed by
Fernandez [16]. Waist-to-Height Ratio (WHtR) was calculated as proposed by McCarthy
and Ashwell [17] and validated for children and adolescents by Nambiar et al. [18] to
suggest cardiovascular risk (when >0.5). The Hypertriglyceridemic Waist Phenotype
(HWP) was also investigated and considered to be present in the simultaneous occurrence
of WC greater than adequate for sex and age, and hypertriglyceridemia [19].

2.3. Statistical Analysis

To characterize the sample, a descriptive analysis was performed. After verifying the
normality behavior of the numerical variables, using the Kolmogorov-Smirnov and Shapiro—-
Wilk tests, measures of central tendency and dispersion were established, considering the
means and their respective Standard Deviation (SD) for the parametric variables, and the
medians and their interquartile ranges (IR) for the non-parametric ones. To compare these
measures, the Student’s #-test was used for parametric variables, the Mann-Whitney test
for non-parametric variables, and the Kruskal-Wallis test for two or more non-parametric
variables. Categorical variables were compared using Pearson’s chi-square test, and, when
appropriate, Fisher’s exact test. Inferential statistics were performed using Pearson’s
correlation coefficient for parametric variables, and Spearman correlation coefficient for
non-parametric ones. p values lower than 0.05 were considered significant.

3. Results
3.1. Clinical Demographic Assessment

Most of the sample was concentrated in the cities of Serrinha (35%) and Valente (34%),
was studying in schools located in rural areas (57%) and was male (52%). The mean age
was 9.6 years (SD 2.8 y). There was no statistically significant difference in terms of gender
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and age between rural and urban school locations. Most of the population was born via
vaginal delivery (64%), more pronounced in the rural population (71%; p = 0.022). The
presence of breastfeeding was reported in 92% of the individuals, being exclusive until the
sixth month of life for 58% of them. Most of the sample reported having been exposed to
antibiotic therapy before 5 years of age (73%).

3.2. Food Consumption Assessment

Table 1 presents the quantitative and qualitative aspects of the diet. Both added sugar
and total sugar (naturally contained in foods, in addition to that added in preparations)
consumptions were higher in the urban population, with total sugar representing 24%
(p < 0.001) and added sugar 16% (p = 0.002) of total energy intake in the day before the inter-
view. The consumption of added sodium and total sodium (naturally present in foods, in
addition to that added in preparations) was higher among individuals who studied in rural
schools (434 mg/1000 Kcal, p = 0.013; and 1639 mg/1000 Kcal, p = 0.007, respectively). In
terms of fiber, consumption was lower in the urban population (7.2 g /1000 Kcal, p = 0.014).
The saturated fatty acids (SFAs) and total sugar consumption exceeded the recommenda-
tion of 10% of total daily calories [20,21] in part of the evaluated individuals, regardless of
the location of the population. In the qualitative aspect, it was observed that 48% of the
calories consumed the day before the dietary assessment came from unprocessed foods,
and 21% from ultra-processed foods (UPFs). The consumption of UPFs was more highly
expressed in the urban population than in the rural population (18% vs. 23%, p = 0.039).

Table 1. Quantitative and qualitative nutritional characteristics of food consumption of the partici-
pants according to the school location.

Indicators Total ! (1 = 185) Rural ! (1 = 108) Urban! (1= 77) p?
Energy and Macronutrients
Energy (calories) 1763 (1317-2284) 1762 (1350-2315) 1765 (1313-2115) >0.900
Protein (caloric%) 14 (11-16) 14 (11-16) 13 (11-15) 0.500
Carbohydrate (caloric%) 53 (46-60) 52 (45-59) 55 (48-61) 0.057
Total fat (caloric%) 33 (28-40) 34 (29-41) 32 (27-37) 0.056
SFAs (caloric%) 11 (9-14) 11 (9-14) 11 (9-13) 0.200
Trans FAs (caloric%) 1.26 (0.94-1.81) 1.22(0.93-1.73) 1.31 (0.95-1.91) 0.400
Cholesterol (mg/1000 Kcal) 86 (61-149) 90 (62-143) 81 (57-163) 0.700
Total sugar (caloric%) 20 (12-28) 16 (10-24) 24 (15-31) <0.001
Added sugar (caloric%) 13 (6-18) 11 (5-17) 16 (9-22) 0.002
Fiber (g/1000 Kcal) 7.6 (6.3-9.0) 7.9(6.8-9.1) 7.2(5.6-8.7) 0.014
Micronutrients

Total sodium (mg/1000 Kcal) 1601 (1316-1953) 1639 (1365-2170) 1516 (1173-1777) 0.007
Added sodium (mg /1000 Kcal) 395 (252-559) 434 (260-597) 364 (244-467) 0.013
Iron (mg /1000 Kcal) 4.80 (3.95-5.65) 4.88 (3.98-5.72) 4.55 (3.89-5.64) 0.400
Vitamin By (ug/1000 Keal) 1.75 (1.03-2.76) 1.79 (1.01-2.56) 1.63 (1.04-2.86) >0.900
Vitamin D (mg /1000 Kcal) 1.59 (0.96-2.36) 1.59 (0.94-2.13) 1.63 (1.05-2.41) 0.400

NOVA classification
Group 1 (caloric%) 48 (38-61) 49 (39-65) 47 (38-56) 0.400
Group 2 (caloric%) 13 (9-18) 13 (9-20) 13 (8-16) 0.300
Group 3 (caloric%) 10 (0-20) 10 (1-19) 10 (0-20) >0.900
Group 4 (caloric%) 21 (11-36) 18 (7-35) 23 (16-36) 0.039

1 Median (interquartile range); 2 Mann-Whitney test. p values in bold indicate statistically significant differences
(<0.05). SFAs (Saturated Fatty Acids); Trans FAs (Trans Fatty Acids); NOVA—Group 1 (unprocessed foods);
Group 2 (processed culinary ingredients); Group 3 (processed foods); Group 4 (ultra-processed foods).

Figure 1 shows the correlation between NOVA food groups and nutrient intake. The
consumption of unprocessed foods showed a moderate positive correlation with fiber
(r = 0.67) and SFAs (r = 0.53) intake. The consumption of processed culinary ingredients
was moderately positively related to fiber (r = 0.44) and saturated fat (r = 0.59) intake. The
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consumption of UPFs showed a moderate positive correlation with sugar intake (r = 0.59)
and a strong correlation with trans FAs intake (r = 0.70).

_ Fiber ___ SFA __ Total sugar Trans FA _ Fiber __ SFA __ Total sugar Trans FA
r=0.67* r=053 r=0.20* r=0.16* r=0.44* r=0.59* r=0.22* r=0.16*
1500 - 100 1500 r 100
1000 1000
L 50 AR - 50
500 500
0 0 T T T 0
0 0 500 1000 1500 2000
NOVA Group 1 food consumption NOVA Group 2 food consumption
(calories) (calories)
_— Fiber — SFA _— Tatal sugar Trans FA _ Fiber - SFA o Total sugar Trans FA
r=10.08 r=0.01 r=0.12 r=0.09 r=017* r=0.28% r=0.59 =070
1500 r 100 1500 r 100
1000 - 1000
- - 50 - 50
500 - 5004
oM
0 0 0T T T T T 0
0 400 800 1200 0 500 1000 1500 2000 2500
NOVA Group 3 food consumption NOVA Group 4 food consumption
(calories) (calories)

Figure 1. Correlation between food consumption according to levels of processing and macro- and
micronutrient intake. Statistical test: Spearman correlation. * Statistically significant differences
(p < 0.05). Left Y-axis: Fiber (g); SFAs—Saturated Fatty Acids (calories); total sugar (calories). Right
Y-axis: Trans FAs—Trans Fatty Acids (calories). NOVA—Group 1 (unprocessed food); Group 2
(processed culinary ingredients); Group 3 (processed food); Group 4 (ultra-processed food). Spear-
man r classification—very weak (0.00 to 0.19); weak (0.20 to 0.39); moderate (0.40 to 0.69); strong
(0.70 to 0.89); very strong (0.90 to 1.00).

Figure 2 shows the relative contribution of specific food groups to unprocessed, pro-
cessed, and ultra-processed food consumption. Among unprocessed foods, most of the
caloric contribution came from cereals (28%), such as rice, and meat (27%), especially red
meat. Most of the processed culinary ingredients” energy came from vegetable oils (62%),
such as soy oil. Among processed foods, starchy foods contributed the most (93% of calories
in this group), as well as in UPFs (71% of calories), especially bread, followed by sweetened
beverages (11%), such as soda, and meat (9%), such as ham and sausage.
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Figure 2. Relative contribution (%) of each food group to unprocessed, processed, and ultra-processed
food consumption. NOVA Group 1 (unprocessed food); NOVA Group 2 (processed culinary ingredi-
ents); NOVA Group 3 (processed food); NOVA Group 4 (ultra-processed food).

3.3. Laboratory Analyses

Laboratory data were presented in two ways, first as a continuous variable (Figure 3)
and later as a categorized one, to investigate the inadequacy prevalence of the interest
parameters (Table 2). Both analyses aimed to investigate differences between the rural and

urban populations.

Table 2. Absolute and relative frequencies of laboratory inadequacies in school children in rural and

urban areas.

Indicators Total ! (#1=190) Rural® (#=109) Urban? (1 =81) 4
Low hemoglobin 15 (8%) 10 (10%) 5 (6%) 04332
High fasting glucose 11 (6%) 6 (6%) 5 (6%) 0.7332
High total cholesterol 22 (12%) 11 (10%) 11 (14%) 0.768 3
High LDL cholesterol 14 (7%) 8 (8%) 6 (7,5%) 0.4433
High triglycerides 31 (17%) 12 (11%) 19 (24%) 0.0263
Low ferritin 8 (5%) 4(5%) 4 (5%) 0.9402
Vitamin By, deficiency 25 (14%) 14 (13%) 11 (14%) 0.908 3
Vitamin D deficiency 1(1%) 0 (0%) 1(1%) 0.3912

T'n (%); ? Fisher’s exact test; > Pearson’s chi-squared test. p values in bold indicate statistically significant
differences (<0.05). Reference values for laboratory parameters: low hemoglobin (girls aged 5to 12y < 11.5 g/dL,
girls aged 12to 19y < 12 g/dL, boys < 13 g/dL); low ferritin (<15 ug/L); high fasting glucose (>100 mg/dL); high
total cholesterol (>200 mg/dL); high LDL cholesterol (>130 mg/dL); high triglycerides (5 to 10 y > 100 mg/dL,
11 to 19 y > 150 mg/dL); vitamin By, deficiency (<200 pg/mL); vitamin D deficiency (<20 ng/mL).
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Figure 3. Laboratory characteristics of the participants according to school location. Statistical test:
Mann-Whitney. * Statistically significant differences (p < 0.05).

The ferritin level was lower among individuals in urban schools (p = 0.022), which
did not imply a higher prevalence of iron deficiency in this population given that the
categorized data show a 5% prevalence in both groups. The same occurred with vitamin D,
in which serum levels were lower in the urban population (p < 0.001), but the difference
in the prevalence of vitamin D deficiency was not statistically significant when compared
to the rural population. Another aspect that draws attention is the high prevalence of
hypertriglyceridemia (17%), which was even more expressive in the urban population (24%,
p = 0.026). Despite the omnivorous dietary pattern of the population, a high prevalence
of vitamin By, deficiency was observed (14%), a nutrient found in animal food sources.
All individuals diagnosed with vitamin By> deficiency (1 = 25) were instructed to undergo
drug replacement of this nutrient.
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3.4. Anthropometric Evaluation

The rural population showed a lower BMI than the urban population (p = 0.001,
Table 3), which also reflects a higher prevalence of underweight in rural areas when those
severely underweight and underweight were placed together (p = 0.011). Almost half (45%)
of the urban students were classified as overweight, obese, or severely obese, against 24%
of prevalence among rural students (p = 0.011). Equally relevant are Waist Circumference
(WC) and Waist-to-Height Ratio (WHtR) data, which were significantly higher in the urban
population (p = 0.029), and resulted in a higher prevalence of cardiovascular risk in these
individuals (p = 0.015).

Table 3. Anthropometric characteristics of the participants according to school location.

Indicators Total’ (#=190) Rural'! (#=109) Urban® (1 =81) p
Height (m) 139(1.26-1.53)  1.38(1.26-1.51)  141(1.27-155) 060072
Weight (Kg) 33 (25-45) 30 (25-43) 37 (26-48) 0.0542

Body Mass Index (Kg/m?)  17.0 (15.0-19.5) 16.0 (14.8-18.8) 18.0 (15.9-20.8) 0.0012
Nutritional status

Severe underweight 2 (1%) 2 (2%) 0(0%) 0.0113
Underweight 8 (4%) 5 (5%) 3 (4%)

Eutrophy 113 (61%) 73 (69%) 40 (51%)
Overweight 32 (17%) 15 (14%) 17 (21%)
Obesity 12 (7%) 2 (2%) 10 (12%)
Severe obesity 19 (10%) 9 (8%) 10 (12%)

Waist circumference (cm) 59 (54-67) 57 (54-66) 61 (55-70) 0.029 2

Waist-to-Height Ratio 043 (0.40-0.46) 043 (0.40-045)  0.44 (0.41-047)  0.0292

Cardiovascular risk 17 (9%) 5 (5%) 12 (15%) 0.0154%

Hypertriglyceridemic 6 (3%) 1(1%) 5 (6%) 0.0853

waist

T Median (interquartile range) or n (%); 2 Mann-Whitney test; 3 Fisher’s exact test; * Pearson’s chi-squared
test. p values in bold indicate statistically significant differences (<0.05). Nutritional status was classified
according to Body Mass Index for Age. Cardiovascular risk was classified according to the Waist-to-Height
Ratio, being considered a present risk when > 0.5. The hypertriglyceridemic waist phenotype was considered
present in the simultaneous occurrence of waist circumference greater than appropriate for sex and age, and
hypertriglyceridemia (5 to 10 y > 100 mg/dL; 11 to 19 y, elevated > 150 mg/dL).

3.5. Food Consumption and Nutritional Status Correlation

All tested correlations between food consumption or nutrient intake, and laboratory
and anthropometric indicators, proved to be weak or very weak (Figure 4). Those with
statistical significance were related to the serum status of nutrients (ferritin, vitamin Bz,
and vitamin D) and the anthropometric indicators BMI, WC, and WHiR. Ferritin levels
were positively related to unprocessed meat consumption, but negatively related to the
consumption of processed meats, as well as the intake of carbohydrates, total sugar, trans
FAs, unprocessed fruits and juices, and UPFs in general. Processed meat consumption
was also negatively related to vitamin D and Byz serum levels. Vitamin D status showed a
positive correlation with fiber intake and unprocessed vegetable consumption. Vitamin
B2 status showed a positive relationship with protein intake, unprocessed meat, and
unprocessed food consumption. BMI was directly related to energy and unprocessed
food intake. WC showed a positive correlation with several of the evaluated parameters,
especially with sodium intake, unprocessed foods, and processed culinary ingredients
consumption. The WHtR was directly related to unprocessed fruit and juice consumption.
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Figure 4. Food consumption or nutrient intake and nutritional status correlation heatmap. Statistical
test: Spearman correlation. The r values in bold indicate statistically significant differences (p < 0.05).
FER (ferritin), FG (fasting glucose), T-Chol (total cholesterol), LDL-C (LDL cholesterol), TG (triglyc-
erides), Vit-D (Vitamin D), Vit-By (Vitamin By2), BMI (Body Mass Index), WC (Waist Circumference),
WHIR (Waist-to-Height Ratio), SFAs (Saturated Fatty Acids), Trans FAs (Trans Fatty Acids), NOVA
Group 1 (unprocessed foods), NOVA Group 2 (processed culinary ingredients), NOVA Group 3
(processed foods), NOVA Group 4 (ultra-processed foods). Measurement units: fiber (g), cholesterol
and total sodium (mg), vitamins By, and D (ug), and the others (calories).

4. Discussion

The energy and nutritional intake assessment revealed a high intake of sugar, with this
profile being even more highly expressed in the urban population. Sodium consumption
was higher among rural students. Regardless of the school location, a high consumption
of saturated fat was observed in part of the evaluated individuals. This profile of food
consumption was also observed by the Study of Cardiovascular Risks in Adolescents, in
2016, among students from public and private schools across the country [22].

The qualitative assessment of food consumption revealed that almost half of the energy
consumed came from unprocessed foods. However, 21% of the calories were provided
by UPFs, with greater consumption of UPFs in the urban area. A study carried out in
2013, with 816 preschool-aged individuals in public Early Childhood Centers in Parana,
Brazil, identified that UPFs represented 45.8% of total daily caloric intake [23]. A survey
carried out with 50 adolescents from a private school in Minas Gerais, Brazil, identified
that 84.6% of them allocated half of the financial resources of their purchases to UPFs [24].
Another study, carried out with data from the 2015 National School Health Survey, which
was multicentric and included public and private schools, revealed that adolescents from
higher socioeconomic levels consumed more unprocessed foods, but also UPFs when
compared to those from lower socioeconomic levels [25]. These results demonstrate that
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UPF consumption is significantly present in the diet of the Brazilian school-age population,
regardless of social, economic, and geographical issues.

UPFs are industrial formulations entirely or mostly made up of substances extracted
from food (oils, fats, sugar, proteins), derived from food constituents (hydrogenated fats,
modified starch), and/or synthesized in a laboratory from raw materials and organic
ingredients (colorants, flavorings, sweeteners, flavor enhancers). The recent literature has
shown that this food group has a negative impact on the quality of the population’s diet
due to several factors, including negatively influencing the supply of nutrients. UPFs
contribute to increasing energy density, sugar, and fat levels (saturated and trans), and
to reducing the fiber content of the diet [8]. This was the nutritional profile found in the
present study. The greater the UPF consumption, the greater the sugar and trans fatty
acid intake, probably due to the greater caloric participation of starchy foods, sweetened
beverages, and ultra-processed meat. According to the Dietary Guidelines for the Brazilian
Population, the consumption of these foods should be avoided and should not contribute
to the achievement of daily nutritional needs [26].

Regarding the assessment of nutritional deficiencies, differences were observed be-
tween the students of rural and urban schools. Serum ferritin levels were lower in urban
students, although this did not represent a higher prevalence of this nutrient deficiency
or anemia in this population. Likewise, blood levels of vitamin D were lower in these
urban students, probably reflecting the level of sun exposure of this population, which
tends to be lower when compared to the rural population, given that the status of this
vitamin in the body is more related to endogenous synthesis than to food intake. In any
case, the prevalence of vitamin D deficiency was not relevant in the population evaluated
in this study.

Although foods of animal origin are considered the best sources of iron in the diet, due
to the presence of easily absorbed heme iron, it is known that plant-based diets are equally
effective in maintaining iron status in the body [27]. In this study, a direct correlation was
observed between unprocessed meat and vegetable consumption and serum ferritin levels,
which did not occur with processed meat consumption and UPFs in general. This inverse
correlation of processed meat consumption also occurred with serum levels of vitamin D,
which showed a positive correlation with fiber consumption.

Regarding vitamin By, although no difference in serum levels was observed between
rural and urban populations, the fact that the prevalence of this nutritional deficiency
was considerably higher than that of iron is noteworthy. Iron deficiency, as well as iron
deficiency anemia, is still considered a public health issue both globally and among the
Brazilian population. For this reason, more than two decades ago, Brazil introduced
public policies for mass iron fortification, through wheat and corn flour, to reduce the
prevalence of iron deficiency and anemia in the population [28]. However, vitamin By,
deficiency also has a great impact on the growth and structural and cognitive development
of children and adolescents. The prevalence of this nutritional deficiency is increasing
in the world, especially among parts of the population with lower sociceconomic status,
children, pregnant women, and the elderly [29]. In this study, a direct correlation was
observed between unprocessed meat consumption and vitamin By status, but the opposite
occurred with processed meat consumption.

There is no consensus regarding the ideal serum levels of vitamin By, which makes it
difficult to determine the prevalence of this nutrient deficiency at a population level and to
compare studies. In this research, individuals with vitamin By, levels below 200 pg/mL
were considered deficient. If a cutoff point above 300 pg/mL or 500 pg/mL had been
adopted as sufficient, as suggested by other authors, the prevalence of nutritional deficiency
would have been even more expressive [30,31]. The consumption of processed meat is a risk
factor for the development of cancer in humans, classified as group 1 alongside cigarettes,
solar radiation, and alcohol intake, according to sufficient scientific evidence. The consump-
tion of unprocessed meat was classified as a probable carcinogen in humans, being part of
group 2A, as well as acrylamide and the pesticide dichlorodiphenyltrichloroethane [32].

55



Nuftrients 2023, 15, 381

11of14

These findings suggest the need for policies to combat vitamin By deficiency, in addition
to recommending the intake of animal protein.

There was also a statistically significant difference between the studied individuals in
terms of lipid profile. Hypertriglyceridemia was more prevalent in urban students, where
higher UPF and sugar consumption and lower fiber intake were also found. Regardless
of this difference, the prevalence of hypertriglyceridemia and high-LDL cholesterol were
higher than the national standard observed by the Study of Cardiovascular Risks in Adoles-
cents. The study also showed a higher prevalence of hypertriglyceridemia in the northeast
population when compared to the rest of the country [33], and that the national prevalence
of metabolic syndrome (2.6%) was higher among public school students (2.8%) [34]. These
data suggest a negative evolution of the lipid and metabolic profile of the Brazilian school-
age population in recent years and demonstrate the need to implement public policies to
address this scenario.

The National Health Survey, considering data from 1974 to 2018, confirms the Brazilian
population’s global trend of the increasing prevalence of overweight and obesity, including
among children [6]. It is estimated that 15% of Brazilians between 6 and 18 years were
diagnosed as overweight and 5% as obese [2,3]. In this study, as expected, the consumption
of total calories showed a positive correlation with BMI. However, among the analyzed
NOVA food groups, the unprocessed foods showed a positive relationship with BML
This may be explained by the higher caloric share of cereals and meat in this group. The
prevalence of overweight was 17%, as well as obesity (obesity and severe obesity added
together), demonstrating that 34% of the individuals were overweight. The prevalence of
overweight and obesity was higher among students from urban schools.

Sodium intake, unprocessed foods, and processed culinary ingredient consumption
showed a positive correlation with Waist Circumference (WC), probably because the most
consumed foods in these groups, in terms of caloric share, were cereals, meat, oil, and
sugar. The Waist-to-High Ratio (WHIR), on the other hand, showed a positive correlation
with unprocessed fruit and juice consumption, probably due to the presence of added
sugar, since these foods represented 18% of the energy consumed in group 1, and fresh
fruits, in general, have low energy density. The urban population also presented higher
WC and WHtR when compared to rural students, which resulted in a higher prevalence of
cardiovascular risk in these individuals.

In brief, it was observed that unprocessed food consumption was positively related to
anthropometric outcomes, while UPF consumption was positively related to micronutrient-
impaired status. Almost half of the total energy consumed came from unprocessed food
(48%), which was positively related to saturated fatty acids intake, and in which cereals and
meat represented the most relative energy contribution. This may explain the correlations
with the anthropometric findings. Conversely, 21% of total calorie intake came from UPF,
which was most positively related to trans fatty acids intake, in which starchy food had
the most relative energy contribution. This may explain the fact that, in this population,
this food pattern is more related to lower micronutrient intake than to excess calorie
consumption. It is suggested that further studies investigate the influence of physical
activity on these findings.

An important aspect that needs to be discussed is that the assessment of food consump-
tion presented in this study was performed using a single 24 h dietary recall. However, the
instrument must be applied at three different, non-consecutive moments, representing two
typical days and an atypical day of food consumption [35]. In the present study, due to
logistical issues, it was not possible to apply the method in triplicate. Consequently, the
presented data represent food consumption on the day before the interview, not the usual
pattern of consumption, and the interpretations derived from these findings should be
made taking this limitation into account. In any case, this study sheds light on important
aspects of the nutritional and health conditions of a hitherto unassessed population.
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5. Conclusions

In this study, the prevalence of overweight, cardiovascular risk, hypertriglyceridemia,
hypercholesterolemia, and vitamin By, deficiency appeared to be more highly expressed
than as described by previous studies about the Brazilian school-age population. Likewise,
higher consumption of UPFs has a positive correlation with nutritional inadequacies,
such as high sugar and trans fatty intakes and micronutrient deficiency. These findings
draw attention to the need to promote local public policies aimed at promoting food
and nutritional security for the school-age population to prevent both the emergence and
worsening of Chronic Non-Communicable Diseases and nutritional deficiencies.
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6.2 RESULTADOS REFERENTES AO MANUSCRITO 2

Os resultados apresentados neste capitulo se referem ao segundo manuscrito produto da
tese, submetido a publicacdo em dezembro de 2022 (em avaliacdo), e respondem ao segundo
objetivo especifico da pesquisa - Avaliar a associa¢do entre zona geografica da escola (rural ou
urbana), caracteristicas clinicas e do consumo alimentar, diagnéstico laboratorial e

antropomeétrico, e as concentracdes fecais de Bifidobacterium spp.

Titulo: Higher Bifidobacterium spp. fecal abundance is associated with a lower prevalence of

hyperglycemia and cardiovascular risk among schoolchildren from Bahia, Brazil.

Periddico: PLOS One (open access; fator de impacto 3,752; classificacdo Al para area de
avaliagdo Medicina Il).
ID: PONE-D-22-33730R1

Principais resultados: As concentracdes fecais de BIF foram maiores entre os individuos que
tiveram menor ingestdo de carnes. A abundancia de BIF foi maior entre os individuos com
menor CC e RCE. A baixa concentracdo de BIF foi associada a maior prevaléncia de
hiperglicemia (RP 1,04, 1C95% 1,02-1,07, p = 0,001) e de RCE elevada (RP 1,04, 1C95% 1,01-
1,08, p = 0,015). Esses achados permitem concluir que a concentracdo fecal de BIF tem relacdo
com parametros dietéticos e antropométricos em individuos em idade escolar, estando o seu
aumento associado com alteracfes metabdlicas positivas. Esses dados reforcam a necessidade
de politicas publicas de seguranca alimentar e nutricional que visem o enfrentamento as doencas

cronicas ndo transmissiveis entre criangas e adolescentes.
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Abstract

The gut microbiome has recently been the subject of considerable scientific
interest due to its essential bodily functions. Several factors can change the
composition and function of the gut microbiome, and dietary habits are one of the most
important contributors. Despite the recognition of the probiotic effects related to the
genus Bifidobacterium spp. (BIF) studies aiming to assess its relationship with metabolic
outcomes show conflicting results, particularly in the child population. This cross-
sectional study aimed to evaluate the fecal abundance of BIF in a group of
schoolchildren from public schools in Bahia, Brazil, and to investigate their
relationship with food consumption and laboratory and anthropometric
characteristics. A sample of 190 subjects aged 5 to 19y was randomly selected for
dietary, laboratory, and anthropometric assessment. Fecal BIF abundance assessment
was performed using the Real-Time Polymerase Chain Reaction assay. Fecal BIF
abundance was higher among subjects who had lower intakes of meat. The abundance
of BIF was also higher among subjects with lower Waist Circumference and Waist-to-
Height Ratio (WHtR). Low BIF abundance was associated with a higher prevalence of
hyperglycemia (PR 1.04, 95%CI 1.02-1.07, p = 0.001) and high WHtR (PR 1.04, 95%CI
1.01-1, 08, p = 0.015). These findings allow us to conclude that BIF fecal abundance is
related to dietary and anthropometric parameters in schoolchildren, and its increase is
associated with positive metabolic outcomes.

Introduction

The human gut microbiome has been the subject of considerable scientific
interest in recent years, particularly after the development of metagenomic studies.
The digestive microbiota varies along the gastrointestinal tract, with the largest
concentration in the large intestine. The genera Bacteroides spp., Bifidobacterium spp.,
and Lactobacillus spp. are the most prevalent, which suggests that they are particularly
significant for the host organism physiology (1).

A healthy gut microbiome develops essential bodily functions, which can be
classified into metabolism, protection, and tropism. The metabolism function is related
to the synthesis, digestion, and absorption of nutrients and the modulation of gut-
brain communication. The protection function is associated with preventing
pathogenic microorganisms’ growth, either by colonization site competition or by the
ability to produce antimicrobial peptides. Finally, the trophic position occurs by
stimulating the proliferation and differentiation of the intestinal epithelium and
developing and modulating the immune system (2).

The genus Bifidobacterium spp. belongs to the phylum Actinobacteria and
comprises 29 Gram-positive species. Probiotic effects related to this genus include the
recovery of the intestinal microbiota after antimicrobial therapy, reduction of serum
cholesterol levels through the degradation and absorption of bile acids, and
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immunomodulatory activity (3). Despite this, studies that aim to assess the
relationship between Bifidobacterium spp. and metabolic outcomes, such as obesity and
cardiovascular disease, present conflicting results, especially in the child population.

In addition, Brazil follows the global trend of reducing the prevalence of
underweight and increasing overweight and obesity in the school-age population,
currently recognized as a public health problem (4). In turn, obesity is associated with
the development of Chronic Noncommunicable Diseases (NCDs), which can develop
because of multiple causes, with an unhealthy diet being one of the main modifiable
risk factors (5). Although clinical manifestations are more frequently observed in
adulthood, exposure to risk factors has occurred at an increasingly early age, especially
those related to diet (6).

Several factors can alter the composition and function of the intestinal
microbiota. However, dietary patterns are among those that contribute the most (7).
Therefore, this study aimed to evaluate the fecal abundance of Bifidobacterium spp. of
a group of students from public schools in Bahia, Brazil, and to investigate its
relationship with food consumption and with laboratory and anthropometric
characteristics. It is hoped that the results of this study will contribute to the
knowledge of the school-age population’s health conditions at the local level and may
guide the implementation and realignment of public policies on Food and Nutrition
Security.

Materials and Methods

Population and Data Collection

The population of this cross-sectional study is composed of students from
Barrocas, Biritinga, Serrinha, Teofilandia, and Valente, in the interior of Bahia, Brazil,
regularly enrolled in the municipal public education system in the years 2019 and 2020.
Individuals aged 5 and 19 years were eligible and invited to participate in the study.
Those with a previous diagnosis of food allergies and intolerances and the use of
antibiotics 30 days before the fecal material collection were excluded. Considering an
estimated overweight proportion of 15% (95% CI) and a desired precision of 5%, we
obtained a sample of 190 randomly selected individuals.

A trained team collected clinical-demographic, dietary, laboratory, and
anthropometric information in the morning at the school where the subjects were

regularly enrolled.

Clinical and demographic assessment

A face-to-face interview was guided by a previously structured questionnaire
containing questions about the individual's clinical history, to be answered by the legal
guardian. In addition to identification data, the questions included type of delivery;
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presence and duration of exclusive breastfeeding; disease history; family history; and
medication use.

Food consumption evaluation

The validated 24-hour recall instrument was used based on identifying and
quantifying all foods ingested on the day before the interview. In addition, a
photographic album of food portions was used to help fill in the information and more
accurately determine the portioning of consumed food (8). The Brazilian Food
Composition Table (9) and the Centesimal Food Composition Table of the Brazilian
Institute of Geography and Statistics (10) were used to assess food consumption
quantitatively. For qualitative evaluation, the NOVA classification was used (11).

Blood and stool assessment

Blood samples were collected in a fasting state by a specialized technical team
and analyzed by the local Central Public Health Laboratory and local private
laboratories, under the support and responsibility of the Health Department of the
municipalities involved. The following indicators were evaluated: complete blood
count, fasting glucose, total cholesterol and fractions, triglycerides, ferritin, vitamin
B12, and vitamin D (25-OH-vitamin D3).

The participants collected stool samples for parasitological and microbiota
analysis and placed them in sterile containers previously provided by the research
team. The stool samples were transported at 4° C to local support laboratories, where
an aliquot was extracted, which was later transported on dry ice to the Laboratory of
Experimental Pathology at the Gongalo Moniz Institute, Oswaldo Cruz Foundation, in
Salvador, Bahia, Brazil, to be stored at -20° C until analysis. The remaining stool sample
was sent for parasitological analysis in a private laboratory in the same city.

Stool samples bacterial DNA extraction was performed using the QIAamp
PowerFecal DNA Kit® (QIAGEN, Canada), according to the manufacturer's
specifications. Quantification and analysis of the purity of the extracted DNA were
performed using the NanoDrop® spectrophotometry equipment (Thermo Fisher
Scientific, United States). Interest microbiota quantification was performed by the
Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) method, using the Real-time PCR
7500® equipment (Thermo Fisher Scientific, United States). For quantification of total
bacteria (TB), Primer Forward ACTCCTACGGGAGGCAGCAG and Primer Reverse
ATTACCGCGGCTGCTGG were used. For analysis of Bifidobacterium spp. (BIF)
Primer Forward GCGTGCITAACACATGCAAGTC and Primer Reverse
CACCCTTTCCAGGAGCTATT were used (Ludwig Biotechnology®). Analyzes were
performed using 1 uL of the extracted DNA, 5 L of Sybr Green Master Mix® (Applied
Biosystems, United States), 0.1 uL of Primer Forward, 0.1 pL of Primer Reverse, and
3.8 uL of ultrapure water, adding 10 uL in the final reaction. The process was
performed for both TB and BIF quantification. The amplification program conducted

a

64



140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

150

151

152

153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165

166

167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

on the equipment was: 50° C for 2 minutes, 95° C for 10 minutes, followed by 40 cycles
at 95° C for 1 second and at 60° C for 1 minute, adding the Melt Curve Stage (95° C for
15 seconds, 60° C for 1 minute, 95° C for 30 seconds, 60° C for 15 seconds).

The result of the target DNA amplification in RT-PCR is provided in a
Threshold Cycle (Ct) value. In addition, a value of delta Ct (ACt) was extracted from
it, the result of subtracting the Ct of the target gene (BIF) from the Ct of the reference
gene (IB), as shown in Equation 1. The quantification results were presented in
Relative Expression Units (REU), dividing 10,000 by 2 to the delta Ct, according to the
model previously described (12), as shown in Equation 2. These results express an idea
of Bifidobacterium spp. abundance about the total number of bacteria in the sample.

ACt = Ct of the target gene (BIF) — Ct of the reference gene (TB) (1)

REU = 10.000 / 24¢t (2)
Anthropometric evaluation

Nutritional status was classified by the Body Mass Index (BMI) for Age
(BMI/A). With the student wearing the school uniform, weight was measured using a
digital electronic scale (Seca®, Hamburg, Germany) with a maximum capacity of 150
kg and an accuracy of 0.1 kg. Height was measured with the student without shoes,
using a portable vertical stadiometer (AVA-312®, Brazil) graduated in centimeters,
with a maximum capacity of 2.10 m and accuracy of 0.001 m. BMI/A was classified
according to the World Health Organization child growth curves (13). Waist
Circumference (WC) was assessed with an inelastic measuring tape (Balmak®, Brazil)
with a measurement range from 0 to 150 cm and graduated in millimeters and
classified according to the curves proposed by Fernandez (14). Waist-to-Height Ratio
(WHItR) was calculated as suggested by McCarthy and Ashwell (15) and validated for
children and adolescents by Nambiar and collaborators (16) to classify cardiovascular
risk.

Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using R 4.1.0, GraphPad Prism 8.2.1, and
Stata 11 software. To characterize the sample, a descriptive analysis was performed.
After verifying the normality behavior of the numerical variables, using the
Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests, measures of central tendency and
dispersion were established, considering the means and their respective Standard
Deviation (SD) for the parametric variables, and the medians and their interquartile
ranges (IQR) for the non-parametric ones. The Student's t-test for parametric variables
and the Mann-Whitney test for non-parametric ones were used to compare these
measures. The Kruskal-Wallis test was used to compare non-parametric variables
between three or more groups. Categorical variables were compared using Pearson's

5
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chi-square test and Fisher's exact test when appropriate. Inferential statistics were
performed using Pearson's correlation coefficient for parametric variables and
Spearman correlation coefficient for non-parametric ones. The binomial logistic
regression model was used to investigate association (Prevalence Ratio). P values
lower than 0.05 were considered significant.

Ethics statements

The research entitled “Evaluation of an intervention project in school meals on
children and adolescents health in the interior of Bahia,” in which this study is
inserted, was approved by the Ethics Committee in Research on Human Beings of the
Bahiana School of Medicine and Public Health on September 17, 2018, under protocol
number 2962623, as determined by National Health Council resolution 466/2012 (17).
The participation was conditioned to voluntary agreement from the subject and their
legal guardian, documented by signing the Term of Assent, when applicable, and the
Term of Free and Informed Consent.

Results

Clinical and demographic assessment

Most of the sample was obtained from rural schools (57%) and was male (52%).
The age ranged between 9 and 13 years (median 9.6 y, SD 2.8 y). Most of the population
was born via vaginal delivery (64%), was exposed to breastfeeding (92%), had
exclusive breastfeeding for at least the sixth month of life for 58% of them, and reported
exposure to antibiotic therapy before five years of age (73%). Intestinal parasites
investigation revealed infection by Entanioeba histolytica in 2 subjects and by Giardia
lamblia in 3 participants. They were instructed about the treatment. In this population,
the fecal abundance of Bifidobacterium spp. was not influenced by age, school location,
birth delivery, breastfeeding, or antibiotic therapy in childhood (Table 1).

Table 1 - Bifidobacterium spp. fecal abundance according to demographic and
clinical characteristics.

. Bifidobacterium spp.
Indicators
n (%) REU! P

School location

Rural area 109 (57) 854 (200-1805) 0.1762

Urban area 81 (43) 620 (104-2207)
Sex

Female 91 (48) 912 (188-2246) 0.1472

Male 99 (52) 537 (110-1687)
Age
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58y 73 (38) 447 (120-1762) 0.0993
913y 94 (49) 1104 (188-219¢)
13-19y 23(13) 443 (46-1915)
Birth delivery
Vaginal 120 (64) 797 (126-2176) 0.9362
Cesarian 68 (36) 902 (139-1921)
Breastfeeding
Yes 173 (92) 791 (129-1768) 0.3692
No 15(8) 1001 (364-3036)
Duration of breastfeeding
Up to 6th month 108 (58) 725 (132-2207) 0.8702
Less than 6th month 79 (42) 1001 (144-1756)
Use of antibiotics before five years of age
No 49 (27) 1111 (214-2230) 0.2722
Yes 132 (73) 574 (118-1790)

!Median (interquartile range); > Mann-Whitney test; * Kruskal-Wallis test.

p values in bold indicate statistically significant differences (< 0,05).

REU: Relative Expression Unit.

Food consumption evaluation

To assess the fecal abundance of Bifidobacterium spp. according to the food

consumption characteristics, each of the food items was categorized into subjects who
consumed more (275th percentile) and those who consumed less (<75th percentile).

Bifidobacterium spp. fecal abundance was lower among subjects with a higher meat
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intake (Table 2).

Table 2 - Bifidobacterium spp. fecal abundance according to food consumption

characteristics.

Indicators Food intake! Bifidobacterium spp-
N REU: p?

Energy (calories) 1755 (1309-2259)

< 75th percentile 137 1058 (131-2286) 0.091

= 75th percentile 46 531 (143-1165)
Protein (g/1000Kcal) 32,2(27,4-394)

< 75th percentile 137 791 (109-2192) 0.867

> 75th percentile 46 819 (183-1437)
Carbohydrates (g/1000Kcal) 133,8 (115,0-151,4)

< 75th percentile 139 791 (126-1856) 0.520

> 75th percentile 44 965 (136-2173)
Lipids (g/1000Kcal) 37,5(31,6-44,3)

< 75th percentile 137 902 (125-2169) 0.862

> 75th percentile 46 754 (172-1614)
Saturated fatty acids (g/1000Kcal) 12,4 (9,9-15,4)

< 75th percentile 138 574 (122-1827) 0.142




215
216
217
218
219

220

221
222
223
224
225
226

68

= 75th percentile 45 1015 (290-2309)
Monounsaturated fatty acids (g/1000Kcal) 11,6 (9,6-14,1)
< 75th percentile 138 817 (121-1872) 0.446
> 75th percentile 45 797 (211-2301)
Polyunsaturated fatty acids (g/1000Kcal) 8,7 (6,4-11,0)
< 75th percentile 138 909 (132-1827) 0.739
> 75th percentile 45 529 (136-2326)
Trans fatty acids (g/1000Kcal) 1,4 (1,1-2,0)
< 75th percentile 138 854 (137-1780) 0.848
= 75th percentile 45 508 (126-2192)
Fiber (g/1000Kcal) 7,6 (6,2-9,0)
< 75th percentile 137 769 (152-1756) 0.631
= 75th percentile 46 1073 (66-3041)
Total sugar (g/1000K cal) 48,9 (28,7-70,0)
< 75th percentile 138 772 (151-1768) 0.766
> 75th percentile 45 1303 (66-2441)
Unprocessed food (g/1000Kcal) 477,1(354,3-597,7)
< 75th percentile 137 797 (148-1768) 0.580
= 75th percentile 46 888 (100-2973)
Unprocessed meat (g/1000Kcal) 93,0 (40,0-151,7)
< 75th percentile 136 1088 (157-2681) 0.007
= 75th percentile 47 430 (104-1088)
Unprocessed vegetables (g/1000Kcal) 245,0 (86,1-492,8)
< 75th percentile 136 573 (135-1762) 0.240
> 75th percentile 47 1134 (123-2365)
Processed food (g/1000Kcal) 38,4(0,0-75,7)
< 75th percentile 137 733 (117-2169) 0.397
= 75th percentile 46 1022 (159-1780)
Ultra-processed food (g/1000Kcal) 61,5 (30,0-100,6)
< 75th percentile 139 775 (126-1768) 0.485
= 75th percentile 44 1303 (152-2207)

! Median (interquartile range); > Mann-Whitney test.

p values in bold indicate statistically significant differences (< 0,05).

REU: Relative Expression Unit.

“Unprocessed meat” was any preparation with red meat, poultry, pork, and fish. Any preparation with

unprocessed fruits and vegetables was considered an “unprocessed vegetable.”

Laboratory and anthropometric assessment

According to Table 3, there was no statistically significant difference in the fecal

abundance of Bifidobacterium spp. between subjects who had hyperglycemia,
hypercholesterolemia, and hypertriglyceridemia and those who did not. In terms of

anthropometry, although there was no difference between nutritional status (BMI/A),

the abundance of Bifidobacterium spp. was significantly higher among subjects with

lower WC and WHtR when compared to those above the recommended value (909



227
228

229
230

231
232
233
234
235
236
237
238
239
240

241
242
243
244
245
246

IQR 153-2199 vs. 178 IQR 79-1135, p = 0.048; 902 IQR 145-2207 vs. 181 IQR 107-1026, p
= 0.048, respectively).

Table 3 - Bifidobacterium spp. fecal abundance according to laboratory and
anthropometric characteristics.
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. . Bifidobacterium spp.
Indicators Variable!
n (%) REU! P
Fasting glucose (mg/dL) 85.0 (79.5-90.0)
Desirable 172 (94) 819 (140-2199) 0.3742
High 11 (6) 522 (89-1672)
Total cholesterol (mg/dL) 157 (136-180)
Desirable/Tolerable 161 (88) 866 (136-2192) 0.3762
High 22(12) 465 (124-1329)
LDL cholesterol (mg/dL) 79 (68-102)
Desirable 169 (92) 775 (127-1888) 0.4732
High 14 (8) 1272 (144-3843)
Triglycerides (mg/dL) 72.5(55.0-95.0)
Desirable 152 (83) 794 (127-1905) 0.824*
High 31(17) 1058 (178-2161)
BMI (Kg/m?) 16.9 (15.0-19.6)
Underweight 10 (5) 358 (3-1112) 0.2123
Eutrophy 112 (61) 909 (132-2643)
Overweight 62 (34) 762 (155-1759)
WC (cm) 59.2 (54.0-67.0)
Desirable 160 (86) 909 (153-2199) 0,0482
High 25 (14) 178 (79-1135)
WHIR 0.43 (0.40-0.46)
Desirable 169 (91) 902 (145-2207) 0.0482
High 16 (9) 181 (107-1026)

!Median (interquartile range); * Mann-Whitney test; > Kruskal-Wallis test.

p values in beld indicate statistically significant differences (< 0,05).

REU (Relative Expression Unit); BMI (Body Mass Index); WC (Waist Circumference); WHtR (Waist to Height
Ratio).

It was considered as high blood glucose (= 100 mg/dL); high total cholesterol (> 200mg/dL); high LDL-cholesterol
(=130 mg/dL); high triglycerides (= 100 mg/dL for subjects aged 5 to 10 y, 2 150 mg/dL for subjects aged 11 to 19 y).
Low weight was defined as the combination of thinness and severe thinness; overweight was defined as the
combination of overweight, obesity, and severe obesity, according to the BMI for Age, according to the child growth
curves of the World Health Organization (13). The WC was classified according to the parameters established in
the literature (14). WHtR was considered high when = 0.5 (15).

In addition to the descriptive analysis, the relationship between the fecal
abundance of Bifidobacterium spp. and the dietary, laboratory, and anthropometric
characteristics were also investigated. Fig 1 presents Spearman's correlation graphs
between fecal Bifidobacterium spp. abundance and possible health outcomes to
investigate whether the abundance of this genus in the gut microbiota could behave
as an exposure factor for laboratory and anthropometric findings. There was a very
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weak but statistically significant negative correlation (r =-0.180, p =0.014) between the
fecal abundance of Bifidobacterium spp. and the WHIR, demonstrating that the higher
concentration of these bacteria was related to lower cardiovascular risk, using WHtR
as a parameter for this classification.

Fasting glucose (mg/dL)
- 300 - r=-0.10
p=0.157

Triglycerides (mg/dL)
F200 — ;-008

p=0.301

- 100 Total cholesterol (mg/dL)
=-0.02
p=0.741

0 LDL cholesterol (mg/dL)
0 2500 5000 7500 10000 12500 — __ 1

Bifidobacterium spp. (REU) p=0.057
(a)
- 0.7 >
BMI (Kg/m”)
: . = r=-004
LR Wl S ] ] ' p=0.579
;" I WC (cm)
s . F o, P, ", = |
. 05 —— .- 06
p=0.435
g, e - 0.4 WHIR
R e r=-0.18%
T T T T 0.3 p=0.014

2500 5000 7500 10000 12500

Bifidobacterium spp. (REU)
(b)

Fig 1. Spearman correlation between Bifidobacterium spp. fecal abundance and

possible health outcomes.

(a) Blood level parameters. Left Y-axis (Fasting glucose; Triglycerides; LDL-cholesterol); Right Y-axis (Total
cholesterol). (b) Anthropometric parameters. Left Y-axis (BMI - Body Mass Index; WC = Waist Circumference);
Right Y-axis (WHitR - Waist to Height Ratio). *Statistically significant difference (p <0.05). REU: Relative Expression
Unit. Spearman r classification = Very weak (0,00 to 0,19); Weak (0,20 to 0,39); Moderate (0,40 to 0,69); Strong (0,70
to 0,89); Very strong (0,90 to 1,00).
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Low Bifidobacterium spp. abundance was also associated with a higher
prevalence of hyperglycemia (PR 1.04, 95%CI 1.02-1.07, p = 0.001). Likewise, the
prevalence of high WHtR was 1.04 times higher in subjects who had a low
Bifidobacterium spp. abundance when compared with those with higher concentrations
(PR 1.04, 95%CI 1.01-1.08, p = 0.015). Data are shown in Table 4.

Table 4 - Association between Bifidobacterium spp. fecal abundance and health
outcomes.

Bifidobacterium spp. (REU)
Indicators i
con::n‘:istion 1 Cﬂﬂ:f::’: ::0[1 1 PR (CIgSOD} P:

Hyperglycemia

No 129 (75%) 43 (25%) 1

Yes 11 (100%) 0 (0%) 1.04 (1,02-1,07) | 0.001
Hypercholesterolemia

No 130 (77%) 39 (23%) 1

Yes 10 (71%) 4(29% 0.99(0,94-1,04) | 0.664
Hypertriglyceridemia

No 115 (76%) 37 (24%) 1

Yes 25 (81%) 6 (19%) 1.02 (0.96-1.09) | 0.528
Overweight

No 90 (74%) 32 (26%) 1

Yes 50 (81%) 12 (19%) 1.05(0.96-1.15) | 0.278
Cardiovascular risk

No 126 (74%) 43 (26%) 1

Yes 15 (94%) 1(6%) 1.04 (1.01-1.08) | 0.015

1n (%); *Binomial logistic regression model.

p values in bold indicate statistically significant differences (< 0,05).

REU: Relative Expression Unit; PR: Prevalence Ratio; CL: 95% Contfidence Interval.

REU of Bifidobacterium spp. above the 75th percentile were considered "I lighest concentration,” and values below
the 75th percentile were considered “Lowest concentration.” For laboratory parameters, the following were
considered: hyperglycemia (fasting glucose = 100 mg/dL); hypercholesterolemia (LDL-cholesterol = 130 mg/dL);
hypertriglyceridemia (= 100 mg/dL for subjects aged 5 to 10 y; = 150 mg/dL for subjects aged 11 to 19 y). For the
anthropometric parameters, overweight was defined as the junction of overweight, obesity, and severe obesity,
according to the Body Mass Index (BMI) for Age (BMI/A), using the child growth curves of the World Health
Organization (13). Cardiovascular risk was classified according to the Waist-to-Height Ratio (WHIR), being
considered present when = 0.5 (15).

Discussion

Microbiota refers to microorganisms, including bacteria, fungi, viruses, and
some unicellular eukaryotes (2). The digestive microbiota is the complex community
of microorganisms that live in the gastrointestinal tract of humans and animals,
including insects. In humans, the intestinal microbiota concentrates most
microorganisms and the most significant number of species compared to other body
parts, with the largest concentration being in the large intestine (1). Several factors can
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change the composition and function of the intestinal microbiota. In addition to genetic
susceptibility, type of delivery, breastfeeding, age, geographic location, antibiotic use,
and dietary pattern play an important role (7).

The gut microbiome of children born by vaginal delivery is more diverse and
abundant in probiotic activity species than the microbiota of children born by cesarean
delivery. During the first days of life, Escherichia coli, Clostridium spp., and Streptococci
spp. colonize the gastrointestinal tract, and during breastfeeding, Bifidobacterium spp.
and Lactobacillus spp. arises (18). The first year of life is the most critical period of gut
microbiome development. After this phase, several factors influence the microbiota's
quantity, diversity, and metabolism. The phylum Actinobacteria is predominant in
children and adolescents, especially the genus Bifidobacterium spp. (19).

Children exclusively breastfed until the sixth month of life tend to show
Actinobacteria growth and Firmicutes and Proteobacteria inhibition, resulting from the
metabolism of oligosaccharides in human milk. On the other hand, children fed with
infant formula have a greater abundance of Clostridium spp. and Bacteroides spp. (19).
Individuals exposed to antibiotics use, especially up to the first five years of life, tend
to show changes in the quantity, diversity, and metabolism of the microbiota due to
the competitiveness mechanism change by which the microbiota inhibits the
colonization of pathogenic strains. This effect varies depending on the type of
antibiotic, dose, and length of use (20).

In the population investigated in this study, there was no difference in
Bifidobacterium spp. fecal abundance depends on the delivery type, age, breastfeeding,
and use of antibiotic therapy in childhood. It is worth noting that these variables do
not represent information recorded in documents but reported by the legal guardians
of the subjects, which implied an understanding of the questions asked at the time of
the interview, in addition to relying on memory.

People with more contact with the rural lifestyle tend to have a healthier
intestinal gut microbiome, with a predominance of probiotic bacteria, including
Bifidobacterium spp. (21). In this study, there was no difference in the Bifidobacterium
spp. fecal abundance according to the geographic location of the population. However,
the population was divided between rural and urban based on the school location
rather than the place of residence. Most subjects who studied in rural schools also lived
in this region, as did those who studied in urban schools. This may represent a
limitation in interpreting this result since some of the subjects evaluated studied in
schools located outside their residential region.

After childhood, the microbiota continues to develop, and the diet becomes
primarily responsible for its structure, shape, and variety. Due to the higher intake of
fiber, plant-based diets are related to the more significant variation of microbial
species, with Firmicutes and Bacteroidetes prevalence. On the other hand, the dietary
pattern rich in fats and animal protein is related to a greater abundance of bile-tolerant
species, such as Bacteroides spp., and suppression of Firmicutes (22,23). Furthermore,
the consumption of ultra-processed foods can, directly and indirectly, alter the

12

72



327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360

361

362
363
364
365
366

composition of the gut microbiome due to changes in the density of micronutrients
and energy, the presence of food additives, and Advanced Glycation End products
from heat treatment during the processing of these foods (24).

The Brazilian population has a growing tendency to replace essential foods such
as rice, beans, fruits, vegetables, beef, and milk with industrialized beverages and
foods, such as cookies, processed meats, ready-to-eat foods, sugar, and salt. As a result,
fruits and vegetable consumption is lower among adolescents than among adults and
the elderly. On the other hand, the consumption of ultra-processed foods is higher in
this population (25). In this study, it was observed that subjects who consumed more
meat, compared to those who consumed less, had lower Bifidobacterium spp. fecal
abundance. An important aspect that needs to be discussed is that, due to logistical
issues, the food consumption assessment presented in this study was performed using
asingle 24-hour recall. For that, the given data represent food consumption on the day
before the interview, not the usual pattern of consumption, and the interpretations
derived from these findings should be made taking this limitation into account.

The main consequence of the gut microbiome imbalance is the increase of
intestinal mucosa permeability, which can lead to endotoxemia by lipopolysaccharides
synthesized by Gram-negative intestinal bacteria; increased synthesis of pro-
inflammatory cytokines; macrophage infiltration into adipose tissue; and the
consequent local and systemic inflammatory process, playing an essential role in
triggering peripheral insulin resistance, obesity, metabolic syndrome and
cardiovascular diseases (26). Another important aspect is the microbiota’s ability to
metabolize choline and carnitine, a vitamin and amino acid, respectively, abundant in
the western dietary pattern because they are present in more significant amounts in
animal foods. The result of these compounds’ metabolism is the synthesis of
trimethylamine, which is oxidized in the liver to trimethylamine-N-oxide. This
compound suppresses enzymes synthesizing bile acids and cholesterol transporters,
which is related to atherosclerosis pathogenesis (27). In addition, the intestinal
microbiota of individuals with cardiovascular diseases has a lower abundance of
butyrate-producing strains, such as Bifidobacterium spp. (1).

In this study, the low Bifidobacterium spp. fecal abundance was associated with
a higher prevalence of hyperglycemia, and a higher abundance of this bacterial genus
in the intestinal microbiota was associated with cardiovascular protection. Further
studies are suggested to investigate the influence of physical activity on these findings.

Conclusions

Our findings strongly suggest that Bifidobacterium spp. fecal abundance is
related to dietary and anthropometric parameters in school-aged subjects, and its
increase is associated with positive metabolic outcomes. These data reinforce the need
for public policies on Food and Nutrition Security to prevent NCDs among children
and adolescents.
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6.3 RESULTADOS REFERENTES AO MANUSCRITO 3

Os resultados apresentados neste capitulo se referem ao terceiro manuscrito produto da
tese, submetido a publicacdo em parceria com o grupo da Universidade de Manchester em
janeiro de 2022, e respondem ao terceiro objetivo especifico da pesquisa - Determinar as
caracteristicas nutricionais dos cardapios escolares implementados no ambito do Programa

Escola Sustentavel.

Titulo: An environmental and nutritional evaluation of school food menus in Bahia, Brazil, that

contribute to local public policy to promote sustainability.

Periddico: Nutrients (open access; fator de impacto 6,706; classificacdo A2 para area de
avaliagdo Medicina Il).
DOI: https://doi.org/10.3390/nu14071519

Principais resultados: A avaliacdo quantitativa dos cardapios demonstrou que eles eram
equivalentes em termos de nutrientes, com excecdo ao teor de calcio, que foi mais elevado no
“convencional”, e de ferro e magnésio, que foi superior no “sustentavel”. A outra diferenca
estatisticamente significante foi quanto ao teor de colesterol, ausente no cardapio “sustentavel”,
uma vez que essa é uma gordura de origem animal, ndo estando presente em alimentos de
origem vegetal. No entanto, ambos os cardapios foram ineficientes no alcance da oferta minima
de alguns nutrientes, estabelecida pela legislacdo, como calcio e fibras, assim como no respeito
aos limites méaximos de oferta permitidos para alguns nutrientes, como gordura saturada, agucar
e sodio. Considerando o alcance do PNAE, esses resultados permitem concluir que iniciativas
que visam a reducéo da oferta de alimentos de origem animal e de alimentos ultraprocessados,
além de aumento da oferta de vegetais, produzidos localmente e oriundos da agricultura
familiar, podem representar uma estratégia promissora na mitigacdo das mudancas climaticas e
na promogdo de sustentabilidade social, econbmica e ambiental. No entanto, é preciso

investigar o impacto dessas mudancgas também na satde da populacéo escolar.
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Abstract: Aimed at improving the quality of school meals, the Sustainable School Program (SSP)
implemented low-carbon meals, twice a week, in 155 schools of 4 municipalities, reaching more
than 32,000 students. This study evaluated the environmental impact and nutritional viability of
this intervention for this population. The 15 most repeated meals from the conventional and sus-
tainable menus were selected, and we considered the school age group and number of meals served
per student/day. Nutritional information was calculated using validated food composition tables,
nutritional adequacy was assessed using National School Feeding Program (PNAE) requirements,
the level of processing was considered using NOVA classification, and greenhouse gas emissions
(GHGE) were estimated using food life cycle assessment (LCA) validated data. We found both
conventional and sustainable food menus are equivalent, in terms of nutrients, except for calcium,
iron, and magnesium. Sustainable food menus were cholesterol-free. However, there was a reduction
of up to 17% in GHGE, depending on the school age group analysed. Considering the greater energy
efficiency and lower environmental impact of these food menus, the SSP, therefore, demonstrates that
a substantial reduction in climate impact is feasible, successful, and can be an inspiration to other
regions globally.
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1. Introduction

More than a quarter of the global greenhouse gas emissions (GHGE) are emitted by the
food system [1], while malnutrition is one of the main sources of mortality in the world [2,3].
The increasing threat of climate change will likely affect agriculture, hence endangering
food security [4]. Furthermore, rising sea levels and frequent flooding will adversely
impact communities living close to the coastal area [4]. Additionally, malnutrition, due to
lack of access and availability of affordable and culturally relevant nutritious food, could
lead to higher consumption of cheap, low-quality, processed food, with high contents of
unhealthy ingredients, such as sugar, salt, and fat, putting pressure on the health system,
with non-communicable diseases requiring expensive and regular health treatments [5].

Sustainable food production needs to promote agricultural practices, not only with
lower GHGE, but also those supporting local biodiversity, resource efficiency, and the
welfare of the population, in terms of quality, affordability, and accessibility to the product,
which is essential for countries to meet the United Nations Sustainable Development Goals
(SDGs) [4,6].

Whilst current efforts and school curriculums aim at promoting actions that reduce
the anthropogenic impacts on climate change, for example, through reducing vehicle use
and turning out lights, research investigating the impacts of animal agriculture on climate
change have shown how efforts focused on reducing climate-impactful foods in diets are
the key to decrease GHGE [7] and can drastically overpower other common strategies (such
as turning off lights, etc.). For instance, a reduction of 46% (primary energy demand) and
60% (blue water footprint) on environmental impacts was found [8].

The Brazilian National School Feeding Program (PNAE) is Brazil’s longest-standing
public policy, promoting food security by contributing to the bio-psychosocial development
and educational achievement of students, as well as by meeting their nutritional needs
while in the classroom and supporting the formation of healthy habits through food and
nutrition education [9]. The program’s large coverage and innovative design act also to
strengthen family farming, while promoting access to adequate and healthy diets in all
public and community schools in the basic education system, from day care, kindergarten,
elementary school, and high school to education for young adults [10]. The program was
created in a time when hunger and undernutrition was a main problem. Therefore, its
main aim was to offer around 15% of children’s nutritional needs. In 2018, PNAE benefited
40 million students in Brazilian public schools [11]. If we add up the students from private
schools, this number will be much higher. Therefore, acting at schools has the power to
reach a broad population, with the possibility to implement long-term behaviour change.
However, with the nutritional transition and the current global syndemic of undernutrition,
obesity, and climate change, the role of the program should be rediscussed as so to offer
meals that will face multiple challenges.

The Sustainable School Program (SSP), or “Programa Escola Sustentavel”, is an initia-
tive of the State Public Ministry of Bahia, whose main objective is to monitor school meals by
fostering actions consistent with the right to adequate and inclusive food, health prevention,
quality education, and protection of the environment. In 2018, a pilot program was imple-
mented, with the objective of improving the quality of school meals, through the redesign
of conventional menus and progressive adoption of menus constituted, preferably with
ingredients of vegetable origin that are produced by the local rural family entrepreneurs.
In 2019, sustainable meals were implemented, twice a week, in 155 schools of four munici-
palities in the semi-arid region, with low human development index, impacting more than
32,000 students.
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This study assesses the potential environmental benefits of transforming school food
menus from conventional to sustainable, all whilst ensuring that nutritional requirements
were met. With schools being an environment rich in learning and personal development,
it is paramount to ensure that the lessons taught, both inside and outside of the classrooms,
are useful and engaging. The climate crisis has highlighted the social and environmental
responsibility of those delivering the information, to not only appropriately convey the
severity of the climate crisis, but to share the ways in which each individual can positively
affect their level of impact on the environment. Therefore, this study has developed
educational materials to fulfil this social and environmental responsibility by enabling the
nutritionists and students to calculate the GHGE of the school meals, thus being a tool to
provide continuous improvements of current and future food menus, as well as resources
for food climate change education.

2. Materials and Methods

This section presents a detailed description of how school food menus were sam-
pled, as well as the nutrition and environmental impact calculated. Descriptions of the
development of educational resources and ethical aspects is also found below.

2.1. School Food Menus

In 2019, nutritionists prescribed and implemented food menus for students, from
nursery, pre-school, elementary, secondary, young adults, and adults, in 200 school days,
in the municipal school system of the following four cities in the state of Bahia: Barrocas,
Biritinga, Serrinha, and Teofilandia. Due to the differences between the number of meals
offered per day for the different groups of students, items that make up the menus, and
quantities of per capita consumption, it was decided to analyse the menus separated into
two categories: Group 1—nursery and pre-school (0 to 5 years old); Group 2—elementary,
secondary, young adult, and adult education (from 6 years old). Menus were defined
based on a sample consisting of the 15 most repeated meals of Group 1 (whose students
make three meals per day at school) and 10 from Group 2 (whose students make two
meals per day at school), which were selected from each menu entitled conventional that
contained foods of animal origin (implemented three times a week), as well as the one
entitled sustainable, exclusively composed of plant-based foods (implemented twice a
week). These 30 meals of Group 1 and 20 meals of Group 2 were gathered on four menus,
defined as: Group 1 conventional menu; Group 1 sustainable menu; Group 2 conventional
menu; Group 2 sustainable menu; this enables the comparison of nutritional content and
environmental impact, as well as the statistical analysis. A summary of the menus is
displayed in Table 1.

2.2. Nutritional Content

The evaluation of the meals’ nutritional composition was conducted using the online
software Dietbox®, using the Brazilian Institute of Geography and Statistics food com-
position table, prepared by the Brazilian Institute of Geography and Statistics [12] and
completed with support for nutritional decision [13], in the case of missing items. To assess
nutritional adequacy, the requirements described in Annex III of Resolution CD/FNDE No.
26 [14]. The resolution specifies the minimum daily offer of total calories, carbohydrates,
proteins, lipids, fibres, vitamins A and C, calcium, iron, magnesium, and zinc in school
meals. It also determines maximum levels allowed for saturated fat, sugar, and sodium.
Despite not being determined or suggested by the legislation, it was decided to include
the amounts of cholesterol and vitamin B12 in this analysis, using the reference values
recommended by the Institute of Medicine (US)—Standing Committee on the Scientific
Evaluation of Dietary Reference Intakes, as well as its panel on folate, other B vitamins, and
choline [15,16].
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Table 1. Conventional and sustainable weekly menus, according to age group, selected for this analy-

sis.

Day of . .
the Week Conventional Sustainable
Group 1
Meal 1: Latte + Sweet potato Meal Ik commpmilles C.assava ; :
2 : Meal 2: Beans + Pasta with soya mince + Potato with
M Meal 2: Lettuce and tomato salad + Pasta with sardine i
onday = carrot + Guava juice
x Meal 3: Mango juice + Bread with peanut
Meal 3: Mango juice + Carrot cake + Banana
butter + Banana
x:zi ; gﬁzagz::‘rsligégiii a-i}-,alvlashe d Meal 1: Acerola juice + Sweet corn coconut pudding
. Meal 2: Lettuce salad + Rice + Beans + Okra and
Toeaday pofatoes-t Cuava pumpkin soya chunks casserole
Meal 3: Flavoured whole milk yogurt + Bread ; :
: " Meal 3: Vegetable soup with soya mince
with margarine
Meal 1: Acerola juice + Cassava with pulled beef ﬁ:i ; K?cg:?}z:l;f;zixﬂhscxa :;Efss-;::insgsr;'olls
Wednesday  Meal 2: Rice + Beans + Fish fillet with potato + Mango mince + Guavaiuics 8 Y
BiEsISInAtE. St gL iR Meal 3: Papaya and apple smoothie + Cream cracker
Meal 1: Latte + Couscous Meal 1: Banana and apple smoothie + Soya
Thursd Meal 2: Rice + Beans + Minced beef with potato and mince sandwich
ey carrot + Watermelon Meal 2: Rice + Black beans and vegetables casserole
Meal 3: Guava juice + Coconut cookies Meal 3: Plant-based Shepherd’s pie + Apple
Meal 1: Banana and apple smoothie Meal 1: Banana and papaya smoothie + Coconut cake
Frid Meal 2: Lettuce salad + Muleteer Beans with jerked Meal 2: Lettuce and tomato salad + Rice and black-eyed
ricay beef + Braised kale beans with soya mince, carrot, pumpkin and kale
Meal 3: Omelet + Apple Meal 3: Mango juice + Vegetable couscous
Group 2
Monda Meal 1: Vegetable and chicken soup + Banana Meal 1: Beans and vegetable soup
Y Meal 2: Latte + Couscous with pepperoni Meal 2: Vegetable couscous + Banana
Tuesday :Ia':i i_ x::::geﬁ);:aw hBeSRbRlogess Meal 1: Rice + Vegetables and soya chunks casserole
Meal 5: Fotchncolate s Creain aracker Meal 2: Soya mince sandwich + Watermelon
Meal 1: Acerola juice + Cream cracker with guava Meal 1: Acerola juice + Cream cracker with
Wednesday jam + Papaya peanut butter
Meal 2: Latte + Sweet corn pudding Meal 2: Cornmeal porridge + Papaya
Thursd Meal 1: Sweet rice pudding Meal 1: Sweet rice pudding
WReEY Meal 2: Pasta with tomato sauce + Diced chicken breast ~Meal 2: Mango juice + Soya mince + Bolognese pasta
: Meal 1: Muleteer beans with jerked beef + Braised kale Meal 1 Blaek bearnsanc vegetables
Friday casserole + Cassava flour

Meal 2: Latte + Bread with fried egg + Apple

Meal 2: Guava juice + Coconut cake + Apple

Details of ingredients list and per capita consumption are in the Supplementary Information Section (S3).

A qualitative evaluation of the school meals was conducted using the NOVA classifica-

tion system, which classifies foods into four groups, based on their level of processing [17].
Group 1is composed of unprocessed and minimally processed foods, such as fruits, veg-
etables, legumes, cereals, pulses, milk, eggs, and meat. In this group, foods are consumed
raw or require simple processing, such as cooking and pasteurization. Group 2 includes
processed culinary ingredients, such as oils, butter, lard, sugar, and salt. In Group 3, they
are processed foods, such as salted meat, fruit jellies, fish, grains, and canned vegetables.
They are usually produced by adding Group 2 substances to Group 1 foods and using
preservation methods, such as canning and bottling. Group 4 comprises of ultra-processed
foods, which are formulations of ingredients, mostly for exclusive industrial use, produced
through a series of industrial processes that include the fractionation of whole foods into
isolated substances and frequent use of additives, to increase or reduce the content of a
certain nutrients and improve the sensory characteristics of the final product. This group
includes soft drinks, cookies, ice cream, margarine, sliced bread, etc.
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2.3. Environmental Impact

From the analysis of school food menus, the amount of emissions from the conven-
tional and sustainable menus were calculated on a school calendar year. To accurately
calculate the GHGE values of the menus, it was essential to build a strong foundation
by extracting the GHGE values of the individual ingredients from reliable sources. The
databases used were [18,19]. These values were used to generate a table to display the
relevant information for each food. Since the data provided in the scientific papers and
databases was calculated for a generalised portion size, each value was adjusted to account
for the specific size of each meal. GHGE were calculated in kilograms of carbon dioxide
equivalent per year (kg CO,e/year). The results of these calculations allowed the emission
values for both the conventional and sustainable menus to be compared, such that further
analysis could be conducted to calculate the potential benefits in emission reductions, as
a result of choosing a sustainable menu over a conventional version. In addition, this
approach allows for scaling up the results and identifies the potential benefits of increasing
the number of sustainable days at school, according to the SSP design.

2.4. Public Engagement Component

Educational resources were developed to inform and engage the school community,
as well as to raise awareness on the impact food has on the environment. A booklet was
created, which presented information about food sustainability; the step-by-step methodol-
ogy of the GHGE calculations, including a table with the food ingredients analysed in the
school food menus, as well as the GHGE values associated with each food. To accompany
the booklet, a GHGE menu calculator, containing the calculation method, was created
using the web-based Google Docs editor and Google Sheets, which was made available to
the participant schools of the SSP. A tutorial video was created to explain how to use the
booklet, along with the calculator.

2.5. Statistical Analysis

The nutritional content and impacts to climate change (GHGE), regarding the con-
ventional and sustainable food menus, were described as median and interquartile range,
separated for Groups 1 (nursery and pre-school) and 2 (elementary, secondary, young adult,
and adult education). Differences between conventional and sustainable menus in each
group were tested using the Kruskall-Wallis test. The analysis was performed using the R
software, version 4.1.0 [20].

2.6. Ethical Aspects

This study is part of the research entitled “Evaluation of an intervention project in
school meals on the health of children and adolescents in the hinterland of Bahia” (CAAE:
91282318.3.0000.5544), approved by the Ethics Committee in Research with Human Beings
of Bahiana School of Medicine and Public Health, on September 17/2018, under the opinion
of number 2.962.623, as determined by resolution CNS 466,/2012.

3. Results
3.1. School Meals

Table 1 shows the four food menus, consisting of the most frequently repeated meals
for each group, which were created to allow the comparative analysis of the nutritional
content and GHGE among the conventional and sustainable recipe options.

To preserve the nutritional content of the meal, the sustainable menus replaced animal-
based products (meats, dairy products, and eggs) with legumes (soya and peanuts). In
both food menus, the cereals and tubers group varied between preparations, such as bread
and cake (wheat), couscous (corn), rice, cassava, and yams. Additionally, the fruits and
vegetables group contained both fresh fruits, juices, and smoothies, as well as raw and
cooked vegetables. The sustainable food menu included preparations that represent a
reinterpretation of those presented in the conventional food menu, such as the replacement
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of cow’s milk with peanut milk in the same preparations (smoothie and porridge). It also
contained typical preparations of the local food culture, some examples were “Black beans
casserole”, “Rice and black-eyed beans”, and “Sweet corn coconut pudding”, which are
commonly accepted by children and young adults; there were also adaptations of classical
meals, such as “soya mince sandwich” (a version of the hot dog) and “Sweet rice pudding”,
made free of animal-based ingredients.

3.2. Nutritional Content and Qualitative Evaluation

As seen in Table 2, among the food menus for Group 1, the sustainable menu contains
more total calories, lower protein, and more fibre than the conventional one, which is a
common characteristic of plant-based diets. However, it also presented less carbohydrates,
more added sugar, and provided more total fat (but less saturated fat); additionally, it was
naturally cholesterol-free. Regarding micronutrients, the sustainable food menu has more
iron, magnesium, and vitamin A, as well as less sodium, calcium, zinc, and vitamins C
and B12. Among the food menus for Group 2, it was observed that the sustainable menu
seemed to contain fewer total calories and protein (see Table 2). It also presented more
carbohydrates and added sugar, as well as less total fat (but more saturated fat) than the
conventional food menu, besides being naturally cholesterol-free and containing more fibre.
Regarding micronutrients, the sustainable food menu presented less sodium and more
magnesium, vitamin A, vitamin C, and iron; however, it also contained less calcium, zinc,
and vitamin B12.

Table 2. Nutritional content, as median (p25; p75), of the conventional and sustainable food menus,
according to the age group.

Group 1 Group 2

Nitrient Conventional Sustainable Va’l’u a Conventional Sustainable Va’l’u o
Energy, keal 1115.65 [897.49; 1171 88] 1146.15[986.72; 118479] 0754 71347 [625.4; 748.58) 587.11 [52464; 64434 0.117
Carbotydiates; 146,87 [123.85; 157.35] 14494[143.33;16172]  0.754 135.12 [115.16; 140.47] 151 [14052;17565] 0175
rotein, g/1000 keal 3255 [28.49;42.14] 2037[2616;3004] 0175 37.02 [34.74; 43.11] 2976 [29.06;34.07) 0117
ottt 2046 [28.51;39.72] 3854[3217,3885]  0.465 37.58 [31.24; 45.63] 3099 [30;38.03]  0.602
3‘&;3‘;;{“' 126 [10.87; 16 44] 1158[887,1256] 0347 11.74 [10.99; 15.46] 1313[838;1419] 0602
Cholestesal, 110.71 [102.64; 284.07] 0[0;0]  0.005 9253 [76.17;107.92] 0[0;0]  0.007

iber, g/1000 kcal 11. .99; 13. 15. 13.61; 16.2 . X .69; 10. 10.81 [10.15; 21.. .1
Fi keal 28[8.99;13.2] 526[1361;1628]  0.076 8.47 [3.69; 10.22] 081[1015,21.67]  0.175
Added sugar 256 [22.28; 40.34] 319[2954;3679] 0754 23.98 [20.04; 24.92] 36.16[0;4143] 0916
m‘g;ggg i 190822 [1612.69; 191233] 183043 [1723.08;208748] 0917  1930.95[1764.69;2037.05]  1069.16 [1065.83;2002.03]  0.602
&;ffﬂ’kcal 342.92 [31132;478.6] 182.04[180.87;19127]  0.009 46194 [437.42; 533.8] 192,68 [17179;31431]  0.009
Iron, mg/1000 keal 6.24[6.22;6.85] 8.46[774909]  0.047 7.31[3.65;831] 7.82[737;1138] 0295
mM“ E000 kool 111.32 [104.89; 126.39] 162.15[1524;18471]  0.076 11248 [112.09; 126.22] 142,12 [13045;172.09]  0.047
Zinc, mg/1000 keal 1447 [42;5.06] 271[259;316]  0.175 5.17[3.18;5.66] 204[196;227]  0.117
nv:c‘;/"l‘(‘)‘(;o“{'(c Al 580.36 [560.69;667.56] 133817 [1291.71;1584.11]  0.076 21414 [213.86; 272.96] 184113 [11883;2167.75] 0175
o0 Keal 11861 [59.71; 180.11] 11351 [95.84;14021]  0.754 45.91 [43.01;74.5] 197.91[8423,239.2]  0.347
X:ﬁ?&‘)osﬁf;l 215 [1.58; 3.3] 115[108;153]  0.076 194[16;1.98] 1.63[0.81;298] 0917

Group 1: Nursery and preschool; Group 2: Elementary, secondary and youth, and adult education. Numbers in
bold show statistically significant differences (p value < 0.05).

Table 2 presents the median, percentiles 25th and 75th, of the nutritional content of
each food menu for different food groups. The only statistically significant differences
(p value < 0.05) between the conventional and sustainable menus were found in the iron
content for Group 1 and magnesium content for Group 2, with the sustainable food menu
presenting higher levels (both p values = 0.047); in the case of calcium, the conventional
food menu presented higher content in both groups (p value = 0.009). As expected, the other
significant difference was observed in the cholesterol content (Group 1, p value = 0.005;
Group 2, p value =0.007), with higher levels on the conventional food menu because it is
an animal origin fat and naturally free on plant-based menus. Data are shown in Table 2.
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The sustainable food menu, planned for students of Group 1, presented a lower
amount of calories from unprocessed foods and higher caloric share of processed and
ultra-processed foods, when compared to the conventional one, as shown in Figure 1. On
the other hand, in the food menus planned for Group 2, the situation is reversed; the
sustainable had a higher caloric share of unprocessed foods, as well as a lower share of
processed and ultra-processed foods. It is important to remark that, in all menus, for all
groups, the unprocessed foods account for over 58% of the calories.

Calories
. 5.6%
3 100
1]
S 4.8%
5 80 2 5.3% 4.8%
o 5.9%
<
o 601
z
S
c 401
9
2
T 201
c
<}
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N ~~ o A ~~ /
Group 1 Group 2
B Unprocessed and minimally processed I Processed
I Processed culinary ingredients i Ultra-processed

Figure 1. Share (%) of NOVA food groups to total calories in conventional and sustainable menus.
Graph shows the contribution of NOVA food groups—unprocessed and minimally processed (teal),
processed culinary ingredients (grey), processed (navy), and ultra-processed (light blue) food types;
Group (1): nursery and pre-school; Group (2): primary, secondary, young adult, and adults.

3.3. Nutritional Adequacy

According to the NSFP resolution, in force in 2019 [14], menus applicable to nursery
and full-time pre-schools (Group 1 in this study), which include three meals a day, must
offer at least 70% of the daily nutritional needs of students and, at most, 10% of total
calories from saturated fat. For schoolchildren up to 3 years old, the addition of sugar to
preparations is prohibited and, for those aged 4 years and over, the supply of added sugar
is limited to 10% of total calories. Based on these criteria, it is observed in Figure 2 that
both the conventional and sustainable menu for Group 1 met, and sometimes exceeded, the
total calories needed of each student. In terms of carbohydrates, the sustainable menu met
everyone’s demand, but the conventional was insufficient for those aged between 4 and 5
years old. Both menus reached the protein and total fat needed by all students; however,
they exceeded the maximum acceptable levels of saturated fat. The same happened with
the added sugar content. As it does not contain animal origin foods, the sustainable menu is
naturally cholesterol-free; however, the conventional one was also adequate in this criterion
for all age groups. For fibres, the conventional menu does not provide sufficient amounts
for all age groups, and the sustainable one is below the needs for students between 4 and
5 years old.

Additionally, in accordance with the current legislation [14], menus applicable to
elementary, secondary, youth, and adult education units (Group 2 in this study) that contain
two meals a day must provide at least 30% of the daily nutritional needs of schoolchildren,
with at most 10% of total calories from saturated fat and 10% from added sugar. Based on
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these criteria, Figure 2 demonstrates that, of the menus applied to Group 2, the conventional
met the total calorie needs of almost all students, except those between 16 and 18 years old.
The sustainable menu was only enough to meet the needs of students from 6 to 10 years
old, falling for the other age groups. A similar situation occurred for proteins, with the
conventional being sufficient to meet the demand of all students and sustainable only for
those aged 6 to 10 years old. In terms of carbohydrates, both menus only met the needs of
students aged 6 to 10 years, being insufficient for the other age groups. For total fat, both
menus contemplated the needs of all age groups; however, they exceeded the maximum
acceptable levels of saturated fat for all ages. The same happened with the added sugar
content. The cholesterol content of the conventional menu was higher than acceptable for
all age groups, while the sustainable menu was naturally free. For fibres, the conventional
menu can be considered inadequate for all age groups, as well as the sustainable menu for
students between 6 and 10 years old.

Figure 3 represents the adequacy of menus, in relation to the nutritional needs of
students, in terms of micronutrients. For Group 1, ie., students who eat three meals
a day at school, the maximum sodium content allowed by current legislation for the
menu is 1400 mg. It is possible to observe that both menus exceeded this limit for all age
groups. The zinc content of the conventional menu met the needs of all students, while
the sustainable one proved to be insufficient for those between 4 and 5 years old. For
calcium, the conventional menu did not meet the needs of students aged 4 to 5 years, while
the sustainable menu proved inadequate for those aged between 1 and 5 years. In terms
of iron, the sustainable menu was sufficient to meet the needs of all students, while the
conventional one was effective only for those aged between 1 and 3 years. Both menus met
the needs of vitamins A, C, and B12, as well as magnesium, for all students, despite the
absence of foods from the groups of meat, dairy, and eggs in the sustainable menu, which
can be explained by the presence of fortified foods.

For Group 2, students who eat three meals a day at school, the maximum sodium
content allowed by current legislation for the menu is 600 mg. Figure 3 shows that, equally,
both menus exceeded the maximum sodium limits allowed for all age groups. The zinc
content of the conventional menu met the needs of all students, while the sustainable one
proved insufficient for all ages. For calcium, the conventional menu did not meet the needs
of students aged 11 to 18 years old, while the sustainable one proved inadequate in all age
groups. Both menus proved to be adequate, in terms of iron, vitamin A, and vitamin C in all
age groups. Regarding the magnesium content, the sustainable menu was sufficient to meet
the demands of students aged 6 to 15 years, while the conventional one proved to be even
less efficient, serving only students aged 6 to 10 years. Both menus proved to be sufficient
to meet the nutritional needs of vitamin B12 for the same reason previously described.

In general, it is possible to observe that both menus have limitations in meeting the
recommendations for many nutrients, especially the minimum intake limits for protein,
fibre, calcium, and zinc, as well as the maximum intakes for saturated fats, cholesterol,
sugar, and sodium, being recommended adjustments to suit the target audience. A complete
list of Nutritional targets for the menus according to age group is available on Table S1—
Supplementary Materials.
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Figure 2. Macronutrient adequacy of conventional and sustainable menus to nutritional targets,
according to the age group. Age groups considered were from 7 months to 60 years old, for both
school food menus. Yellow dashed line represents the national daily nutritional recommendation for
school meals (Group 1 is 70%, and Group 2 is 30% of the daily intake). For saturated fat, cholesterol,
and added sugar, the daily nutritional recommendation refers to a maximum level. N/A means
no official recommendations for this age group. Mths and yrs on the X axis mean months and
years, respectively.
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Figure 3. Micronutrients adequacy of conventional and sustainable menus to nutritional targets,
according to the age group. Age groups considered were from 7 months to 60 years old, for both
school food menus. Yellow dashed line represents the national daily nutritional recommendation
for school meals (Group 1 is 70%, and Group 2 is 30% of the daily intake). For sodium, the daily
nutritional recommendation refers to a maximum level. N/ A means no official recommendations for
this age group. Mths and yrs on the X axis mean months and years, respectively.
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3.4. Environmental Impact

The GHGE of the sustainable school food menus were lower, when comparing them
with the conventional school food menus, for both age groups analysed in this study—
Group 1: p = 0.047; Group 2: p = 0.036 (Figure 4). The percentage of sustainable days,
where menus were implemented, increased progressively during the year 2019, as shown in
Figure 5 (detailed data showing the total GHGE per year and the list of ingredients and per
capita amount of menus are available on Tables S2 and S3—Supplementary Materials). In the
first semester, the sustainable food menu made up 20% of the total menus served to students
in both groups. This amount increased to 40% in the second semester. Conventional food
menus had a higher amount of GHGE, when compared to sustainable food menus, for
both groups analysed (Figure 5). It is worth noting that, in 2018, the SSP only had planning
actions for the implementation of school menus for the following year. Thus, in the first
year of the program’s execution, the menus were still 100% conventional. A difference in
absolute values was verified when analysing the emission values for Groups 1 and 2, with
Group 1 having a higher value, due to a greater number of meals, compared to Group 2.

Following the original planning for progressive implementation of the SSP (which
was not possible due to the COVID-19 pandemic), projections of the total emission values
of the two types of food menus were calculated for both groups, as shown in Figure 5. The
projections presented a decrease in the total amount of emissions, with the implementation
of more sustainable days on the menus in both groups.

Figure 5 shows the contribution of sustainable food menus in the total GHGE per
year, according to the implementation plan of the SSP, which progressively increases the
percentage of sustainable food menus through the years. It started with 0% sustainable
days to progressively reach 80%. It was observed that the total amount of GHGE decreased
with the increase of sustainable food menus. As shown in Figure 5, adopting a sustainable
menu four days a week reduces the GHGE from 400 kg CO,e/year to 240 kg CO,e/year
for nursery and preschool menus, as well as from 242 kg CO2e/year to 132 kg COze/year
for primary and secondary school menus.

The percentage decrease in the total GHGE produced per year, based on the imple-
mentation of more sustainable food menus, rather than conventional menus, is shown in
Figure 6. By analysing these results, it was found that, the higher the use of the sustainable
menus, the lower the greenhouse gas emission, for both school age groups. Moreover,
starting from a 100% conventional menu in 2018 and moving to two days a week in 2019
reduced GHGE by 15% for school Group 1 and 17% for school Group 2. By increasing
the ratio of the use of sustainable to conventional menus further, a reduction of 40% and
45% was to be expected in 2021, according to the school age group, due to the adoption of
sustainable menus four days a week.

3.5. Public Engagement Component

As a part of disseminating information, and to positively engage with the school
community, educational resources that focused on food sustainability and the calculation
of GHGE were created. Datasets containing the environmental impacts of a diverse range
of foods were carefully evaluated to extract their GHGE values and input them into an
instructive booklet (Figure 7a).

Additionally, introducing the idea of global warming and effect on the climate to
the reader, this booklet explained how food choices can have such an effect on this issue.
An accompanying calculator (Figure 7b) and tutorial video were also created, in order
to enable the public to independently calculate their own GHGE values for their meals.
While the calculator (Figure 8a) allowed for the input of ingredients and their associated
GHGE values, as found in the booklet, the tutorial video was designed to guide the public,
step-by-step, on how to input this information into the calculator. Figure 8b shows the
model spreadsheet, built in Portuguese, the language used in all educational materials
produced in this study.
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Figure 4. The GHGE value between sustainable and conventional school food menus. The GHGE
expressed per year in kg COse for the two different food menu types targeted in this study. The
graph shows the p value for both groups, and the error bars represent p25, p75 for each school food
menu. See Section 2.1 for the classification of groups.
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Figure 5. The total GHGE of school menus, including the contribution of sustainable and conventional
food menus. The figure compares the estimated GHGE produced per year (in kg CO,e), between the
two different food menu types targeted in this study. The percentages represent the amount of food
menus being sustainable in each year, with 100% equivalent to 5 days a week. * The graph shows the
projections for the years 2020 and 2021, following the implementation plan of the SSP; in 2018, there

were no sustainable food menus.
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Figure 6. The percentage decrease in the total GHGE produced per year. The figure shows the total
estimated GHGE produced per year in kg COze, based on the implementation of the specific ratios of
conventional-to-sustainable food menus for both age groups. The graph shows projections for the
years 2020 and 2021, following the implementation plan of the SSP.
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Figure 7. Educational resources developed in this study. Figure shows: (a) the booklet containing
baseline information on GHGE, as well as tables of food ingredients and associated GHGE; (b) tutorial
video explaining how to calculate GHGE from food.
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Figure 8. Educational calculator. Figure shows: (a) the calculator in Google spreadsheet in English,
with the GHGE calculation example for banana, peanut milk, and creamy pudding; (b) the same
spreadsheet in Portuguese.

4. Discussion

School is considered a potential environment for health promotion, as well as for
nutritional, environmental, and humanitarian education. School feeding, especially in
Brazil, where it is supported by the largest and oldest public food and nutrition security
policy in the country, is a strategic tool for promoting health, in addition to promoting
environmental, economic, and social sustainability. According to the Food and Agriculture
Organization (FAO), a sustainable diet should have a low environmental impact and
contributing to high standards of food safety and health for future generations [21]. Of
the nine planetary limits that need to be respected, in order to allow life on the planet,
four of those that have already been exceeded are strongly related to food production
and consumption. They are the biochemical flux of nitrogen and phosphorus, integrity of
biodiversity, alteration of the earth system, and climate change. The ocean acidification
limit is close to the uncertainty level [22]. Agricultural systems are responsible for 78%
of the pollution of rivers and oceans, the use of freshwater in agriculture represents 70%
of global water abstraction [23], and the food supply chain represents 26% of GHGE [19].
The reason for this impact seems to be the long food system, focused on the production
of animals for consumption [24]. As vegetables represent a shorter production system, if
coming from agroecological, local, and unprocessed production, plant-based diets can be
considered more sustainable than diets containing animal products [25].

The concept of the global obesity, malnutrition, and climate change syndemic sug-
gests that these three conditions may have the same origin, i.e., the unsustainability of
food systems. While they contribute to the depreciation of natural resources, they also
encourage unfair and unequal food distribution and provide the population with food of
low nutritional quality, creating so-called “food deserts”, which contributes to food and
nutrition insecurity globally. Data from the national Household Budget Survey reveal
that Brazil follows the secular global trend of reduction in the prevalence of thinness and
an increase in overweight and obesity in the school-age population [26]. More recently,
the ERICA study [27] pointed to an even more alarming situation between Brazilian chil-
dren and adolescents, i.e., the growing prevalence of comorbidities, such as metabolic
syndrome (2.6%), hypercholesterolemia (20.1%), and systemic arterial hypertension (9.6%),
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even though specific nutritional deficiencies are still considered public health problems in
this population.

According to the EAT-Lancet Commission, the path to feeding a future population
of 10 billion people with a healthy diet, within the limits of the planet, requires that
food production practices be revised, as well as that new food consumption patterns be
encouraged. The suggestion is a reduction of at least 50% in the consumption of meat and
sugar, as well as an increase of more than 100% in the consumption of vegetables by the
year 2050 [2]. WHO, as part of its campaign to control childhood obesity, recommends,
among other strategies, the participation of schools in promoting healthy eating habits [28].
The strategy promoted by the SSP, to optimize nutritional content and reduce GHGE, was
to reduce the supply of meat, dairy products, and eggs, as well as to increase the supply of
vegetables in school meals, implementing a menu entirely plant-based, once a week, during
2019, and predict a gradual enhancement of four times a week over a two-year period.

The results of the present study demonstrate that, despite this effort to promote
acceptability and preserve nutritional viability, it was observed that the sustainable food
menu, in general, has a lower frequency of fresh fruits and vegetables, as well as lesser
diversity of foods and preparations. Additionally, a relevant aspect that hindered the
comparative assessment between food menus, in terms of variety, is the difference in the
format of meals, which did not follow a pattern (starter, main course, and dessert), and
sometimes presented itself as a complete meal and sometimes as a snack, varying between
one and three items, depending on the meal.

Regarding the nutritional aspects, sustainable menus seem to present more added
sugar content than conventional ones. This could be partially explained because, in the
sustainable menu, preparations such as yogurt (industrially sugared) or portions of fresh
fruits (with natural sugar) were replaced by juice and smoothies, which mostly often
require added sugar. A higher amount of total fat was also observed in the sustainable
menu for Group 1. This fat profile could be due to the amount of peanut and soy recipes,
which are rich in unsaturated fat. For Group 2, the sustainable menu presented more
saturated fat, which may be explained by the use of recipes with coconut milk, such as
sweet rice pudding and coconut cake, since coconut is rich in vegetable saturated fat. The
lower content of vitamin B12 in the sustainable menus was expected, since this nutrient
is found only in animal products and industrially fortified foods. Despite this, there was
no statistically significant difference in the nutritional content between the preparations
belonging to the conventional menu and those from the sustainable menu, except for the
calcium, magnesium, iron, and cholesterol content.

Another important aspect is the presence of processed and ultra-processed foods in
both menus, as the literature shows the risks of consumption to health [29,30]. Among
animal products, processed meat has been identified as a major risk factor for the develop-
ment of cancer in humans, so that limited evidence suggests that unprocessed red meat
has a certain level of risk and is considered as a probable carcinogen in humans [31,32].
Although presenting processed and ultra-processed foods, the planned sustainable menus
were free of animal origin foods from these groups. The conventional menu for Group 1
presented a higher frequency of foods from the group of meat, dairy, and eggs in unpro-
cessed form than processed and ultra-processed. When replaced by foods such as soya
and peanuts, which have a high protein concentration, with fewer calories than the meat
group, it automatically reduces the percentage value of calories from unprocessed foods
and increases the caloric participation of the other groups, unnecessarily representing a
higher frequency of food groups. In Group 2 menus, the conventional meals presented
processed and ultra-processed meats, in addition to unprocessed meats. When replaced by
soya and peanuts, it automatically reduced the percentage value of calories from processed
and ultra-processed foods and increased the caloric share of other groups.

Considering that one of the objectives of the SSP was the prevention of non-communicable
chronic diseases, it is possible to suppose that the sustainable menu has a more interesting
profile, since it is more effective in meeting fibre needs and respecting the maximum intake
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limits for saturated fat, cholesterol, and added sodium, when compared to the conventional
menu. In addition to appearing more effective, from a nutritional aspect, the sustainable menu
presented lower GHGE. This reduction highlights the impact changing foods has on climate
change. This information provides an environmental evidence base to implement sustainable
strategies and target where interventions have the most impact.

The menu designed to represent the conventional preparations most offered to stu-
dents in Group 1 emitted an average of 1950 g CO,e/day, while the one, which represented
the sustainable preparations, emitted 740 g CO,e/day. In the menus for Group 2, this
reduction was from 940 to 420 g COze/day, similar to the results achieved by the model
proposed for school feeding in Italy [33]. School menus from across the country were eval-
uated, and 194 preparations (70 starters, 83 main courses, 39 side dishes, 1 part fruit, and
1 part bread) were used to create sustainable menus, based on a mathematical model that
associates nutritional adequacy, probable acceptability, and lower GHGE. The result was a
4-week menu, containing more vegetables, which were not only part of the side dishes, but
of the starters and main courses, as well as less animal products, especially red meat. This
menu would be able to meet the nutritional needs of the target audience (students from
6 to 11 years old) and has 525 g COe /day. Another mathematical model was devised to
create a 4-week menu for Spanish elementary school, based on 2800 possible combinations
of preparations, between 20 starters, 20 main courses, and 7 desserts, suggested by profes-
sional meal planners [34]. The result was a 20-day menu, with 15% lower cost and 24% less
GHGE, when compared to those recommended by national guidelines. It is important to
highlight that these studies created menus based on mathematical models, in order to serve
as a basis for implementing intervention studies. They appear to be effective in reducing
GHGE and costs, besides being nutritionally adequate, but intervention studies are needed
to assess criteria such as acceptability and food waste.

In Stockholm, Sweden, an intervention in school feeding was carried out in three
primary schools, with the implementation of a 4-week menu, containing two meals a day,
totalizing 40 meals, in which six were plant-based. This menu emitted 497 g CO,e/day,
while the previous one emitted 829 g CO,e/day (40% reduction). In addition, the optimized
one was 14% lower cost, and there was no significant difference, regarding the acceptability
and food waste criteria, between the pre- and post-intervention period [35]. A similar
result was found in the experience that took place in the city of Barcelona, Spain. To
promote healthier and more sustainable diets, low-carbon meals were implemented in all
schools and public canteens in the city. The meals contained seasonal, organic, and locally
produced foods, in addition to a reduction in animal origin food (especially red meat) and
ultra-processed products. Compared to conventional menus, there was a 53% reduction in
GHGE. The intervention proposed by the SSP was responsible for the reduction of up to
17% of GHGE in 2019 and could reach 45%, if implemented four times a week. The Spanish
experience has also shown reductions of 60% in water footprint, 46% in primary energy
demand, and 48% in land use, in addition to increasing the nutritional content of meals by
up to 47% [8].

Plant-based diets, if well planned, are nutritionally appropriate for all stages of the life
cycle, and can contribute to the prevention and treatment of chronic, non-communicable
diseases [36]. A study that evaluated 20 systematic reviews and meta-analyses of obser-
vational and intervention studies demonstrated that plant-based diets are more related to
positive health outcomes, such as better lipid profile and body mass index, as well as less
associated with negative outcomes, such as ischemic diseases, diabetes, and cancer [37].
The Brazilian Ministry of Health, through the Dietary Guidelines for the Brazilian Popu-
lation, states that encouraging the consumption of animal origin food can bring risks to
human and planetary health, and suggests a reduction in consumption [38]. Although
the results of this study demonstrate that, except for calcium, there is no difference in the
nutritional content between menus containing foods of animal and plant-based origin,
they also pointed out the inadequacies in meeting the nutritional needs of students. In
general, both menus need adjustments in total energy, as well as the distribution of macro
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and micronutrients to be considered suitable for the target audience. The greater offer of
other legumes (besides soy and peanuts), as well as fruits, vegetables, and seeds, could
bring more diversity to the menus and variety among preparations. However, changes
in menus need to be linked to nutritional education actions and acceptance evaluation,
in order to avoid food waste, since the literature shows low acceptance among Brazilian
teenagers [39-42].

In this study, it was possible to create public engagement tools to promote nutritional
and environmental education. However, it was not possible to assess the impact of imple-
menting these tools in the school community, for example, in reducing food waste, which
suggests future studies. Another limitation of this study was the evaluation of conventional
and sustainable preparations, through the creation of menus that brought together the most
repeated meals throughout the 2019 school year. A future study could also evaluate the
menus implemented throughout the whole school year, as well as the food baskets offered
to families, due to the suspension of face-to-face activities, during the COVID-19 pandemic.

The new NSFP resolution, implemented in 2020, brings some changes in the specifi-
cations of the nutritional characteristics of school meals. Among them is the mandatory
supply of heme iron at least four times a week [43]. As this nutrient is only found in animal
origin foods, this means that school meals can be plant-based only once a week, and other
days should include food from the meat, dairy products, and eggs groups. Even so, as
demonstrated by the studies presented, it is possible to design school menus that meet
nutritional recommendations and, at the same time, present lower GHGE.

It is essential that food guides include environmental aspects and advise society to
adopt healthy practices that are within planetary limits, such as diets with a low carbon
footprint, serving as a basis for promoting effective public policies to achieve the Sustain-
able Development Goals [44]. This issue has been discussed, since 2014, by the Dietary
Guidelines for the Brazilian Population, which, despite including the group of meats,
dairy products, and eggs, in the context of healthy eating, describes that the decrease in
demand for animal origin foods significantly reduces GHGE, deforestation (resulting from
the creation of new pasture areas), and intense use of water [38]. Planetary health has
been considered a new discipline, and it should not be dissociated from human health by
health professionals and public health policies. This is an imperative measure to fulfil the
international agenda of 45% reduction in GHGE in 10 years, achieving the 17 Sustainable
Development Goals by 2030 and carbon neutrality by 2050 [45].

The results of this work provided evidence to caterers and policymakers on how
menus can be changed, in conjunction with effective co-developed education programmes,
thus reducing the climate impact of food. This study is our first foray into calculating school
menu climate impacts and, therefore, provides a pilot for our work in other settings. In
addition, it could be usefully carried out in other regions of Brazil, as well as other countries.

5. Conclusions

This study has analysed the redesign of school food menus, from nutritional and
environmental perspectives. The school food menus were similar. However, the conven-
tional presented higher content of calcium and lower amounts of iron and magnesium.
Another significant difference observed was the cholesterol content, with the sustainable
menu being cholesterol-free. The environmental impact of the implemented sustainable
food menus showed a reduction in GHGE. Projections for implementing more sustainable
days showed a substantial reduction in GHGE. This highlights the importance of food
choices, with regard to relieving humans’ impact on the climate crisis, as well as how we
can effectively and appropriately deliver this information to children, in order to ensure the
next generation of students are well-informed and knowledgeable about the importance
of this topic. To empower and encourage students and nutritionists to calculate their own
GHGE from food, educational materials (tutorial video and booklet) were produced. These
resources ensure the dissemination of the program (and of this study), as well as the part
that science plays in informing society of its findings. We have demonstrated that the
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sustainable diets programme has reduced total climate impacts by 15-17%. Due to the nu-
tritional adequacy of the menus, they have considerable potential to reduce environmental
impacts in Brazil and beyond.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390 /nu14071519/s1. Table S1: Nutritional targets for the menus according to the age group.
Table S2: Total GHGE per year in Kg of CO2e of school food menus according to the age group
and percentage of menus being sustainable. Table S3: List of ingredients and per capita amount of
conventional and sustainable school food menus.
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6.4 RESULTADOS REFERENTES AO MANUSCRITO 4

Os resultados apresentados neste capitulo se referem ao quarto manuscrito produto da
tese, a ser submetido a publicacédo, e respondem ao quarto objetivo especifico da pesquisa -
Avaliar o impacto da intervengdo alimentar no contexto do Programa Escola Sustentavel nas
concentracgdes fecais de Bifidobacterium spp., e sua associacdo com os indicadores laboratoriais
e antropométricos dos participantes do estudo.

Dos 190 individuos incluidos no presente estudo, 124 estavam localizados nos 4
municipios que aderiram ao PES (Barrocas, Biritinga, Serrinha e Teofilandia), implementado
pelo MPBA no ano de 2018 e que fomentou mudancas na alimentacdo escolar da rede publica
municipal de ensino em 2019, conforme descrito no capitulo anterior. A fim de avaliar possiveis
desfechos na saude daqueles que foram expostos ao Programa este capitulo propde duas
abordagens estatisticas. A primeira visa avaliar a populagdo como um grupo e a segunda inclui
as andlises de forma pareada, antes (DO) e apds a intervencdo (D240). Adicionalmente, foi
proposta uma analise de associacdo, onde os individuos expostos foram comparados, apés a
exposicdo, com aqueles ndo expostos a intervencdo, estudantes da rede puablica municipal de
Valente (n = 66), que ndo fez parte do escopo do PES, ou seja, ndo teve modificacbes na
alimentacéo escolar.

De acordo com o exposto na Tabela 1 é possivel observar que, comparando-se a
ingestdo alimentar do grupo no inicio e no final do ano letivo de 2019, ndo houve diferenca
entre 0 consumo de macro e micronutrientes, exceto pelo aumento significativo da ingestdo de
colesterol (86,3 mg/1000 Kcal; 127,6 mg/1000 Kcal; p = 0,001). A andlise qualitativa
demonstrou aumento significativo da participacdo caldrica de alimentos ndo processados na
ingestdo energética total dos participantes avaliados (48%; 58%; p = 0,001). Ao investigar quais
tipos de alimentos pertencentes a esse grupo teriam influenciado mais a ingestdo de nao
processados, observou-se que houve aumento significativo da ingestdo calérica de leguminosas
(53 Kcal; 56 Kcal; p=0,016) e frutas e sucos (124 Kcal; 162 Kcal; p = 0,013), dados disponiveis

na Tabela 2.
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Tabela 1 - Caracteristicas do consumo alimentar de um grupo escolares da rede publica
municipal de ensino de quatro municipios do sertdo da Bahia, Brasil, antes e apds uma

intervencdo na alimentacdo escolar no ano letivo de 2019.

Ingestéo alimentar

Indicadores
DO! (n=185) D240 (n=106) p?
Energia e macronutrientes
Energia total (Kcal) 1755 (1309-2259) 1844 (1421-2366) 0,082
Carboidratos (%calérico) 53 (45-60) 52 (46-56) 0,155
Proteinas (%caldrico) 13 (11-16) 14 (11-16) 0,145
Lipideos (%calérico) 33 (28-40) 34 (31-38) 0,177
AGS (%calorico) 11 (9-14) 12 (10-14) 0,253
AG Trans (%calérico) 1,3 (0,9-1,8) 1,4 (0,9-2,3) 0,118
Colesterol (mg/1000 Kcal) 86,3 (60,6-148,6) 127,6 (68,0-216,6) 0,001
AcUcar total (%calérico) 20 (11-28) 18 (13-25) 0,597
Acucar de adigdo (%caldrico) 12 (6-19) 12 (6-18) 0,783
Fibras (g/1000 Kcal) 7,6 (6,2-9,0) 7,7 (6,7-9,3) 0,178

Micronutrientes

Sdédio total (mg/1000 Kcal) 1601 (1313-1960) 1527 (1191-1840) 0,159

Sédio de adigdo (mg/1000 Kcal) 395 (251-560) 415 (304-549) 0,374
Célcio (mg/1000 Kcal) 216 (154-316) 242 (156-313) 0,403
Ferro (mg/1000 Kcal) 4,8 (3,9-5,6) 4,9 (4,2-5,8) 0,284
Magnésio (mg/1000 Kcal) 98,2 (86,8-110,0) 98,2 (87,4-114,0) 0,601
Zinco (mg/1000 Kcal) 4,9 (3,4-6,4) 4,4 (3,4-6,5) 0,884
Vitamina B12 (ug/1000 Kcal) 1,7 (1,0-2,8) 1,6 (1,0-2,6) 0,834

Vitamina D (ug/1000 Kcal)
Classificacdo NOVA

1,59 (0,96-2,37) 1,51 (1,06-2,38) 0,846

Grupo 1 (%calérico) 48 (38-62) 58 (37-81) 0,001
Grupo 2 (%calérico) 13 (9-18) 12 (8-20) 0,869
Grupo 3 (%calérico) 10 (0-20) 11 (0-23) 0,647
Grupo 4 (%calérico) 21 (11-36) 19 (10-40) 0,699

! Mediana (intervalo interquartil); 2 Teste de Mann-Whitney.

Valores de p em negrito demonstram diferengas estatisticamente significantes (< 0,05).

DO: inicio do ano letivo de 2019; D240: final do ano letivo de 2019; AGS: &cidos graxos saturados; AG Trans: acidos graxos
trans; Classificagdo NOVA — Grupo 1 (alimentos ndo processados); Grupo 2 (ingredientes culinarios processados); Grupo 3
(alimentos processados); Grupo 4 (alimentos ultraprocessados).
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Tabela 2 - Consumo de alimentos ndo processados de um grupo escolares da rede publica
municipal de ensino de quatro municipios do sertdo da Bahia, Brasil, antes e apds uma

intervencdo na alimentacdo escolar no ano letivo de 2019.

NOVA Grupo 1 Ingest&o alimentar
Alimentos néo processados DO! (n=185) D240! (n=106) p2
Cereais (Kcal) 196 (71-330) 225 (101-369) 0,200
Leguminosas (Kcal) 53 (23-93) 56 (44-107) 0,016
Verduras e legumes (Kcal) 10 (4-41) 10 (3-30) 0,327
Frutas e sucos (Kcal) 124 (0-249) 162 (84-301) 0,013
Carnes, laticinios e ovos (Kcal) 334 (213-500) 352 (211-515) 0,889

! Mediana (intervalo interquartil); 2 Teste de Mann-Whitney.
Valores de p em negrito demonstram diferengas estatisticamente significantes (< 0,05).
DO: inicio do ano letivo de 2019; D240: final do ano letivo de 2019.

Ja aandlise pareada revelou que houve aumento do consumo de energia total (p = 0,047),
acidos graxos saturados (p = 0,024) e, da mesma forma, colesterol (p < 0,0001), conforme
demonstrado na Figura 1. Sobre o aspecto gqualitativo, também houve aumento da participacédo
caldrica de alimentos ndo processados (p < 0,0001), no entanto, nesse caso 0s alimentos que
mais influenciaram foram cereais (p = 0,034) e leguminosas (p = 0,016), dados disponiveis na
Figura 2.

A avaliacdo laboratorial do grupo demonstrou que ndo houve diferenca da abundancia
fecal de BIF. antes e apds a intervencédo na alimentacdo escolar, assim como da prevaléncia de
hiperglicemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e deficiéncia de ferro, vitamina D e
vitamina B12 (Tabela 3). No entanto, foi observada reducdo da prevaléncia de hemoglobina
baixa (8%; 2%; p = 0,036). No caso da analise pareada, observou-se aumento dos niveis séricos
de hemoglobina (p < 0,0001) e reducéo de LDL-colesterol (p <0,0001). Porém, houve aumento
dos niveis de triglicerideos (p < 0,0001) e reducdo da vitamina D (p < 0,0001), conforme
demonstrado na Figura 3. Os individuos diagnosticados com deficiéncia de ferro, vitaminas D
e B12 no DO foram orientados ao tratamento com reposi¢do medicamentosa e foram excluidos
dessas andlises.

A Tabela 4 descreve os indicadores antropométricos da populacéo investigada e é
possivel observar que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre esses parametros
no periodo avaliado. Na analise pareada disponivel na Figura 4 observa-se elevacao da estatura
(p < 0,0001), do peso (p < 0,0001) e da CC (p = 0,005), acompanhados de reducdo da RCE (p
<0,0001).



101

Energia total Carboidratos
3000 * 80 *
60
2000 T . —
S g
S
N7 "_‘3 40
1000 2
20
0- T
DO D240 0= '
D0 D240
Acidos graxos saturados Colesterol
207 . 300
*
<
15 ot
o S 200
g T E
\o o
—~ 107 = —_
2 S
3 = 100
5 g
Do D240 DO D240

Figura 1 — Analise pareada das caracteristicas quantitativas do consumo alimentar de um grupo
escolares da rede publica municipal de ensino de quatro municipios do sertdo da Bahia, Brasil,

antes e ap6s uma intervencdo na alimentacéo escolar no ano letivo de 2019.

Testes estatisticos: Teste de Wilcoxon pareado. *Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05). DO: inicio do ano letivo de
2019; D240: final do ano letivo de 2019.
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Figura 2 — Andlise pareada das caracteristicas qualitativas do consumo alimentar de um grupo
escolares da rede publica municipal de ensino de quatro municipios do sertdo da Bahia, Brasil,

antes e ap6s uma intervencdo na alimentacédo escolar no ano letivo de 2019.

(a): Participacdo cal6rica de cada grupo alimentar da classificaggo NOVA — Grupo 1 (alimentos ndo processados); Grupo 2
(ingredientes culinarios processados); Grupo 3 (alimentos processados); Grupo 4 (alimentos ultraprocessados). (b):
Participacéo caldrica (log 10) de cada tipo de alimento do grupo dos alimentos ndo processados. Teste estatistico: Teste de
Wilcoxon pareado. *Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05). DO: inicio do ano letivo de 2019; D240: final do ano
letivo de 2019.
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Tabela 3 - Caracteristicas laboratoriais de um grupo escolares da rede publica municipal de
ensino de quatro municipios do sertdo da Bahia, Brasil, antes e ap6s uma intervengdo na

alimentacéo escolar no ano letivo de 2019.

Achados laboratoriais

Indicadores
D0 (n=190) D240! (n=124) p
Hemoglobina baixa 15 (8%) 2 (2%) 0,036°
Ferritina baixa 8 (5%) 7 (T%) 0,787°
Deficiéncia de vitamina D 1 (1%) 2 (2%) 0,5983
Deficiéncia de vitamina B12 25 (14%) 8 (9%) 0,327°
Glicemia de jejum elevada 11 (6%) 3 (4%) 0,561°
Colesterol total elevado 22 (12%) 7 (7%) 0,2213
LDL-Colesterol elevado 14 (8%) 2 (2%) 0,0593
Triglicerideo elevado 31 (17%) 27 (26%) 0,0923
Bifidobacterium spp. (REU) 794 (135-1905)? 1096 (257-2803)2 0,123*

In (%); 2 mediana (intervalo interquartil); 3 Teste exato de Fisher; “Teste de Mann-Whitney.

Valores de p em negrito demonstram diferengas estatisticamente significantes (< 0,05).

DO: inicio do ano letivo de 2019; D240: final do ano letivo de 2019; REU: Unidade de Expressdo Relativa.

Valores de referéncia para os parametros laboratoriais: Hemoglobina baixa (meninas de 5 a 12 anos < 11,5 g/dL, meninas de
12 a19 anos < 12 g/dL, meninos < 13 g/dL); Ferritina baixa (< 15 pg/L); Glicemia de jejum elevada (> 100 mg/dL); Colesterol
total elevado (> 200 mg/dL); LDL-colesterol elevado (> 130 mg/dL); Triglicerideo elevado (5 a 10 anos > 100 mg/dL; 11 a 19
anos > 150 mg/dL); Deficiéncia de vitamina B12 (< 200 pg/mL); Deficiéncia de vitamina D (< 20 ng/mL).
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Figura 3 — Anélise pareada das caracteristicas laboratoriais de um grupo escolares da rede
publica municipal de ensino de quatro municipios do sertdo da Bahia, Brasil, antes e apds uma

intervencdo na alimentacdo escolar no ano letivo de 2019.

Teste estatistico: Hemoglobina (Teste t de Student pareado); demais (Teste de Wilcoxon pareado). *Diferenca estatisticamente
significante (p < 0,05). DO: inicio do ano letivo de 2019; D240: final do ano letivo de 2019. O indicador sérico de vitamina D
avaliado foi o circulante (25-OH-vitamina D3).
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Tabela 4 — Caracteristicas antropometricas de um grupo escolares da rede publica municipal

de ensino de quatro municipios do sertdo da Bahia, Brasil, antes e ap6s uma intervencdo na

alimentacéo escolar no ano letivo de 2019.

Achados antropométricos

Indicadores
DO (n=190) D240 (n=124) p

Estatura (m) 1,39 (1,26-1,53) 1,44 (1,28-1,58) 0,0792
Peso (Kg) 32,9 (25,4-45,5) 36,1 (26,3-48,2) 0,2652
indice de Massa Corporal (Kg/m?) 16,9 (15,0-19,6) 16,6 (15,0-20,1) 0,9712
Estado nutricional

Magreza acentuada 2 (1%) 0 (0%) 0,382°

Magreza 8 (4%) 5 (5%)

Eutrofia 113 (61%) 66 (63%)

Sobrepeso 32 (17%) 11 (11%)

Obesidade 12 (7%) 12 (11%)

Obesidade grave 19 (10%) 11 (10%)
Circunferéncia da cintura (cm) 59 (54-67) 61 (55-68) 0,3772
Relacdo Cintura-Estatura 0,43 (0,40-0,46) 0,42 (0,40-0,45) 0,1872
Risco cardiovascular 17 (9%) 10 (9%) >0,9993
Cintura hipertrigliceridémica 6 (3%) 7 (8%) 0,070°

! Mediana (intervalo interquartil) ou n (%); 2 Teste de Mann-Whitney; 3 Teste exato de Fisher.
DO: inicio do ano letivo de 2019; D240: final do ano letivo de 2019.
A classificacio do estado nutricional foi feita pelo indicador indice de Massa Corporal (IMC) para ldade (IMC/I), usando como
parametro as curvas de crescimento infantil da Organizacdo Mundial da Sadde. A classificacdo de risco cardiovascular foi feita
de acordo com a Relagdo Cintura-Estatura (RCE), sendo considerado risco presente quando > 0,5. O fendtipo de cintura
hipertrigliceridémica foi considerado presente na ocorréncia simultanea de circunferéncia da cintura elevada para sexo e idade,

e hipertrigliceridemia (5 a 10 anos > 100 mg/dL; 11 a 19 anos > 150 mg/dL).
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Figura 4 — Analise pareada das caracteristicas antropométricas de um grupo escolares da rede
publica municipal de ensino de quatro municipios do sertdo da Bahia, Brasil, antes e apds uma

intervencdo na alimentacdo escolar no ano letivo de 2019.

Teste estatistico: Teste de Wilcoxon pareado. *Diferenga estatisticamente significante (p < 0,05). DO: inicio do ano letivo de
2019; D240: final do ano letivo de 2019.
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A Tabela 5 descreve a associacdo entre alguns indicadores laboratoriais e
antropométricos, e a exposicdo as mudangas na alimentacdo escolar no contexto do PES,
comparando os individuos expostos aos néo expostos. E possivel observar que a prevaléncia de
hipercolesterolemia foi seis vezes maior entre os individuos ndo expostos (RP 6,67, IC1,46-
30,4, p = 0,014). A anélise multivariada, controlando para a localizacdo da popula¢do (zona
rural ou urbana), ratifica esse achado (RP 6,13, IC 1,17-32,1, p = 0,032) ou seja, estar exposto
ao PES estd associado a protecdo contra niveis séricos elevados de LDL-colesterol. A
concentracdo fecal de BIF, assim como os demais parametros laboratoriais e antropométricos

nédo apresentaram associagdes positivas ou negativas estatisticamente significantes.

Tabela 5 - Associacdo entre concentracdo fecal de Bifidobacterium spp. e caracteristicas
laboratoriais e antropométricas entre os individuos expostos ao Programa Escola Sustentavel e

aqueles ndo expostos.

Andlise Andlise
univariada multivariada
Indicadores Grupo Grupo
exposto? n&o exposto’ OR p? OR p?
(n = 124) (n = 66) (95%IC) (95%IC)
Bifidobacterium spp.
Menor concentracdo 55 (51%) 52 (49%) 1 1
. x 0,86 0,86
0 0 L 1
Maior concentragdo 18 (56%) 14 (44%) (0,46-1,59) 0,631 (0,45-1,66) 0,654
Hemoglobina baixa
Ausente 104 (63%) 62 (37%) 1 1
0,84 3,33
0 0 L 1
Presente 2 (67%) 1 (33%) (0,78-9,09) 0,887 (0,33-33,1) 0,304
Hiperglicemia
Ausente 101 (63%) 59 (37%) 1 1
2,20 2,99
O 0 y 1
Presente 3 (43%) 4 (57%) (0,51-9,51) 0,291 (0,55-16,2) 0,204
LDL-c elevado
Ausente 103 (65%) 55 (35%) 1 1
6,67 6,13
O 0 y y
Presente 2 (20%) 8 (80%) (1,46-30,4) 0,014 (1,17-32,1) 0,032
Hipertrigliceridemia
Ausente 76 (61%) 49 (39%) 1 1
0,80 1,92
0 0 y 1
Presente 29 (67%) 14 (33%) (0,46-1,40) 0,444 (1,10-3.38) 0,023
Deficiéncia de vit B12
Ausente 81 (59%) 57 (41%) 1 1
Presente 8 (57%) 6 (43%) 106  gg10 08 gg10

(0,39-2,90) (0,30-2,57)
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Excesso de peso

Ausente 71 (62%) 43 (38%) 1 1
1,04 1,28

Presente 34 (61%) 22 (39%) (0,67-1,62) 0,843 (0,81-2,01) 0,294
Baixo peso

Ausente 100 (63%) 59 (37%) 1 1

Presente 5 (45%) 6 (55%) © 612951 10) 0,258 © 319’_3;157) 0,637
Risco cardiovascular

Ausente 96 (61%) 61 (39%) 1 1

Presente 10 (71%) 4 (29%) © 201615 99) 0,454 © 310033 52) 0,966

I'n (%); 2 Modelo de regresséo logistica binomial. Analise multivariada para controle da localizagdo da populacio (zona rural
ou urbana).

Valores de p em negrito demonstram significancia estatistica (< 0,05).

OR: Odds Ratio, interpretado como razdo de prevaléncia; IC: intervalo de confianga.

Considerou-se como maior concentragdo de Bifidobacterium spp. valores de mediana de REU (Unidades de Expressao
Relativas) superiores ao percentil 75 e como menor concentragdo valores inferiores ao percentil 75. Para os parametros
laboratoriais, considerou-se como hiperglicemia: valores de glicemia de jejum > 100 mg/dL; LDL-colesterol elevado: valores
de LDL-colesterol > 130 mg/dL; hipertrigliceridemia: valores de triglicerideos > 100 mg/dL para individuos de 5 a 10 anos ¢
> 150 mg/dL para individuos de 11 a 19 anos; deficiéncia de Vitamina B12: valores de vitamina B12 < 200 pg/mL Para os
pardmetros antropométricos, foi definido como excesso de peso a juncdo entre os diagndsticos sobrepeso, obesidade e
obesidade grave, e como baixo peso a juncdo entre os diagndsticos magreza acentuada e magreza, de acordo com o indice de
Massa Corporal (IMC) para Idade (IMC/I) usando como parametro as curvas de crescimento infantil da Organizagdo Mundial
da Saude. A classificacdo de risco cardiovascular foi feita pelo indicador Relagéo Cintura-Estatura (RCE), sendo considerado
risco presente quando > 0,5.
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7 DISCUSSAO

A realizacgdo deste estudo permitiu avaliar a relagédo entre as concentracgdes fecais de BIF
e parametros geograficos, antropométricos, laboratoriais e dietéticos em estudantes de cinco
municipios do Sertdo da Bahia. Uma amostra de 190 individuos foi avaliada em um corte
transversal e 124 deles foram avaliados de forma prospectiva em dois momentos, no inicio (D0)
e no final do ano letivo de 2019 (D240), a fim de observar se a exposi¢do a uma intervencdo na
alimentacdo escolar foi capaz de influenciar as variaveis de interesse. Os resultados
apresentados nos dois primeiros manuscritos se referem a analise da populagdo estudada no
corte transversal. Os resultados apresentados nos dois manuscritos seguintes se referem a
avaliacdo da intervencdo em si, proposta pelo MPBA, e a avaliacdo a populacdo exposta a essa
intervencao.

A andlise quantitativa do consumo alimentar dos individuos no DO revelou alta ingestdo
de acucar, sendo esse perfil ainda mais expressivo na populacdo que frequentava escolas da
regido urbana. J& o consumo de sdédio foi mais expressivo na populacdo de escolas rurais.
Independentemente da localizacdo da unidade escolar, observou-se alto consumo de gordura
saturada em parte dos individuos avaliados. Esse perfil de consumo alimentar também foi
observado pelo ERICA, em 2016, entre estudantes de escolas publicas e privadas de todo o pais
(SOUZA et al., 2016).

A avaliacdo qualitativa do consumo alimentar revelou que quase metade das calorias
consumidas vinha de alimentos ndo processados, no entanto 21% das calorias eram fornecidas
por alimentos ultraprocessados, achado ainda mais expressivo na populacéo de escolas urbanas.
Um estudo realizado em 2013, com 816 individuos em idade pré-escolar, distribuidos em 38
Centros Municipais de Educagéo Infantil da cidade de Colombo, no Parana, identificou que o0s
alimentos do ultraprocessados representavam 45,8% do valor calérico total diario consumido
(RETONDARIO; DE OLIVEIRA ALVES; FERREIRA, 2022). Andrade e colaboradores, em
pesquisa realizada com 50 adolescentes de uma escola privada da cidade de Juiz de Fora, Minas
Gerais, identificaram que 84,6% deles destinavam metade dos recursos financeiros de suas
compras a aquisicdo de alimentos ultraprocessados (ANDRADE et al., 2019). Outro estudo,
realizado com dados da edicao de 2015 da PeNSE, essa de abrangéncia nacional e que envolve
escolas publicas e privadas, revelou que adolescentes de niveis socioecondmicos mais elevados
consomem mais alimentos ndo processados, mas também ultraprocessados, quando

comparados aqueles com niveis socioecondmicos mais baixos (DA COSTA et al., 2022). Esses
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resultados demonstram que o consumo de alimentos ultraprocessados esta presente de forma
significativa na alimentacdo da populagéo brasileira em idade escolar, independentemente de
questdes sociais, econdmicas e geograficas.

Alimentos ultraprocessados sdo formulagbes industriais inteiramente  ou
majoritariamente constituidas de substancias extraidas de alimentos (6leos, gorduras, agucar,
proteinas), derivadas de constituintes de alimentos (gorduras hidrogenadas, amido modificado),
e ou sintetizadas em laboratorio a partir de matérias organicas (corantes, aromatizantes,
edulcorantes, realcadores de sabor). A literatura recente vem evidenciando que esse grupo de
alimentos apresenta impacto negativo na qualidade da alimentacéo da populacgdo por diversos
fatores, entre eles, por influenciar negativamente a oferta de nutrientes. Alimentos
ultraprocessados contribuem para o aumento da densidade energética e dos teores de agucar e
gordura (saturada e trans), e para reducdo do teor de fibras da dieta (SEGURA, 2019). Esse foi
o perfil nutricional encontrado na populacéo avaliada no presente estudo, em especial aquela
que frequentava escolas da regido urbana, que apresentava maior consumo de alimentos
ultraprocessados. De acordo com o Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira, 0 consumo
desses alimentos deve ser evitado, ndo devendo contribuir para o alcance das necessidades
nutricionais diarias (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Um aspecto importante e que precisa ser aqui discutido é que a avaliacdo do consumo
alimentar apresentada neste estudo foi realizada por meio do Recordatério de 24 horas, um
método retrospectivo de avaliacdo quantitativa do consumo alimentar onde o individuo relata
todos os alimentos consumidos no dia anterior a entrevista. No entanto, independentemente do
método de avaliacdo, retrospectivo ou prospectivo, qualitativo ou quantitativo, o instrumento
deve ser aplicado em trés momentos diferentes, ndo consecutivos, que representem dois dias
tipicos e um dia atipico do consumo alimentar dos individuos avaliados. Dessa abordagem em
triplicata devem ser extraidas as medidas de tendéncia central e dispersdo, de acordo com a
normalidade de distribuicdo das variaveis (MASCARENHAS et al., 2016). No presente estudo,
em funcdo de questdes logisticas, ndo foi possivel aplicar o metodo em triplicata, logo, os dados
aqui apresentados representam o consumo alimentar no dia anterior a entrevista, ndo o padrédo
de consumo habitual, e as interpretacbes derivadas desses achados devem levar em
consideracdo essa limitacéo.

Em relagéo a avaliagdo das caréncias nutricionais no DO, foram observadas diferengas
entre a populacdo que frequentava escolas da regido rural e urbana. Os niveis séricos de ferritina

foram menores nos individuos da zona urbana, muito embora isso ndo tenha representado maior



111

prevaléncia de deficiéncia desse nutriente ou de anemia nessa populacdo. Da mesma forma, 0s
niveis sanguineos de vitamina D foram menores nos estudantes da zona urbana, provavelmente
refletindo o nivel de exposicdo ao sol dessa populacdo, que tende a ser menor quando
comparado ao estilo de vida rural, tendo em vista que o status dessa vitamina no organismo tem
maior relacdo com a sintese endogena do que com a ingestdo alimentar. De qualquer forma, a
prevaléncia de deficiéncia de vitamina D ndo se mostrou relevante na populagéo avaliada por
este estudo.

Apesar de alimentos de origem animal serem considerados as melhores fontes de ferro
da dieta, pela presenca do ferro Heme, de mais facil absorcéo, € sabido que alimentos de origem
vegetal séo igualmente eficazes na manutencao do status de ferro no organismo (AGNOLI et
al., 2017). Neste estudo, observou-se relacdo direta entre 0 consumo de carnes e vegetais ndo
processados, e 0s niveis séricos de ferritina, 0 que ndo ocorreu com o consumo de carnes
processadas e alimentos ultraprocessados em geral. Essa relagéo inversa entre 0 consumo carnes
processadas também ocorreu com os niveis séricos de vitamina D.

No quesito vitamina B12, embora ndo tenha sido observada diferenca dos niveis séricos
entre as populagdes investigadas, chama atencéo o fato de que a prevaléncia dessa caréncia
nutricional se mostrou consideravelmente maior do que a de ferro. A deficiéncia de ferro, assim
como a anemia ferropriva, ainda é considerada um problema de satde publica no mundo e na
populacdo brasileira. Por essa razdo, ha mais de duas décadas, o Brasil introduziu politicas
publicas de fortificacdo em massa de ferro, por meio das farinhas de trigo e milho, na intencédo
de reduzir a prevaléncia de anemia ferropriva na populacédo (VELLOZO; FISBERG, 2010). No
entanto, a deficiéncia de vitamina B12 também exerce grande impacto no crescimento e
desenvolvimento estrutural e cognitivo de criancas e adolescentes e estudos revelam que a
prevaléncia dessa caréncia nutricional é crescente no mundo, em especial entre as parcelas da
populacdo com menor nivel socioecondémico, criancgas, gestantes e idosos (GREEN et al., 2017).
Neste estudo, como esperado, observou-se relagdo direta entre consumo de carnes nédo
processadas e o status de vitamina B12, porém foi observada relacéo inversa com consumo de
carnes processadas. Ainda assim, a despeito do consumo de carnes, a prevaléncia da deficiéncia
desse nutriente se mostrou expressiva.

Cabe ainda ressaltar que ndo existe consenso em relacdo aos niveis sericos ideais de
vitamina B12, o que dificulta a determinacéo da prevaléncia da deficiéncia desse nutriente em
nivel populacional e a comparacdo entre os estudos. Nesta pesquisa, foram considerados
deficientes os individuos com niveis de vitamina B12 abaixo de 200 pg/mL. Se fosse adotado
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0 ponto de corte acima de 300 pg/mL ou 500 pg/mL como suficiéncia, sugeridos por outros
autores, a prevaléncia da caréncia nutricional teria sido ainda mais expressiva (DANG et al.,
2014; ROSENTHAL et al., 2017). Esse achado revela a necessidade de politicas de
enfrentamento a deficiéncia de vitamina B12 para além da recomendacdo da ingestdo de
alimentos de origem animal, uma vez que o consumo de carne processada se mostrou ineficaz
para esse objetivo, além de ser um fator de risco para o desenvolvimento de cAncer em humanos,
tendo sido classificado como grupo 1, ao lado do cigarro, da radiacéo solar e da ingestdo de
alcool. O consumo de carnes ndo processadas foi classificado como provavel carcinogénico em
humanos, fazendo parte do grupo 2A, assim como a acrilamida e o agrotoxico
diclorodifeniltricloroetano (BOUVARD et al., 2015).

Quanto ao perfil lipidico, também houve diferenca estatisticamente significante entre os
individuos estudados, sendo a hipertrigliceridemia mais prevalente entre os estudantes de
escolas urbanas, onde também foi encontrado maior consumo de alimentos ultraprocessados e
acucar, e menor ingestdo de fibras. Independentemente dessa diferenca, a prevaléncia de
hipertrigliceridemia e de LDL-colesterol elevado foi maior que padréo nacional observado pelo
ERICA, em 2016, que, desde entdo, ja evidenciava maior prevaléncia de hipertrigliceridemia
na populacdo nordeste, quando comparada ao restante do pais (FARIA-NETO et al., 2016).
Ainda, o ERICA demonstrou que a prevaléncia nacional de sindrome metabdlica (2,6%) se
mostrou maior entre estudantes de escolas publicas (2,8%) (KUSCHNIR et al., 2016). Esses
dados sugerem uma evolucdo negativa do perfil lipidico e metabolico da populacgéo brasileira
em idade escolar nos Gltimos anos e aponta a necessidade de implementacdo de politicas
publicas de enfrentamento a esse cenario.

Cabe salientar que o parametro de abrangéncia nacional para avaliacdo de caréncias
nutricionais na populacdo infantil brasileira € 0o ENANI (“ENANI - ESTUDO NACIONAL DE
ALIMENTACAO E NUTRICAO INFANTIL”, [s.d.]), que abrange todas as regides, estados e
capitais do pais, no entanto, € limitado a criancas de até 5 anos. Da mesma forma, a referéncia
de nivel nacional para avaliacéo de perfil lipidico e metabdlico na populacéo infantil ¢ 0o ERICA
(“ERICA — Estudo de Riscos Cardiovasculares em Adolescentes”, [s.d.]), também de
caracteristica multicéntrica, abrangendo estudantes de escolas publicas e privadas, porém, como
0 nome sugere, inclui apenas individuos entre 12 e 17 anos. Existe, portanto, uma lacuna na
literatura cientifica quanto a prevaléncia de caréncias nutricionais entre a populacdo em idade

escolar maior de 5 anos, assim como de dislipidemia e distdrbios metabdlicos entre aqueles
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menores de 12 anos, o que dificulta a comparagdo dos resultados encontrados no presente
estudo.

A POF, considerando dados de 1974 a 2018, confirma na populacdo brasileira a
tendéncia mundial de aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade, inclusive entre
individuos em idade escolar (IBGE. INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA., 2020). Essa realidade também foi evidenciada pela PeNSE (IBGE.
INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2016) e pelo VIGITEL
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2018), que demonstrou que 15% dos brasileiros entre 6
e 18 anos foram diagnosticados com sobrepeso e 5% com obesidade.

Neste estudo, como ja era esperado, o0 consumo de calorias totais apresentou relacéo
positiva com o IMC. No entanto, entre os grupos alimentares analisados o dos ndo processados
foi 0 que apresentou relacdo positiva com o IMC. Isso talvez possa ser explicado pela maior
participacdo caldrica de cerais e carnes nesse grupo. A prevaléncia de sobrepeso foi de 17%,
assim como a de obesidade (somados obesidade e obesidade grave), demonstrando que 34%
dos individuos avaliados apresentaram algum grau de excesso de peso, sendo esse cenario ainda
mais expressivo entre estudantes da regido urbana.

O consumo de sddio, de alimentos ndo processados e de ingredientes culinarios
apresentou relacdo positiva com a CC, provavelmente porque os alimentos mais consumidos
nesses grupos, em termos de participacdo calérica, foram cereais, carnes, 6leo e agUcar. Ja a
RCE apresentou relacdo positiva com o consumo de frutas e sucos, provavelmente devido a
presenca de acUcar de adicdo, uma vez que esses alimentos representaram 18% das calorias
consumidas no grupo de alimentos ndo processados e frutas in natura geralmente tém baixa
densidade energética. A populacdo urbana também apresentou valores de CC e de RCE mais
elevados, quando comparados aos estudantes da regido rural, o que sugere maior prevaléncia
de risco cardiovascular nesses individuos.

Neste estudo, a maior parte dos individuos avaliados nasceu via parto vaginal, em
especial na zona rural, cendrio comum entre populacgdes assistidas, em sua maioria, pelo SUS.
A maioria foi exposta ao aleitamento materno, porém pouco mais da metade o recebeu de forma
exclusiva nos primeiros seis meses de vida, contrariando o que recomenda o Ministério da
Saude, no Guia Alimentar para Criancas Brasileiras Menores de 2 Anos (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Ainda, a maior parte foi exposta a antibioticoterapia antes
dos primeiros 5 anos de vida. Apesar de a literatura cientifica descrever que a microbiota
intestinal, em especial o género BIF, sofre influéncia do tipo de parto e presenca e duracdo do
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aleitamento materno, assim como da exposi¢cdo precoce a medicamentos como antibioticos
(RONAN; YEASIN; CLAUD, 2021), na populacéo investigada pelo presente estudo no DO ndo
houve diferenca na concentracdo fecal dessa bactéria em funcdo dessas variaveis. Cabe aqui
ressaltar que essas informacgdes ndo foram registradas em documentos, mas relatadas pelos
responsaveis legais pelos individuos que compuseram a amostra, 0 que implicava em
compreensdo dos questionamentos feitos pela equipe de coleta no momento da entrevista, além
de depender da memodria.

Estudos prévios sugerem que individuos que tém mais contato com o estilo de vida do
campo tendem a ter microbiota intestinal mais saudavel, com predominancia de bactérias
probidticas, entre elas o género BIF (ZHUANG et al., 2019). Nesta pesquisa, ndo houve
diferenca na concentracdo fecal desse género bacteriano em funcdo da localizacdo geografica
da populacdo. Vale salientar que, no presente estudo, a populacédo foi dividida entre rural e
urbana levando em consideracdo a localizagéo da unidade escolar na qual o estudante estava
matriculado, ndo ao local de residéncia. A maior parte dos individuos que estudavam em escolas
na zona rural morava também nessa regido, 0 mesmo acontecia com agueles que estudavam na
zona urbana. No entanto, essa pode representar uma limitacdo para interpretacdo desse
resultado, uma vez que uma parte dos individuos avaliados estudava em unidades escolares
localizadas fora de sua regido residencial.

A literatura cientifica demonstra que o consumo de alimentos de origem vegetal, pelo
maior teor de fibras, parece ser mais favoravel a microbiota intestinal saudavel, enquanto o
consumo de alimentos de origem animal, em especial pelo teor de gordura saturada, estaria
relacionado a um desfecho desfavoravel (IDDRISU et al., 2021). No entanto, Sdo escassos 0S
estudos que buscam avaliar o comportamento da microbiota intestinal de acordo com o
consumo alimentar sob o prisma do seu nivel de processamento. Miclotte e Van de Wiele
demonstraram que o consumo de alimentos ultraprocessados pode alterar negativamente, de
forma direta e indireta, a composic¢ao da microbiota intestinal, devido a alteragdes na densidade
de micronutrientes e energia, e a presenca de aditivos alimentares e de produtos finais de
glicacdo avancada oriundos do tratamento térmico durante o processamento desses alimentos
(MICLOTTE; VAN DE WIELE, 2019). Neste estudo, os individuos que consumiam mais
carnes, em comparagao aos que consumiam menos, tinham menor abundancia de BIF nas fezes.

A literatura também demonstra que um perfil de microbiota intestinal desfavoravel esta
associado ao desenvolvimento de doencgas crbnicas nao transmissiveis, como resisténcia a

insulina, dislipidemia, obesidade e doengas cardiovasculares (ZHANG et al., 2015). Neste
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estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significante da concentracdo fecal de BIF entre os
individuos que apresentavam hiperglicemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e
excesso de peso, e aqueles que ndo apresentavam. No entanto, a baixa concentracdo fecal de
BIF foi associada a maior prevaléncia de hiperglicemia, assim como a maior concentracao desse
género bacteriano na microbiota intestinal foi associada a protecéo cardiovascular.

As condicbes de salde de criangas em idade escolar podem ser significativamente
influenciadas pela escola. A escola é considerada um ambiente potencial para a promocao da
salde, bem como para a educacdo nutricional, ambiental e humanitaria. Estudos realizados na
Europa demonstram que intervengGes no &mbito escolar tendem a influenciar positivamente o
comportamento alimentar dos estudantes, principalmente aquelas relacionadas a alimentacéo,
com maior oferta de frutas, verduras e legumes (VAN CAUWENBERGHE et al., 2010). A
alimentacéo escolar, especialmente no Brasil, onde € apoiada pela maior e mais antiga politica
publica de seguranca alimentar e nutricional do pais, é, portanto, uma ferramenta estratégica
para a promocao da salde, além de sustentabilidade ambiental, econdmica e social.

A avaliacdo da intervencdo na alimentacdo escolar proposta pelo MPBA, no contexto
do PES, demonstrou que, apesar do esforco em promover a aceitabilidade por parte dos
estudantes e garantir a viabilidade nutricional dos cardapios, aquele intitulado “sustentavel”,
praticado duas vezes por semana ao longo dos 200 dias letivos de 2019, apresentou menor
frequéncia de frutas e hortalicas in natura, bem como menor diversidade de alimentos e
preparacdes. Além disso, um aspecto relevante que dificultou a comparacéo entre os cardapios
em termos de variedade foi a diferenca no formato das refeicdes, que ndo seguia um padrdo
(entrada, prato principal e sobremesa) e por vezes se apresentava como refeicdo completa, mas
em outras como um lanche, variando entre um e trés itens.

Quanto a composicao nutricional, observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significante no teor de nutrientes dos cardapios, exceto para o conteddo de calcio, maior no
“convencional”, e de magnésio e ferro, maior no ‘“sustentavel”, além do teor de colesterol,
ausente no “sustentavel” por essa ser uma gordura de origem animal. Outro aspecto importante
observado foi relacionado a avaliacdo qualitativa dos cardapios, considerando a classificacdo
NOVA. A substitui¢do do grupo das carnes, sejam elas minimamente processadas, processadas
ou ultraprocessadas, por alimentos minimamente processados do grupo das leguminosas, como
soja e amendoim, reduziu automaticamente a contribuicdo caldrica advinda de alimentos

processados e ultraprocessados, e aumentou a participacdo caldrica dos alimentos néo
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processados, uma vez que o0 grupo das carnes apresenta maior densidade calorica que o grupo
das leguminosas.

Considerando que um dos objetivos do PES é a prevencdo de DCNT na populacdo
escolar, foi possivel observar que o cardapio “sustentavel” apresentou perfil nutricional mais
promissor, uma vez que se mostrou mais adequado no atendimento das necessidades de fibras
e no respeito aos limites maximos de ingestdo de colesterol e sddio, quando comparado ao
cardapio “convencional”.

A analise comparativa dos individuos antes apos a intervencao na alimentacao escolar
revelou achados significativos. Sobre o aspecto nutricional, foi observado maior consumo de
energia total, gordura saturada e colesterol, a despeito da menor presenca desse Ultimo nutriente
no cardapio escolar ao longo do ano letivo. De acordo com a avaliacdo qualitativa do consumo
alimentar, houve aumento da participacdo calorica dos alimentos ndo processados no aporte
energeético diario, sendo 0s cereais e as leguminosas os itens que mais contribuiram para isso.
Esse achado era esperado, uma vez que a intervencdo na alimentagéo escolar proposta incluiu
0 aumento da oferta desses alimentos.

A avaliacdo longitudinal dos indicadores laboratoriais demonstrou aumento dos niveis
séricos de hemoglobina. Parte dos cardapios isentos de alimentos de origem animal continham
mais ferro, quando comparados aos “convencionais”, porém, ndo foi observado incremento
significativo do status de ferritina nessa populagdo, o que sugere que o aumento dos niveis de
hemoglobina pode ser justificado por outros fatores além dos dietéticos.

Outro achado relevante foi a reducdo dos niveis séricos de vitamina D, embora nao
suficiente para representar aumento da prevaléncia de deficiéncia desse nutriente, que se
mostrou baixa nessa populacdo. Apesar de ndo terem sido avaliados aspectos relacionados a
atividade fisica neste estudo, é possivel supor que no DO, inicio do ano letivo de 2019, os niveis
séricos de vitamina D tenham se mostrado superiores devido ao aumento da exposi¢éo ao sol
decorrente de atividades ao ar livre, mais frequentes no periodo das férias de verdo. Ao
contrario, ao final de 200 dias de periodo letivo, com consequente reducdo da frequéncia dessas
atividades e da exposicdo solar, € esperado que haja reducdo dos niveis séricos dessa vitamina,
diretamente dependente da sintese enddgena decorrente da exposi¢do aos raios ultravioletas.

Apesar da exclusao de alimentos de origem animal da alimentacao escolar duas vezes
por semana ao longo do periodo letivo de 2019 ndo houve alteracdo estatisticamente
significante dos niveis séricos de vitamina B12 nos individuos expostos a intervencéo,

provavelmente devido a presenca dessa vitamina em alimentos de origem vegetal fortificados.
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Cabe também ressaltar a participacdo dos alimentos de origem animal nas refei¢cbes que 0s
individuos faziam fora da escola, que pode ter contribuido para a manutencgéo dos niveis séricos
de vitamina B12.

Foi observada também na populacdo exposta a intervencdo uma reducao significativa
dos niveis séricos de LDL-colesterol, assim como maior prevaléncia de LDL-colesterol elevado
entre os individuos ndo expostos. Uma vez que a intervencdo proposta pelo PES incluiu a
reducdo da oferta de alimentos fontes de colesterol na alimentacdo escolar, mas a avaliacao do
consumo alimentar ao final do ano letivo revelou aumento da ingestdo desse nutriente nos
individuos expostos a intervencdo, é possivel supor que esse aumento se deva a alimentagédo
que os individuos faziam fora da escola. Cabe lembrar que a intervencdo investigada neste
estudo se limitou a oferta de uma a duas refei¢cbes por dia, ao longo de 200 dias, sem
interferéncia nos demais alimentos consumidos dentro e fora do ambiente escolar. Da mesma
forma, € preciso ressaltar as limitac6es relacionadas a forma de avaliagcdo do consumo alimentar
realizada neste estudo, descritas anteriormente. Outro aspecto que precisa ser salientado é que
a coleta de dados do grupo exposto se deu no final do ano letivo de 2019 e a do ndo exposto no
inicio do ano letivo de 2020, esse também pode ser um fator limitante para essa interpretacao.

Desfecho igualmente significativo se refere ao aumento dos niveis séricos de
triglicerideos, cenario ja preocupante na avaliacdo no DO. Esse incremento ndo pbde ser
justificado pelo consumo alimentar, uma vez que a analise pareada revelou reducgéo da ingestao
de carboidratos, perfil nutricional favoravel a reducao dos niveis séricos de triglicerideos e ndo
ao aumento. Considerando-se as limitacdes apresentadas em relacdo a avaliacdo do consumo
alimentar realizada neste estudo, uma outra justificativa para esse achado poderia ser a maior
oferta de carboidratos e agucar na alimentacdo escolar. Porém, a avaliagdo dos cardapios
escolares demonstrou ndo haver aumento estatisticamente significante da oferta de carboidratos
e acucar nos cardapios isentos de alimentos de origem animal, aplicados duas vezes por semana,
quando comparados aos executados nos demais dias. Um aspecto relevante ndo avaliado pelo
presente estudo foi a pratica de atividade fisica. O sedentarismo, assim como 0s habitos
alimentares, esta relacionado com desfechos como dislipidemia, excesso de peso e doengas
cardiovasculares também na populacdo em idade escolar (CAMARGO et al., 2021). A
investigacdo da préatica de exercicios fisicos nessa populacdo poderia auxiliar na compreensédo
do desfecho relacionado a hipertrigliceridemia.

No ambito da avaliacdo da microbiota intestinal, ndo houve diferenca da abundancia
fecal de BIF antes e ap0s a intervengdo na alimentacdo escolar. Cabe aqui ressaltar que a
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intervencdo inicialmente planejada para ser executada em um periodo de dois anos, quando a
frequéncia da exposicao aos cardapios modificados seria de quatro vezes por semana, teve seu
curso interrompido pela pandemia de COVID-19 no inicio do ano letivo de 2020. Sendo assim,
a suspensdo das aulas presenciais em funcéo da necessidade de distanciamento social reduziu
o tempo e a frequéncia de exposi¢do dos individuos a intervencdo proposta, 0 que sugere que a
interpretacédo dos desfechos observados leve em consideragéo essa limitagéo.

A avaliacdo longitudinal dos indicadores antropométricos apontou incremento de
estatura, peso e circunferéncia da cintura entre os individuos expostos a intervencao, achados
esperados numa populacdo em periodo de crescimento e desenvolvimento estrutural.
Entretanto, foi observada reducdo da RCE, o que significa progressao do crescimento estrutural
com reducdo do risco cardiovascular para essa populacdo. Associada a reducdo dos niveis
séricos de LDL-colesterol, pode-se inferir que a exposic¢do ao PES tenha propiciado desfechos
favoraveis do ponto de vista metabolico a populagdo. No entanto, outros estudos devem ser
propostos no intuito de investigar a influéncia da atividade fisica, aléem das dietéticas, nos

achados laboratoriais e antropométricos de populacfes expostas a intervencdes dessa natureza.
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8 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem confirmar a hipotese de que a concentracao
fecal de BIF tem relacdo com parametros laboratoriais em individuos em idade escolar, estando
0 seu aumento associado com alteracBes metabdlicas positivas, e que isso pode ter sido
resultante de mudancas no padrdo alimentar. Da mesma forma, € possivel concluir que a
exposicdo ao PES resultou em melhora de pardmetros laboratoriais e antropométricos da
populacdo alcancada, com reducdo dos niveis séricos de LDL-colesterol e do risco
cardiovascular, porém com piora da hipertrigliceridemia.

Esses dados sugerem que politicas publicas locais que visem a promocdo de
sustentabilidade social, econdmica e ambiental, por meio do estimulo ao consumo de vegetais
e reducdo da oferta de alimentos de origem animal e ultraprocessados na alimentacéo escolar,
podem contribuir também para o enfrentamento as DCNT entre criancas e adolescentes da rede
publica municipal de ensino. No entanto, sugere-se que estudos posteriores investiguem a

influéncia da pratica de atividade fisica nos desfechos de salide dessa populagéo.
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Apéndice A: Avaliacdo de um projeto de intervencao na alimentacdo escolar sobre a saude de
criancas e adolescentes no sertdo da Bahia.

AVALIACAD DE UM PROJETO DE INTERVENCAD NA ALIMENTACAD ESCOLAR SOBRE A SAUDE DE CRIANCAS E ADOLESCENTES MO SERTAD DA BAHIA

i m i Page 1
Dados clinicos e familiares

Record 1D
{CREN)
Tipo de parto T Nermal (O Cesarlana
Aleltamento materno 1 Presente (D) Ausente
Tempo de aleitamento materno exclusivo v Bmeses () > 6 meses
Introducdo do leite de vaca na alimentacio i< B meses () > 6 meses
complementar
Uso de antibldticos nos primeros 5 anos de vida CrSime (D) Néo
Histéria familiar de obesidade Crsime O Naa
Familiar com obesidade
Hiztéria familiar de HAS Crsim () NEa
Familiar com hipertensao
Uso de medicameantos HSime () Nao
Tempo de uso do medicaments
Apresentacio de sintomas clinicos rSim () Néo

Quais sintomas

25.0B.2022 2242 projectretcap.on RE D'Cap'
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Avaliacao do consumo alimentar (R24h)

Page 1

Record 1D

{CRENN

Data da coleta

1la REFEICAQ

Horario da refelcio

Alimentos e guantidades da refeicdo
{Inserir os dados com o maximo de detalhes possivel )

2a REFEICAD

Horario da refeicio

Alimentos e guantidades da refeicdo
{Inserir os dados com o maximo de detalhes possivel )

3a REFEICAO

Horario da refeicio

Alimentos e guantidades da refeicdo
{Inserir os dados com o maximo de detalhes possivel )

4a REFEICAO

Horario da refeicio

Alimentos e guantidades da refeicdo
{Inserir os dados com o maximo de detalhes possivel )

75.08.2022 2342 pibjerlietap o

REDCap
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Apéndice B: Termo de consentimento livre e esclarecido (grupo exposto)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (GRUPO EXPOSTO)

Seu (sua) filho(a) estd sendo convidado(a) como voluntério(a) a participar da pesquisa:
AVALIACAO DE UM PROJETO DE INTERVENCAO NA MERENDA ESCOLAR SOBRE
A SAUDE DE CRIANCAS E ADOLESCENTES NO SERTAO DA BAHIA.

Por favor, leia este documento com bastante atencdo antes de assina-lo. Caso tenha alguma
palavra ou frase que o (a) senhor (a) ndo consiga entender, converse com 0 pesquisador
responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa para esclarecé-los. A
proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre o
estudo e solicitar a sua permisséo para seu(sua) filho(a) participar do mesmo.

O objetivo deste estudo € avaliar o efeito da reducdo de consumo de derivados animais (carnes,
peixes, leite, manteiga, queijos, ovos) e 0 aumento de frutas (laranja, abacaxi, manga), verduras
(couve, repolho), leguminosas (feijoes, amendoim) e cereais integrais (milho, aveia) na
Merenda Escolar de quatro municipios do Sertdo da Bahia sobre a satde dos estudantes, através
de medidas de peso, altura, dobras da pele e exames de laboratorio (sangue e fezes).

As escolas municipais de Serrinha, Biritinga, Barrocas e Teofilandia fazem parte de um
programa que propde melhorias para 0 meio ambiente. Véarios estudos afirmam que uma
alimentacéo rica em alimentos de origem vegetal e pobre em alimentos de origem animal pode
prevenir doengas como aumento excessivo de peso (ficar gordo), aglicar no sangue, pressao alta,
alguns tipos de céancer, etc. A Organizacdo das Nacdes Unidas afirma que consumir menos
alimentos de origem animal faz bem para o meio ambiente. As refei¢0es a serem servidas na
merenda escolar aos alunos foram reavaliadas por nutricionistas e médicos a fim de garantir que
fornecam os nutrientes (substancias boas para o corpo) que sdo necessarios para o crescimento
e desenvolvimento das criancas e adolescentes. As merendeiras fizeram cursos a fim de
prepararem uma merenda mais saborosa. Além disso, a agricultura familiar na regido sera
fortalecida e dela deverdo ser adquiridos os alimentos a serem servidos nas escolas.

Todas essas acdes vao mudar as refeigcdes servidas na sua Escola. Por isso, convidamos seu(sua)
filho(a) para participar deste estudo visando a avaliar o efeito desta nova merenda nas condicGes
de satde de sua crianca ou adolescente.

Se vocé concordar, respondera a um questionario sobre os alimentos que seu(sua) filho(a) come
no dia a dia, atividades fisicas que fazem parte da rotina e alguns dados importantes sobre
nascimento, amamentacdo e dados familiares. Seu(sua) filho(a) sera pesado(a), medido(a), e
serdo avaliadas as dobras da pele e a presséo arterial. Depois, ele(a) vai tirar sangue da veia em
um dos bragos, em pequena quantidade (10ml = duas colheres de chd). Os pesquisadores
também vao pedir uma amostra de fezes.

Existe um desconforto e risco minimos ao se submeter a entrevista mas 0s pesquisadores vao
garantir que ndo lhe atrapalhe e se comprometem a ndo passar para outras pessoas as suas
informacgdes. Existe a chance de que seu(sua) filho(a) apresente algum problema por aceitar
participar da pesquisa, por medir 0 peso ou a altura, por exemplo. Caso isso aconteca, avise aos
professores ou aos pesquisadores. Estes se comprometem a ajudar o(a) Sr(a) e seu(sua) filho(a).
Os pesquisadores lhes oferecerdo ajuda profissional (psicologos, por exemplo) e indenizagdes
em caso de danos aos participantes.

Existe um desconforto e risco minimos ao se submeter a coleta do sangue, mesmo sendo
realizada por profissional treinado. Pode ocorrer dor causada pela agulha e podem se formar
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pequenas manchas roxas que desaparecerdo sozinhas ap0s alguns dias. Raramente algumas
pessoas desmaiam ou sofrem de uma infeccdo no local da coleta. A coleta serd também
acompanhada por Dra. Renata Lago (médica pesquisadora) que orientard como evitar
hematomas e infec¢des. Caso acontegcam problemas mais graves, (raramente podem ocorrer
desmaios, por exemplo), os pesquisadores irdo acompanhar seu(sua) filho(a) a Unidade de
Pronto Atendimento para que possam receber tratamento adequado (tomar soro se necessario
ou tratar possiveis infeccdes relacionadas a puncao venosa com uso de antibioticos topicos
(pomadas ou cremes) ou sistémico (via oral ou injetavel).

Serdo realizados no sangue: hemograma e dosagem de ferritina (avaliacdo de anemia, entre
outras doencas), glicemia (aglcar no sangue), colesterol e triglicérides (gorduras no sangue) e
vitaminas (D e B). Nas fezes serdo pesquisados parasitas (vermes) e analise da flora bacteriana
(bichinhos que o olho humano n&o consegue ver) normal do intestino. As amostras de sangue
serdo guardadas durante o tempo da pesquisa e posteriormente descartadas (jogadas fora).
Vocé sera esclarecido(a) sobre o resultado dos exames de seu(ua) filho(a). Se os exames forem
normais, estdo confirmadas suas boas condices de saude. Além disso, seu filho continuara
recebendo uma merenda escolar mais saudavel, que constitui prevencdo primordial de doengas
no futuro (aglcar no sangue, pressao alta, por exemplo). Caso estejam alterados, 0s exames
serdo avaliados e seu filho serd tratado pela equipe de pesquisadores.

Vocé recebera explicacfes sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé é livre para
recusar que seu(sua) filho(a) participe, desista ou interrompa a participagdo a qualquer
momento. A participacdo é voluntaria, ou seja, seu(sua) filho(a) participa se vocés quiserem. Se
ndo quiserem, ndo serdo prejudicados(as) em nada, ndo perderdo nenhum beneficio.

Se decidir ndo participar do estudo nada mudara no relacionamento de seu(sua) filho(a) na sua
Escola. Depois de assinar o consentimento, voce terd total liberdade de mudar de ideia e desistir
da participacdo no estudo a qualquer momento sem nenhum prejuizo para Vocé ou seu(sua)
filho(a).

A identidade de seu(sua) filho(a) ndo sera revelada, os pesquisadores se comprometem a manter
sigilo (segredo) sobretudo. Os resultados dos exames laboratoriais realizados serdo entregues
para 0 Sr(a) e permanecerdo confidenciais. O nome de seu(sua) filha(a) ou o material que
indigue a sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Serdo escritos relatérios e
textos (artigos cientificos) sobre os resultados desta pesquisa, mas seu(ua) filho(a) ndo sera
identificado(a) em nenhum deles.

Este documento foi elaborado em duas vias iguais. Todas as paginas devem estar rubricadas ou
com sua digital. Uma via deste consentimento informado sera guardada pelos pesquisadores e
a outra é sua. A participacdo no estudo ndo traz custos para vocé ou sua familia e ndo sera
oferecida nenhuma quantia pela sua participagéo.

Eu, fui informado(a) dos objetivos e
dos riscos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que
em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e desistir de participar do estudo se
eu quiser. Dra. Renata Lago e sua equipe me certificaram de que este estudo esta sendo
realizado de acordo com a Legislacio e Resolugdes do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) em vigor. Em caso de davidas ou problemas poderei contatar Dra. Renata Lago no
telefone (71) 98842-8495 a qualquer momento ou Professora Dra. Ana Marice Ladeia pelo
telefone (71) 3276-8265 ou na Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica no Setor de Pds-
Graduacao na Avenida Dom Jodo V1, 275, Brotas - Salvador — Bahia (CEP 40.290-000). Se eu
me sentir prejudicado por qualquer assunto relacionado a esta pesquisa posso também procurar
o Comité de Etica em Pesquisa no mesmo endereco ou pelo telefone (71) 32768225 ou e-mail
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cep@bahiana.edu.br. Declaro que concordo em participar desse estudo. Assinei este termo de
consentimento livre e esclarecido em duas vias apés ter a oportunidade de ler e tirar minhas
duvidas.

Nome Assinatura ou Digital do Pai ou Data
Responsavel

Nome Assinatura do Pesquisador Data

Nome Assinatura da Testemunha Data

Digital do Responsavel
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Apéndice C: Termo de assentimento (Grupo Exposto)

TERMO DE ASSENTIMENTO (GRUPO EXPOSTO)

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa: AVALIAC;AO DE
UM PROJETO DE INTERVENGCAO NA MERENDA ESCOLAR SOBRE A SAUDE DE
CRIANCAS E ADOLESCENTES NO SERTAO DA BAHIA.

Por favor, leia este documento com bastante atencdo antes de assina-lo. Caso tenha alguma
palavra ou frase que vocé ndo consiga entender, converse com o pesquisador responsavel pelo
estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa para esclarecé-los. A proposta deste termo
de Assentimento é explicar tudo sobre o estudo e solicitar a sua permissao para participar do
mesmo.

O objetivo deste estudo € avaliar o efeito da reducao de consumo de derivados animais (carnes,
peixes, leite, manteiga, queijos, ovos) e o0 aumento de frutas (laranja, abacaxi, manga), verduras
(couve, repolho), leguminosas (feijdes, amendoim) e cereais integrais (milho, aveia) na
Merenda Escolar de quatro municipios do Sertdo da Bahia sobre a satde dos estudantes, através
de medidas de peso, altura, dobras da pele e pressdo arterial alem de exames de laboratorio
(sangue e fezes).

As escolas municipais de Serrinha, Biritinga, Barrocas e Teofilandia fazem parte de um
programa que propde melhorias para o meio ambiente. Varios estudos afirmam que uma
alimentacéo rica em alimentos de origem vegetal e pobre em alimentos de origem animal pode
prevenir doengas como aumento excessivo de peso (ficar gordo), aclicar no sangue, pressao alta,
alguns tipos de céancer, etc. A Organizacdo das Nacgdes Unidas afirma que consumir menos
alimentos de origem animal faz bem para 0 meio ambiente. As refeicBes a serem servidas na
merenda escolar aos alunos foram reavaliadas por nutricionistas e médicos a fim de garantir que
fornecam os nutrientes (substancias boas para o corpo) que sdo necessarios para o crescimento
e desenvolvimento das criancas e adolescentes. As merendeiras fizeram cursos a fim de
prepararem uma merenda mais saborosa. Além disso, a agricultura familiar na regido sera
fortalecida e dela deverdo ser adquiridos os alimentos a serem servidos nas escolas.

Todas essas a¢Oes vao mudar as refeicdes servidas na sua Escola. Por isso, convidamos vocé
para participar deste estudo visando a avaliar o efeito desta nova merenda nas suas condic¢oes
de saude.

Se vocé concordar, respondera a um questionario sobre os alimentos que vocé come no dia a
dia, atividades fisicas que fazem parte da rotina e alguns dados importantes sobre nascimento,
amamentacdo e dados familiares. Vocé sera pesado(a), medido(a), e serdo avaliadas as dobras
da pele e a presséo arterial. Depois, vocé vai tirar sangue da veia em um dos bragos, em pequena
quantidade (10ml = duas colheres de cha). Os pesquisadores também vao pedir uma amostra de
fezes.

Existe um desconforto e risco minimos ao se submeter a entrevista mas 0s pesquisadores vao
garantir que ndo lhe atrapalhe e se comprometem a ndo passar para outras pessoas as suas
informacdes. Existe a chance de que vocé apresente algum problema por aceitar participar da
pesquisa (vergonha de se pesar ou medir, por exemplo). Caso isso acontega, avise aos
pesquisadores. Estes se comprometem a lhe ajudar. Os pesquisadores lhes oferecerdo ajuda
profissional (psicélogos, por exemplo) e indenizagdes em caso de danos.
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Existe um desconforto e risco minimos ao tirar sangue, mesmo sendo realizada por profissional
treinado. Pode ocorrer dor causada pela agulha e podem se formar pequenas manchas roxas que
desaparecerdo sozinhas apds alguns dias. Raramente algumas pessoas desmaiam ou sofrem de
uma infecgdo no local da coleta. A coleta serd também acompanhada por Dra. Renata Lago
(médica pesquisadora) que orientard como evitar hematomas e infec¢des. Caso acontecam
problemas mais graves, (raramente podem ocorrer desmaios, por exemplo), os pesquisadores
irdo lhe acompanhar a Unidade de Pronto Atendimento para que vocé possa receber tratamento
adequado: tomar soro se necessario ou tratar possiveis infeccfes relacionadas a pungdo venosa
com uso de antibioticos topicos (pomadas ou cremes) ou sistémico (via oral ou injetavel).
Seréo realizados no sangue: hemograma e dosagem de ferritina (avaliagédo de anemia, entre
outras doencas), glicemia (agucar no sangue), colesterol e triglicérides

(gorduras no sangue) e vitaminas (D e B). Nas fezes serdo pesquisados parasitas (vermes) e
analise da flora bacteriana (bichinhos que o olho humano néo consegue ver) normal do intestino.
As amostras de sangue serdo guardadas durante o tempo da pesquisa e posteriormente
descartadas (jogadas fora).

Vocé e seu(s) pai(s) ou responsavel(is) serdo esclarecidos(as) sobre o resultado dos seus
exames. Se os exames forem normais, estdo confirmadas suas boas condi¢des de saude. Caso
estejam alterados, os exames serdo avaliados e tratados pela equipe de pesquisadores. Além
disso, vocé continuara recebendo uma merenda escolar mais saudavel, que constitui prevencao
primordial de doencas no futuro (aglcar no sangue, pressdo alta, por exemplo). Caso estejam
alterados, os exames serdo avaliados e vocé serd tratado pela equipe de pesquisadores.

Vocé recebera explicagBes sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. VVocé é livre para
recusar sua participacdo, desistir ou interromper sua participacdo a qualquer momento. A
participacdo é voluntaria, ou seja, vocé s6 participa se vocé e seu(s) pai(s) quiserem. Se ndo
quiserem, ndo serao prejudicados(as) em nada, ndo perderdo nenhum beneficio.

Se decidir ndo participar do estudo nada mudara no seu relacionamento na sua Escola. Depois
de assinar o assentimento, vocé tera total liberdade de mudar de ideia e desistir da participacao
no estudo a qualquer momento sem nenhum prejuizo para voceé.

Sua identidade nédo sera revelada, os pesquisadores se comprometem a manter sigilo (segredo)
sobre tudo. Os resultados dos exames laboratoriais realizados serdo entregues para voceé e seu(s)
pai(s) e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participacdo
ndo sera liberado sem a sua permissdo. Serdo escritos relatrios e textos (artigos cientificos)
sobre os resultados desta pesquisa mas vocé ndo serd identificado(a) em nenhum deles.

Este documento foi elaborado em duas vias iguais. Todas as paginas devem estar rubricadas ou
com sua digital. Uma via deste consentimento informado serd guardada pelos pesquisadores e
a outra é sua. A participa¢do no estudo ndo traz custos para vocé ou sua familia e ndo sera
oferecida nenhuma quantia pela sua participagéo.

Eu, fui informado(a) dos objetivos e
dos riscos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que
em qualquer momento poderei solicitar novas informagodes e desistir de participar do estudo se
eu quiser. Dra. Renata Lago e sua equipe me certificaram de que este estudo estd sendo
realizado de acordo com a Legislacio e Resolugdes do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) em vigor. Em caso de davidas ou problemas poderei contatar Dra. Renata Lago no
telefone (71) 98842-8495 a qualquer momento ou Professora Dra. Ana Marice Ladeia pelo
telefone (71) 3276-8265 ou na Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica no Setor de Pds-
Graduacdo na Avenida Dom Jodo V1, 275, Brotas - Salvador — Bahia (CEP 40.290-000). Se eu
me sentir prejudicado por qualquer assunto relacionado a esta pesquisa posso também procurar
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o Comité de Etica em Pesquisa no mesmo endereco ou pelo telefone (71) 32768225 ou e-mail
cep@bahiana.edu.br. Declaro que concordo em participar desse estudo. Assinei este termo de
consentimento livre e esclarecido em duas vias apés ter a oportunidade de ler e tirar minhas
duvidas.

Nome Assinatura ou Digital do Data
Participante

Nome Assinatura do Pesquisador Data

Nome Assinatura da Testemunha Data

Digital do Participante
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Apéndice D: Termo de consentimento livre e esclarecido (Grupo Nao Exposto)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (GRUPO NAO
EXPOSTO)

Seu (sua) filho(a) estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa:
AVALIACAO DE UM PROJETO DE INTERVENCAO NA MERENDA ESCOLAR SOBRE
A SAUDE DE CRIANCAS E ADOLESCENTES NO SERTAO DA BAHIA.

Por favor, leia este documento com bastante atencdo antes de assinad-lo. Caso tenha alguma
palavra ou frase que o(a) senhor(a) ndo consiga entender, converse com o pesquisador
responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa para esclarecé-los. A
proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre o
estudo e solicitar a sua permisséo para seu(sua) filho(a) participar do mesmo.

O objetivo deste estudo é conhecer a composicao da microbiota intestinal (bactérias que vivem
no intestino) e investigar a existéncia de parasitoses intestinais (doencas causadas por vermes e
outros parasitas) em escolares da rede municipal de ensino do Sertdo da Bahia que ndo fazem
parte do Programa Escola Sustentavel.

Se vocé concordar em participar, ird responder um questionario sobre os alimentos que seu(sua)
filho(a) come no dia a dia, atividades fisicas que fazem parte da rotina e alguns dados
importantes sobre nascimento, amamentacdo e dados familiares. Seu(sua) filho(a) seré
pesado(a), medido(a), serdo avaliadas circunferéncia da cintura e pressdo arterial, e seréo
coletadas amostras de fezes para exames.

Pode ser que exista algum desconforto ao participar da entrevista e das avaliacbes, como medir
0 peso ou a altura, por exemplo. Para evitar que isso aconteca, caso o(a) estudante se sinta
constrangido(a), a avaliagdo seré feitaem ambiente reservado. Os pesquisadores Ihes ofereceréo
ajuda profissional (psicélogos, por exemplo) e indeniza¢6es em caso de danos aos participantes.
Vocé serd esclarecido(a) sobre o resultado da avaliagdo clinica de seu(ua) filho(a). Se o exame
clinico for normal, estdo confirmadas suas boas condicGes de saude. Caso estejam alterados
(pressdo alta, baixa estatura, peso elevado, presenca de parasitoses), 0s participantes seréo
avaliados e tratados pela equipe de pesquisadores.

A participacdo é voluntéria, ou seja, seu(sua) filho(a) participa se vocés quiserem. Se decidir
ndo participar do estudo nada mudara no relacionamento de seu(sua) filho(a) na sua Escola,
nem havera perda de nenhum beneficio. Vocé é livre para recusar que seu(sua) filho(a) participe
e, mesmo depois de assinar este termo, vocé terd total liberdade de mudar de ideia e desistir da
participacdo no estudo a qualquer momento sem nenhum prejuizo para vocé ou seu(sua)
filho(a).

A identidade de seu(sua) filho(a) ndo sera revelada, os pesquisadores se comprometem a manter
sigilo (segredo) sobre tudo. Serdo escritos relatorios e textos (artigos cientificos) sobre os
resultados desta pesquisa, mas seu(ua) filho(a) nao sera identificado(a) em nenhum deles.

Este documento foi escrito em duas vias iguais. Todas as paginas devem estar rubricadas ou
com sua digital. Uma via deste consentimento informado sera guardada pelos pesquisadores e
a outra é sua. A participacdo no estudo ndo traz custos para vocé ou sua familia e ndo serd
oferecida nenhuma quantia pela sua participagéo.

Eu, fui informado(a) dos objetivos e dos
riscos da pesquisa de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer
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momento poderei solicitar novas informacdes e desistir de participar do estudo se eu quiser.
Dra. Renata Lago e sua equipe me certificaram de que este estudo esta sendo realizado de
acordo com a Legislacio e Resolugdes do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
em vigor. Em caso de ddvidas ou problemas poderei contatar Dra. Renata Lago no telefone (71)
98842-8495 a qualquer momento ou Professora Dra. Ana Marice Ladeia pelo telefone (71)
3276-8265 ou na Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica no Setor de Pés-Graduagdo na
Avenida Dom Jodo VI, 275, Brotas - Salvador — Bahia (CEP 40.290-000). Se eu me sentir
prejudicado por qualquer assunto relacionado a esta pesquisa posso também procurar o Comité
de Etica em Pesquisa no mesmo endereco ou pelo telefone (71) 3276-8225 ou e-mail
cep@bahiana.edu.br. Declaro que concordo em participar desse estudo. Assinei este termo de
consentimento livre e esclarecido em duas vias apés ter a oportunidade de ler e tirar minhas
davidas.

Nome Assinatura ou Digital do Responséavel Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data

Digital do Responsavel
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Apéndice E: Termo de assentimento (Grupo N&o Exposto)

TERMO DE ASSENTIMENTO (GRUPO NAO EXPOSTO)

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntéario(a) a participar da pesquisa: AVALIACAO DE
UM PROJETO DE INTERVENC}AO NA MERENDA ESCOLAR SOBRE A SAUDE DE
CRIANCAS E ADOLESCENTES NO SERTAO DA BAHIA.

Por favor, leia este documento com bastante atencdo antes de assina-lo. Caso tenha alguma
palavra ou frase que vocé nao consiga entender, converse com o pesquisador responsavel pelo
estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa para esclarecé-los. A proposta deste termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre o estudo e solicitar a sua
permissao participar do mesmo.

O objetivo deste estudo é conhecer a composi¢cdo da microbiota intestinal (bactérias que vivem
no intestino) e investigar a existéncia de parasitoses intestinais (doencas causadas por vermes e
outros parasitas) em escolares da rede municipal de ensino do Sertdo da Bahia que ndo fazem
parte do Programa Escola Sustentével.

Se vocé concordar em participar, ira responder um questionario sobre os alimentos que come
no dia a dia, atividades fisicas que fazem parte da rotina e alguns dados importantes sobre
nascimento, amamentacdo e dados familiares. VVocé sera pesado(a), medido(a), serdo avaliadas
circunferéncia da cintura e presséo arterial, e serdo coletadas amostras de fezes para exames.
Pode ser que exista algum desconforto ao participar da entrevista e das avaliacbes, como medir
0 peso ou a altura, por exemplo. Para evitar que isso aconteca, caso VOCE se sinta
constrangido(a), a avaliacdo sera feita em ambiente reservado. Os pesquisadores lhes oferecerdo
ajuda profissional (psicélogos, por exemplo) e indenizagdes em caso de danos aos participantes.
Vocé seré esclarecido(a) sobre o resultado da sua avaliagdo clinica. Se o exame clinico for
normal, estdo confirmadas suas boas condi¢des de saude. Caso estejam alterados (presséo alta,
baixa estatura, peso elevado, presenca de parasitoses), vocé serd avaliado(a) e tratado(a) pela
equipe de pesquisadores.

A sua participacdo na pesquisa € voluntaria, ou seja, vocé participa se quiser. Se decidir ndo
participar do estudo, nada mudara no seu relacionamento na sua Escola, nem havera perda de
nenhum beneficio. Vocé € livre para recusar a participacdo agora e, mesmo depois de assinar
este termo, tera total liberdade de mudar de ideia e desistir da participacdo a qualquer momento
sem nenhum prejuizo.

A sua identidade ndo seréa revelada, os pesquisadores se comprometem a manter sigilo (segredo)
sobre tudo. Serdo escritos relatorios e textos (artigos cientificos) sobre os resultados desta
pesquisa, mas vocé nao sera identificado(a) em nenhum deles.

Este documento foi escrito em duas vias iguais. Todas as paginas devem estar rubricadas ou
com sua digital. Uma via deste consentimento informado sera guardada pelos pesquisadores e
a outra é sua. A participacdo no estudo ndo traz custos para vocé ou sua familia e ndo sera
oferecida nenhuma quantia pela sua participagéo.

Eu, fui informado(a) dos objetivos e dos
riscos da pesquisa de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer
momento poderei solicitar novas informacdes e desistir de participar do estudo se eu quiser.
Dra. Renata Lago e sua equipe me certificaram de que este estudo esta sendo realizado de
acordo com a Legislacio e Resolugdes do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
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em vigor. Em caso de davidas ou problemas poderei contatar Dra. Renata Lago no telefone (71)
98842-8495 a qualquer momento ou Professora Dra. Ana Marice Ladeia pelo telefone (71)
3276-8265 ou na Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica no Setor de Pds-Graduacdo na
Avenida Dom Jo&o VI, 275, Brotas - Salvador — Bahia (CEP 40.290-000). Se eu me sentir
prejudicado por qualquer assunto relacionado a esta pesquisa posso também procurar o0 Comité
de Etica em Pesquisa no mesmo endereco ou pelo telefone (71) 3276-8225 ou e-mail
cep@bahiana.edu.br. Declaro que concordo em participar desse estudo. Assinei este termo de
consentimento livre e esclarecido em duas vias apds ter a oportunidade de ler e tirar minhas
duvidas.

Nome Assinatura ou Digital do Responsavel Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data

Digital do Responsavel




