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RESUMO

Introducdo: A microbiota intestinal refere-se aos micro-organismos que
reside no trato gastrointestinal, sendo colonizada por bactérias que
habitam permanentemente e temporariamente este 6rgdo. Além dos
fatores comumente envolvidos nas disfungbes metabdlicas presentes no
individuo obeso, a microbiota intestinal pode estar relacionada com a
patogénese e a progressdo da obesidade. Na obesidade o acimulo do
tecido adiposo acarreta alteracBes na homeostase glicémica e no perfil
lipidico. AlteragGes dessas vias metabdlicas pela obesidade podem estar
relacionadas com a microbiota intestinal. Objetivo: Avaliar as
concentracBes fecais de Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., pH
fecal e parametros metabdlicos em mulheres com obesidade mérbida e
comparar com as mulheres eutroficas, como também associar as
concentracBes de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp com os
parametros metabdlicos, em mulheres com obesidade morbida.
Métodos: Estudo transversal realizado em 19 mulheres com obesidade
morbida no pré-operatério da cirurgia baridtrica e em 13 mulheres
eutroficas. Foram realizadas coleta de fezes, para determinacdo dos
géneros Bifidobacterium spp, Lactobacillus spp. e pH fecal, coleta de
sangue pra determinacdo dos pardmetros lipidicos e glicémicos, coleta
de dados clinicos e avaliacdo do estado nutricional. Para todos os testes
estatisticos realizado, foi adotado o nivel de significancia de p<0,05.
Resultados: As concentragbes fecais de Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp. e pH fecal ndo apresentaram diferencas significativas
entre os grupos de estudo. As concentragcdes plasmaticas de HDL-c,
VLDL-c, triacilglicerol, hemoglobina glicada, insulina e HOMA-IR,
apresentaram diferenca significativa entre os grupos de estudo (p<0,05).
N&o houve associacdo das concentracGes de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp. com os parametros glicémicos e lipidicos, em
mulheres com obesidade morbida. Conclusédo: As concentracdes de
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp sdo similares nos grupos
estudados, como também ndo houve associacdo dessas bactérias com os
pardmetros metabdlicos. Resultados esses com possivel influéncia do
periodo de acompanhamento e orienta¢es nutricionais, que antecedem
a indicacéo da cirurgia N&o obstante, o presente estudo confere subsidio
para a continuidade de estudos longitudinais que avaliem intervencdes.
Palavras-chave: Microbiota intestinal; pardmetro glicémico; perfil
lipidico; obesidade morbida.






ABSTRACT

Background: The gut microbiota consists in the colony of
microorganisms that reside in the gastrointestinal tract, being colonized
by bacteria that inhabit permanently and temporarily this organ In
addition to the common factors involved in metabolic dysfunctions in
obese individual, the gut microbiota may be related to the pathogenesis
and progression of obesity. In obesity, the accumulation of adipose
tissue leads to changes in glucose homeostasis and lipid profile.
Abnormalities in these metabolic pathways triggered by obesity may be
related to the gut microbiota. Objectives: Evaluate the concentrations
feacal of Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., fecal pH and
metabolic parameters in obese women and compared with non-obese
women. Associate these concentrations of Bifidobacterium spp. and
Lactobacillus spp with metabolic parameters in women with morbid
obesity. Methods: Cross-sectional study with 19 women with morbid
obesity in preoperative bariatric surgery and 13 normal-weight women.
Stool samples were collected to determine Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp. and fecal pH, as well as blood samples for
determination of lipid and glycemic parameters. Clinical data collection
and evaluation of nutritional status were also performed. For all
statistical tests performed, a significance level of p <0.05 was adopted.
Results: Fecal concentrations of Bifidobacterium spp., Lactobacillus
spp. and fecal pH were not significantly different between the study
groups. Plasma concentrations of HDL-C, VLDL-C, triacylglycerol,
glycated hemoglobin, insulin and HOMA-IR showed a significant
difference between the study groups (p <0.05). There was no association
between concentrations of Bifidobacterium spp. and Lactobacillus spp.
with glycemic and lipid parameters in women with morbid obesity.
Conclusion: The concentrations of Bifidobacterium spp. and
Lactobacillus spp are similar in the groups studied, there was also no
association of these bacteria with metabolic parameters. These results
with possible influence of the period of monitoring and nutritional
guidelines, prior to surgical indication Nevertheless, this study provides
subsidy for the continuity of longitudinal studies to evaluate
interventions.

Keywords: Gut microbiota; glycemic parameters; lipid profile; morbid
obesity.
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1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal refere-se aos micro-organismos que
reside no intestino dos animais, sendo composta por espécies nativas de
bactérias que colonizam permanentemente o intestino além de um
nimero varidvel de micro-organismos que podem temporariamente
instalar-se neste 6rgdo. Esta microbiota compreende trilhdes de micro-
organismos pertencentes principalmente aos géneros Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Escherichia
e Enterobacter (BRANDT; SAMPAIO; MUIKI, 2006; GUARNER;
MALAGELADA, 2003).

A microbiota saudavel é definida como aquela que conserva e
promove o0 bem-estar e a auséncia de doencas, especialmente do trato
gastrointestinal. Em condi¢Ges normais, exerce influéncia consideravel
sobre uma série de reacGes bioquimicas do hospedeiro tais como:
transformacéo de fibra dietética em agUcares simples, transformacéo de
acidos graxos de cadeia curta e de outros nutrientes para serem
absorvidos; produgdo de vitamina K, vitamina By, e &cido fdlico;
participacdo no metabolismo e recirculacdo de 4&cidos biliares;
transformacdo de potenciais agentes carcinogénicos e ativagdo de
compostos bioativos (DIBAISE et al., 2008).

A microbiota intestinal € benéfica para o individuo quando ha
simbiose com o hospedeiro, equilibrio entre as necessidades e efeitos
reciprocos. Quando em equilibrio, esta microbiota impede que os micro-
organismos potencialmente patogénicos nela presentes exercam seus
efeitos e se proliferem. Por outro lado, seu desequilibrio pode resultar na
proliferacdo de patdgenos, com consequente infeccdo bacteriana
(ZIEMER; GIBSON, 1998).

Pesquisas mostram que a microbiota intestinal tem influéncia
sobre o aparecimento e progressdo de doencas humanas, tais como a
obesidade, particularmente na regulagéo de energia e no armazenamento
de gordura. Isso porque a microbiota intestinal participa na regulagdo do
metabolismo da energia por varios mecanismos dentre eles: a absorcdo
de energia a partir da dieta, a regulacdo do armazenamento de gordura,
lipogénese e oxidacdo de &cidos graxos, modulagdo de hormdnios
peptidicos gastrointestinais aferentes e inducdo da endotoxemia
metabdlica (BACKHED et al., 2004; CANI;DELZENNE, 2009;
TURBAUGH et al., 2006).

Os individuos com diagndstico de obesidade tém alteracdo na
microbiota intestinal em comparacdo com os individuos eutréficos,
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caracterizada  por  diminuicdo da  propor¢do  dos  filos
Bacteroidetes/Firmicutes (LEY et al., 2006; JUMPERTZ et al.,2011).

Estudos tém demonstrado que na obesidade o acumulo de
tecido adiposo leva a producdo de citocinas pré-inflamatérias que
causam inflamacdo e este quadro pode interferir em varias vias
metabdlicas do organismo, tais como a via de sinalizagdo de insulina,
alterando a homeostase glicémica, que pode culminar com o
desenvolvimento do diabetes tipo 2, bem como a alteracdo no perfil
lipidico que pode resultar em dislipidemia (CONROY; DAVIDSON;
WARNOCK, 2011; SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007).

Alteracdes dessas vias metabdlicas pela obesidade podem estar
relacionadas com a microbiota intestinal. Estudos tém demonstrado que
ratos germ-free sdo resistentes a obesidade induzida por dieta, os
mecanismos metabdlicos subjacentes a esta resisténcia incluem a
diminuicdo da absorcéo de glicose, geracdo de 4cidos graxos de cadeia
curta no lumen intestinal, reducdo da lipogénese hepatica, aumento da
oxidacdo de acidos graxos e diminui¢do no deposito de triacilglicerol
nos adipdcitos (BACKHED et al., 2004; BACKHED et al., 2007;
TURNBAUGH et al., 2006).

Além disso, a microbiota intestinal pode contribuir para o
desenvolvimento da inflamacdo e da resisténcia a insulina, quer pelo o
seu papel na regulacdo da homeostase da energia e de armazenamento
de gordura ou pela inflamacdo crénica que pode induzir, ou ambos
(BANDT; DUPRIET; BUTEL, 2011).

Neste contexto, observa-se que a microbiota intestinal pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento da obesidade,
assim como nas desordens metabdlicas associadas. Contudo,
considerando o fato de que estudos que avaliaram a composi¢do da
microbiota intestinal de individuos com obesidade comparados com os
individuos ndo obesos, ainda sdo controversos, como também se a
composi¢cdo da microbiota intestinal estd ou ndo associada com o0s
parametros metabélicos, propde-se, portanto a realizacdo desse estudo.



25

2.1 HIPOTESES

As hipoteses do presente estudo séo:

Ho — As concentra¢bes de Bifidobacterium spp e Lactobacillus
spp. ndo estdo associadas com os parametros metabolicos em mulheres
com obesidade morbida.

H; - As concentracfes de Bifidobacterium spp e Lactobacillus
spp. estdo associadas com os parametros metabélicos em mulheres com
obesidade morbida .
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2 REVISAO DA LITERATURA

Foi realizada revisdo bibliografica sobre a tematica “Avaliagdo
da microbiota intestinal e sua relagdo com parametros metabdlicos em
mulheres com obesidade mérbida” A pesquisa dos artigos foi feita nas
bases de dados Pubmed, Scielo, Scopus e Web of Knowledge, no
periodo de agosto de 2012 a junho de 2014. A busca de artigos sobre o
tema envolveu as seguintes combinagOes dos descritores: microbiota
intestinal ("gut microbiota” or "gut flora" or "gut microflora” or "gut
microbiome" or “intestinal microbiota™ or “intestinal flora" or “intestinal
microflora” or “intestinal microbiome™) x obesidade (obesity) x
pardmetros glicémicos (“blood glucose” or “glycated hemoglobin or
insulin or HOMA-IR) x perfil lipidico (“very low density lipoprotein
cholesterol” or VLDL or “low density lipoprotein cholesterol” or LDL
or “high density lipoprotein cholesterol” or HDL or triglycerides)

O quadrol nos fornece informagdes sobre a taxonomia
bacteriana citadas no presente estudo.

Quadro 1 - Taxonomia Bacteriana (continua)

Filo Familia Género Espécies
Lactobacillaceae Lactobacillus acidophilus, bulgaricus,
brevis, casei
crispatus,

fermentum,gasseri
Johnsonii, lactis, paracasei,
plantarum, johnsonii,
ruminis, salivarius reuteri e

rhamnosus
Streptococcaceae Streptococcus Agalactial, bovis, mutans,
Firmicutes pneumoniae, pyogenes,
salivarius, suis e viridans
Enterococcaceae Enterococcus Faecalis, faecium, avium,

galinarum, rafinosus,
casseliflavus e durans

Clostridiaceae Clostridium Tetani, botulinum,
perfringens e difficille
Enterobacteriaceae Eubacterium Nodatum e oxidoreducens
Ruminococcaceae Ruminococcus Albus, b e flavefaciens

Peptostreptococcaceae Peptostreptococcus Magnus
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Quadro 1 — Taxonomia Bacteriana (concluséo)

Filo Familia Género Espécies

Adolescentes, angulatum,
animalis, bifidum, breve,

Bifidobacteriaceae Bifidobacterium catenulatum,dentium,
Actinobacteria infantis,pseudocatenulatu
m, lactis e longum
Propionibacteriaceae | Propionibacteriu Acnes, freudemeichii,
m propionicum

Proteobacteria Enterobacteria Escherichia Albertii, blattal, coli,

fergusonii, hermannii e
hermannii
Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides Acidifaciens, gracilis,

fragilis, vulgates,
thetaiotaomicron,
intestinalis e tectus

2.1 MICROBIOTA INTESTINAL

A terminologia microbiota refere-se a um conjunto de micro-
organismos incluindo bactérias, arquebactérias, virus e alguns eucariotas
unicelulares. Nos seres humanos, tem sido estimado que 10™ UFC de
micro-organismos habitem varias partes do corpo, tais como a superficie
da pele e nos tratos gastrointestinal, geniturinario e respiratorio
(HARRIS et al., 2012).

Em relacdio a comunidade microbiana que habita o trato
gastrointestinal, esta representa um grande ecossistema microbiano, com
a presenca de aproximadamente 400 espécies de filotipos. Cada 6rgéo
ou porcdo desse sistema diferencia-se quanto a sua anatomia e fisiologia
0 que resulta em um ambiente quimico para o habitat de diferentes
bactérias. A concentracdo de células microbianas no trato
gastrointestinal aumenta consideravelmente do estbmago para o colén
(BLAUT; KLAUS, 2012; HARRIS et al., 2012).

No estdbmago ha elevada producgdo de &cido, o qual é letal para a
maioria dos micro-organismos, por isso, apenas dois géneros sdo
resistentes aos 4&cidos, os Lactobacillus e os Streptococcus, séo
predominantes. A bile e as secre¢des pancreaticas secretadas na porgdo
superior do duodeno e do jejuno embora sejam tdxicas para a maioria
dos micro-organismos, 0 numero de bactérias aumenta
progressivamente até 10" células/mL no ileo distal. O maior niimero de
bactérias reside no intestino grosso, 6rgdo este que abriga uma
comunidade microbiana complexa e densa composta principalmente de
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espécies anaerdbias (Figura 1) (ARON-WISNEWSKY; DORE;
CLEMENT, 2012).

O ambiente do colon é favoravel para o crescimento bacteriano
devido a diminuicdo do transito, nutrientes disponiveis e pH favoravel
(5,7 — 6,8). Geralmente, as bactérias que tém metabolismo sacarolitico
quase exclusivo, ou seja, sem atividade proteolitica, podem ser
consideradas como potencialmente benéficas. Este perfil metabdlico é
observado nas bactérias que pertencem ao género lactobacilos e
bifidobactérias (CUMMINGS; MACFARLANE, 1991).

A maioria dos micro-organismos que habita a microbiota
intestinal pertence aos filos Firmicutes (79,4%), Bacteroidetes (16,9%),
Actinobacteria (2,5%) e Proteobacteria (1%), Verrucomicrobia (0,1%).
Fungos e Archaea também estdo presentes, mas compreendem menas de
1% do total de micro-organismos (TAP et al., 2009; HARRIS et al.,
2012).

E oportuno destacar que a elevada variabilidade interindividual
na composi¢do da microbiota intestinal torna dificil definir um nicleo
microbiome (todos os membros de um ecossistema microbiano) que seja
compartilhado por todos os seres humanos. Embora as espécies que
compdem a microbiota intestinal de seres humanos possam variar em
algumas circunstancias, por exemplo, doencas diarréicas agudas,
antibioticoterapia e intervencdes dietéticas, a proporcao de bactérias na
microbiota intestinal permanece constante (GUARNER;
MALAGELADA, 2003; BLAUT; KLAUS, 2012).

O processo de colonizacdo do trato gastrointestinal esta
relacionado com a capacidade de aderéncia das bactérias nos receptores
de adesdo da mucosa intestinal. As bactérias autoctones habitam
permanentemente 0 trato gastrointestinal, com exemplos as
bifidobactérias e os lactobacilos, enquanto que as bactérias alctones
habitam temporariamente, uma vez que ndo possuem uma adequada
adesdo a mucosa gastrointestinal (BRANDT; SAMPAIO; MUIKI,
2006).

Com relacdo ao processo de colonizagdo inicial da microbiota
intestinal, destaca-se que no nascimento, 0s seres humanos sao
essencialmente livres de bactérias e o processo de colonizagdo inicia
depois do parto e continua até o periodo adulto. A microbiota inicial é
caracterizada por baixa diversidade e constituida principalmente por
bactérias anaerdbias facultativas pertencentes aos filos Proteobacteria e
Actinobacteria. Esta microbiota torna-se mais diversa, e as bactérias que
pertencem aos filos Firmicutes e Bacteroidetes passam a ser dominantes.
Desta forma, a colonizacdo inicial é importante para a composi¢do da
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microbiota intestinal na fase adulta (CARLISLE; MOROWITZ, 2010;
BACKHED, 2011).

Figura 1 - Caracteristicas do trato gastrointestinal humano.

Intestino Delgado:
duodeno, jejuno
Enzimas pancreaticas,
biocarbonato, sais
biliares

pH 5,7-6,4

10°-10* bacteria/ mL
Lactobacillus
Escherichia coli
Enterococcus faecalis

Estdomago
Produgdo de &cido,
pepsina, amilase
pH1-2

<10° bacteria/ mL
Lactobacillus
Streptococci

Intestino delgado: ileo
pH 7,3-7,7

107 bacteria/mL
Enterobacteria
Enterococcus
Bacteoidetes

Intestino grosso:
ceco, colon
Bicarbonato, muco
pH 5,7-6,8

10*2 bacteria/ mL
Bacteroidetes
Eubacterium
Bifidobacterium
Ruminococcus
Pepstreptococcus
Propionibacterium
Escherichia
Streptococcus

Clostridium
Lactocacillus

Cada 6rgéo ou porc¢do do trato gastrointestinal diferencia-se quanto a sua
anatomia e fisiologia o que resulta em um ambiente quimico para o
habitat de diferentes bactérias. As concentracfes de células bacterianas
aumentam consideravelmente do estdbmago para o col6n. Fonte:
Adaptado de Aron-Wisnewsky, Doré e Clement (2012).

Entretanto, alguns fatores podem influenciar neste processo de
colonizagdo, como: a microbiota materna, dieta (aleitamento materno ou
férmula infantil); tipo de parto (normal ou cesariana); tempo de gestacéo
(termo ou pré-termo). A composi¢do da microbiota intestinal é também
influenciada por intervencdes clinicas e cirlrgicas e por varios fatores
ambientais, incluindo o uso de antibidticos, estilo de vida, dieta e
habitos de higiene. Além disso, estudo recente demonstrou relagéo
direta entre o sistema sanguineo ABO e a microbiota intestinal. Nesse
estudo, o grupo O apresentou maior concentracdo de Bifidobacterium
spp., 0 grupo AB maior concentracdo de Bacteroides fragilis e o grupo
B maior concentracdo de Lactobacillus spp. (MARCHESI, 2011;
MAKIVUOKKQO et al., 2012; SOMMER;BACKHED, 2013).
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De acordo com dados experimentais é possivel identificar trés
fungdes principais da microbiota intestinal: 1) Funcdo de metabolismo,
como resultado da atividade bioquimica da microbiota, formacdo dos
acidos graxos de cadeia curta, acetato, propionato e butirato, producéo
das vitaminas K e By, e efeitos favoraveis sobre a absorcéo de célcio e
ferro no célon; 2) funcdo de protecdo, impedindo invasdo por agentes
infecciosos ou crescimento de micro-organismo com potencial
patogeno; e 3) funcdo trdfica, sobre a proliferacdo e diferenciagcdo do
epitélio intestinal, e desenvolvimento do sistema de modulagdo imune
(GUARNER; MALAGELADA, 2003).

Uma importante funcdo metabdlica da microbiota intestinal é a
fermentacdo que acontece no colén. Os principais substratos que
participam desse processo sdo enddgenos, como por exemplo, 0 muco, e
os hidratos de carbono dietéticos que ndo sdo digeridos no trato
gastrointestinal superior, e incluem o amido resistente, polissacarideos,
oligossacarideos e alcodis de aclcar. Adicionalmente, os componentes
dietéticos que estimulam a fermentacdo favorecem o aumento da massa
bacteriana e consequentemente da massa fecal, promovendo aumento do
volume das fezes. Estima-se que cerca de 30 g de bactérias sdo
produzidos para cada 100 g de hidratos de carbono fermentados
(SLAVIN, 2013).

No processo de fermentacdo, as bactérias do célon utilizam uma
variedade de enzimas de hidrdlise de hidratos de carbono para produzir
hidrogénio, metano, dioxido de carbono, lactato, e &cidos graxos de
cadeia curta, principalmente acetato, propionato e butirato. Esses acidos
graxos exercem papel fundamental na fisiologia do célon, uma vez que,
eles constituem a principal fonte de energia para os enterocitos e
colondcitos, estimulam a proliferacdo celular do epitélio e do fluxo
sanguineo visceral, e intensificam a absorcdo de sodio e agua, reduzindo
a carga osmotica do carboidrato (ALMEIDA et al., 2009).

Vale destacar que a fermentacgéo e a producdo de acido graxo de
cadeia curta, inibem o crescimento bactérias patogénicas, por meio da
reducdo do pH luminal e fecal. Um pH baixo reduz a degradacdo de
péptido e a formacdo de compostos tdxicos, tais como: amoniaco,
aminas, e os compostos fenélicos, como também diminui a atividade das
enzimas bacterianas indesejaveis (SLAVIN, 2013).

Em relacdo & funcdo de protecdo, a microbiota intestinal
desempenha papel de protecdo direta, por meio de barreira fisica
formada por componentes celulares do endotélio vascular e por células
epiteliais. Sob condi¢cBes normais, 0s micro-organismos anaerdbicos
residentes no célon crescem formando uma camada sob a superficie da
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parede intestinal limitando a colonizagdo e crescimento de micro-
organismos potencialmente patogénicos (BOURLIOUX et al., 2003).

Em relagdio a funcdo trdfica, esta é desempenhada por
competicdo, principalmente pelos acidos graxos de cadeia curta, que
participam do crescimento e diferenciacio do epitélio celular,
desempenhando ac¢des fisiolégicas importantes na regulacdo hepatica de
gorduras e aclcares e servindo de substrato energético para 0s
colondécitos (GUARNER; MALAGELADA, 2003).

Dentre os &cidos graxos de cadeia curta que desempenham a
funcdo trofica destaca-se o butirato. Ele é o combustivel preferido das
células epiteliais do colon e desempenha um papel importante na
regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo celular, como também esse
acido estimula a imunogenicidade das células cancerosas. O butirato
exerce uma atividade antiproliferativa em muitos tipos de células, e ha
estudos que demonstraram efeitos preventivos do butirato no
desenvolvimento do cancer de célon e de adenoma (WONG et al., 2006)

Adicionalmente, a microbiota intestinal funciona como barreira
imunoldgica do corpo humano. No nascimento, o sistema imunoldgico é
imaturo e se desenvolve apds colonizacdo da microbiota intestinal. Esta
microbiota por sua vez, estimula o aumento do ndmero de placas de
Peyer, liberacdo de imunoglobulinas (especialmente a imunoglobulina A
secretora), reconhecimento das células dendriticas e coordena sinais pro-
inflamatdrios e anti-inflamatérios (TAPPENDEN; DEUTSCH, 2007).

Portanto, a microbiota intestinal é benéfica para o individuo
guando ha simbiose com o hospedeiro. Algumas bactérias que compdem
esta microbiota sdo sempre benéficas, ndo patogénicas e protetoras da
mucosa intestinal, como as bifidobactérias e os lactobacilos, enquanto
outras podem desempenhar tanto efeitos patogénico, quanto efeitos
benéficos ao hospedeiro, como exemplo os bacteroides (BRANDT;
SAMPAIO; MUIUKI, 2006; GIBSON; ROBERFROID, 1995).

2.1.1 Bifidobactérias

O género Bifidobacterium pertencente ao grupo dominantes do
micro-organismos anaerébicos da microbiota intestinal (VOROBJEVA,
2005). O pH 6timo para o crescimento do Bifidobacterium é 6,0-7,0,
com nenhum crescimento a pH 4,5-5,0 ou a pH 8,0-8,5 e acima.
Crescimento 6timo ocorre a uma temperatura de 37-41°C, as
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temperaturas minimas e maximas de crescimento sdo 25-28 e 43-45°C,
respectivamente (SHAH, 2007).

O género Bifidobacterium, pertence ao filo e classe
Actinobacteria, da ordem Bifidobacteriales e € um membro da familia
Bifidobacteriaceae, representando uma das maiores unidades
taxondmicas bacterianas. As bifidobactérias sdo micro-organismos
Gram-positivos, catalase negativa, anaerébios estritos, que habitam
naturalmente o trato gastrointestinal dos humanos. N&o possuem
motilidade, ndo formam esporos. No que diz respeito a sua morfologia,
podem apresentar varias formas que incluem bacilos curtos e curvados a
bacilos com extremidade em forma de V ou Y (TURRONI,
SINDEREN; VENTURA, 2011).

Existem 29 espécies do género Bifidobacterium, das quais 14
foram isoladas a partir fontes humanas (microbiota oral, intestinal e
vaginal), 12 a partir do trato intestinal ou do rimen de animais, e 3 a
partir de abelhas. As espécies Bifidobacterium encontradas em seres
humanos sdo: B. adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B.
catenulatum, B. dentium, B. infantis, B. longum e B. pseudocatenulatum.
Sendo que as espécies B. breve, B. infantis, e B. longum sdo encontradas
em recém-nascidos e as espécies B. adolescentis, e B. longum sé&o
encontradas em adultos (SHAH, 2007).

Essas bactérias sdo heterofermentativas, produzindo o 4&cido
acético e latico na proporcdo molar de 3:2, a partir de dois moles de
hexose, sem producdo de CO,, exceto durante a degradagdo do
gluconato. As bifidobactérias ndo possuem a enzima aldolase e
apresentam atividade reduzida da fosfofrutoquinase, metabolizando a
glicose por um processo diferenciado. A enzima-chave desta via
fermentativa é a frutose-6-fosfatofosfocetolase (F6PPK), que esta
envolvida na quebra da frutose-6-fosfato para eritrose-4-fosfato e acetil-
fosfato, na presenca de fosfato inorganico e tem sido utilizada como
marcador taxondmico na identificacdo do género, mas que ndo permite a
diferenciacdo entre as espécies (POKUSAEVA; FITZGERALD;
SINDEREN, 2011).

O processo de fermentacdo pelas bifidobactérias ocorre por
diferentes fontes de carbono complexo, tais como a mucina gastrica,
xilo-oligossacaridos, (trans)-galacto, oligossacarideos de soja, malto—
oligossacarideos, fruto-oligossacarideos, pectina e lactose, embora a
capacidade de metabolizar os hidratos de carbono especificos da espécie
seja dependente da cepa (VRESE; SCHREZENMEIR, 2008).

As bifidobactérias possuem varios efeitos de promocgdo a saude,
tais como, manutencdo da microbiota intestinal ap6s terapia
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antimicrobiana, reducdo do colesterol sérico por meio da degradacgdo e
absorcdo dos acidos biliares, acdo que também contribui para reducéo da
secrecdo de mucina e fluidos que contribuem para o desenvolvimento de
diarreia ou sindrome do intestino irritavel. Também possuem atividade
imunomoduladora, melhorando a resisténcia aos patdgenos e a atividade
antitumoral (VAN DEN BROEK et al., 2008; CAMILLERI, 2006).

No estudo de Cani et al. (2007), realizado em camundongos,
mostrou que as concentracbes de bifidobactérias correlacionaram-se
inversamente com o desenvolvimento da massa de gordura, intolerancia
a glicose e concentracBes de lipossacarideos. Em outra pesquisa
realizada por Riedel et al. (2006) mostrou que algumas cepas de
bifidobactérias reduziam as concentracfes de lipossacarideos, por meio
da inibicdo do fator nuclear kappa B e esta inibicdo foi associada com a
diminuicdo das concentracbes de interleucina 8 e fator de necrose
tumoral.

As bifidobactérias residentes no intestino humano tém sido objeto
de interesse de estudo devido suas potenciais propriedades probi6ticas.
Algumas espécies de bifidobactérias que possuem atividades probidtica
tornaram-se economicamente importantes e sdo adicionadas como
bactérias vivas nas preparagdes de alimentos funcionais, o que acarreta
em efeitos benéficos & salde, tais como diminuicdo do colesterol total,
atividade antitumoral e manutencdo da microbiota intestinal
(TURRONIN; SINDEREN; VENTURA, 2011).

Como mencionado anteriormente, o crescimento e a atividade
metabdlica das bifidobactérias podem ser seletivamente estimulados por
hidratos de carbono ndo digeriveis, denominado prebitticos
(POKUSAEVA; FITZGERALD; SINDEREN, 2011).

2.1.2 Lactobacilos

O género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes e classe dos
Bacilos, e é membro da ordem Lactobacillales, da familia
Lactobacillaceae. Os lactobacilos sdo bastonetes Gram-positivos,
anaerdbicos facultativos, ndo moveis, ndo formadores de esporos,
catalase negativos e pertencentes ao grupo das bactérias de acido lactico
(BERNARDEAU et al., 2008).

Os lactobacilos estdo presentes na dieta e ao longo do trato
gastrointestinal. Sendo sua concentra¢do aproximada na cavidade oral
de 10° -10* UFC/g, no fleo de 10° -10’ UFC/g e no c6lon de 10*-10°
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UFC/g. Por causa do seu metabolismo, os lactobacilos estdo entre as
bactérias dominantes do intestino delgado proximal, no duodeno e
jejuno, onde os substratos ricos em carboidratos sdo facilmente
encontrados e utilizados por estas bactérias como fonte primaria de
nutrientes (VELEZ; KEERSMAECKER; VANDERLEYDEN, 2007;
BERNARDEAU et al., 2008).

Pelo menos 70 espécies de Lactobacilos ja foram descritas. Sendo
gue, as espécies com maiores concentracdes nas fezes humanas sédo os
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus salivarius
e Lactobacillus reuteri enquanto que as espécies em menores
concentracBes sdo Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus ruminis,
Lactobacillus casei e Lactobacillus brevis. Entretanto, analises da
microbiota intestinal humana, utilizando metodologias moleculares para
diferenciacdo e identificagdo de lactobacilos, ttm demonstrado, presenca
das bactérias pertencentes as espécies L. casei, L. plantarum, L. brevis,
L. ruminis, L. crispatus, L. acidophilus, L. gasseri em concentracdes
elevadas nas fezes humanas (TANNOCK, 2002).

As espécies pertencentes ao género Lactobacillus crescem em
temperaturas que variam de 2 a 53 °C, com valores 6timos geralmente
de 30 a 40 °C. Sdo aciddricas, com pH étimo entre 5,5 e 6,2 sendo que 0
crescimento pode ocorrer em pH 5,0 ou menor. O crescimento é
frequentemente reduzido em meios neutros ou alcalinos (MACEDO et
al., 2008).

Os lactobacilos séo classificados em trés grupos de acordo com a
sua caracteristica de fermentacdo: homofermentativos obrigatérios, que
fermentam hexoses em 4cido latico; heterofermentativos facultativos,
gue fermentam hexoses em &cido latico somente ou &cido latico junto
com &cido acético, etanol e acido férmico sob limitacdo de glicose; e os
heterofermentativos obrigatorios, que fermentam hexoses em &cido
latico, acido acético, etanol e CO, e pentoses em acido latico e acido
acético (CLAESSON; SINDEREN; O°’TOOLE, 2007).

Os lactobacilos sdo importantes para a prevencao e tratamento de
doencas humanas, pois promovem a regulagdo da microbiota intestinal,
desempenhando atividade antimicrobiana, promove melhora no
metabolismo da lactose, possuem propriedades antimutagénica e
anticancerigenas, reduzem concentracdes de colesterol sérico, reduzem a
carga bacteriana em doentes infectados por Helicobacter pylori,
estimulam o sistema imunitario e so utilizados no tratamento da doenga
inflamatdria intestinal e infeccGes gastrointestinais, destacando-se a
eficécia no tratamento da diarreia (SHAH, 2007).
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Os lactobacilos sdo de suma importancia para as industrias de
alimentos, devido ao seu envolvimento na producdo de diversos
produtos fermentados lacteos, carnes e alimentos de origem vegetal.
Como também sdo utilizados como probidticos devido ao seu efeito de
promocdo a salde, principalmente devido seu papel de adesdo ao
intestino do hospedeiro, 0 que se presume ser necessaria para conferir
beneficios a salde (TASSELL; MILLER, 2011).

No estudo realizado por Ejtahed et al. (2011), foi observado que
os individuos diabéticos tipo 2 que receberam iorgute probiotico
contendo Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis, tiveram
reducdo de 4,54% de colesterol total e uma reducdo de 7,45% das
concentragBes de LDL-c, quando comparados com o grupo placebo que
receberam iorgute convencional. Em outro estudo realizado por Savard
et al. (2011), foi verificado o impacto do consumo de um iorgute
comercial contendo Bifidobacterium animalis subsp. lactis e
Lactobacillus acidophilus na contagem de bactérias fecais, o estudo
mostrou um crescimento de bactérias benéficas e uma reducdo de
bactérias potencialmente patogénicas.

2.2 OBESIDADE E MICROBIOTA INTESTINAL

A obesidade é definida como uma doenca cronica de natureza
multifatorial, dentre os quais se destacam fatores ambientais,
nutricionais e genéticos, e é caracterizada pelo acimulo excessivo de
gordura corporal, acarretando prejuizos a saude (BRASIL, 2007).
Segundo a World Health Organization (WHO) a obesidade €
caracterizada pelo aclmulo excessivo de gordura corporal,
representando um problema de abrangéncia mundial (WHO, 2000a). Em
2008, 10% dos homens e 14% das mulheres no mundo estavam obesos,
em comparagdo com 5% dos homens e 8% das mulheres em 1980
(WHO, 2012).

No Brasil, a ultima Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF
2008-2009) mostrou um aumento do peso da populacdo em todas as
regides do pais. Neste periodo, 49% da populacdo brasileira adulta
apresentavam excesso de peso e a obesidade esteve presente em 14,8%
dos individuos. Ainda de acordo com esta pesquisa, a prevaléncia de
obesidade na Regido Sul do pais foi de 15,9% para os homens e 19,6%
para as mulheres (IBGE, 2011). Corroborando com estes achados, dados
do Ultimo Estudo de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para



37

Doengas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL) revelaram que
15,8% da populacdo brasileira, com 18 anos ou mais, apresentava
obesidade no ano de 2011 (VIGITEL, 2012).

A obesidade dentre outras situacbes de doencas (a diarreia
associada a antibidticos, sepse por translocacdo bacteriana, doenca
inflamatdria intestinal e doenca autoimune) ja foram associadas a
alteracGes da composicdo da microbiota intestinal, caracterizando assim
um quadro de disbiose. A disbiose é definida como um estado em que a
microbiota intestinal produz efeitos nocivos por meio de: mudancas
qualitativas e quantitativas das bactérias, mudancas no metabolismo
delas e mudancas na distribuicdo das bactérias (ALONSO; GUARNER,
2013; HAWRELAK; MYERS, 2004).

Alteragdes na fisiologia intestinal tém como consequéncia o
desequilibrio da microbiota intestinal, desencadeando aumento de
bactérias patogénicas, configurando situacdo de risco. Algumas destas
bactérias podem colonizar o intestino delgado, com consequéncias
graves como prejuizo da funcdo digestiva e a combinacdo de toxinas
com proteinas. Este processo é chamado de disbiose, um distdrbio cada
vez mais considerado no diagndéstico de varias doencas e caracterizado
por uma disfuncdo colénica devido a alteracdo da microbiota intestinal,
na qual ocorre predominio das bactérias patogénicas sobre as bactérias
benéficas (ALMEIDA et al., 2009; ALONSO; GUARNER, 2013).

A microbiota intestinal pode regular o armazenamento de energia
por varios mecanismos dentre eles: aumento da absorcdo de
monossacarideos, por absorcdo de energia a partir de componentes
alimentares ndo digeriveis via acidos graxos de cadeia curta produzidos
na fermentacdo, aumento da lipogénese hepética, supressdo do fator de
adipdcitos induzido por jejum (FIAF) que aumenta a atividade da
enzima lipoproteina lipase, inibicdo da oxidacdo de acidos graxos da
proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) e agindo
nos acidos graxos de cadeia curta por meio dos receptores acoplados a
proteina G 41 (Figura 2) (CANI; DELZENNE, 2009).

Evidéncias sobre o papel da microbiota intestinal na absorc¢éo de
energia pela dieta vieram de estudos realizados em ratos germ-free.
Backhed et al. (2004) observaram que em ratos germ-free quando
colonizados com a microbiota intestinal saudavel de ratos
convencionais, aumentaram 60% em gordura corporal, apds 14 dias de
colonizagdo, apesar da reducdo da ingestdo alimentar. No estudo
realizado por Backhed et al. (2007) verificou-se que o aumento do
AMPK preveniu, nos animais germ-free, a obesidade induzida pela dieta
com alto teor de gordura e carboidratos.
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Nestes estudos também foi verificado que o aumento da producéao
de triacilglicerol no figado, depois da colonizagdo intestinal nos ratos
germ-free, foi associado com a reducdo da expressdo da angiopoietina
tipo 4 (ANGPTL4). ANGPTL4 é um potente inibidor da enzima
lipoproteina lipase, que medeia a absor¢do celular de triacilglicerol.
Camundongos germ-free com deficiéncia de ANGPTL4 ganharam
massa gorda e peso corporal durante uma alimentagao rica em gordura,
apos serem colonizados, indicando que ANGPTL4 medeia diretamente a
regulacdo microbiana da adiposidade em camundongos (BACKHED et
al., 2004; BACKHED et al., 2007).

Deve-se destacar que os adipocitos desempenham papel
importante na obesidade, por liberar os hormonios leptina e
adiponectina. Adiponectina estd associada com AMPK, enzima que
monitora o status de energia celular e estimula a oxidacdo de &cidos
graxos nos tecidos periféricos. Na obesidade, a concentragdo de
adiponectina encontra-se diminuida, causando desativacdo da AMPK e
promovendo a diminuicdo da oxidacdo dos acidos graxos e um aumento
do influxo dos acidos graxos livres para o figado (SKURK et al., 2007;
YAMAUCHI et al., 2002)

Ainda em relagdo ao estudo Backhed et al. (2007), os autores
observaram em camundongos que foram colonizados com Bacteroides
thetaiotaomicron aumento da gordura corporal por causa da supressao
bacteriana do FIAF. Desta forma, o balanco de energia também esta
associado ao FIAF; reducdo da expressdo FIAF induz a atividade da
lipoproteina lipase (LPL), enzima responsével pela hidrolise dos
triacilglicerdis em &cidos graxos livres (AGL). A distribuicdo dos acidos
graxos livres armazenados ndo é bem conhecida, entretanto uma alta
concentracdo de tecido adiposo direciona mais AGL para os tecidos
adiposos, enquanto que uma baixa concentragdo induz o armazenamento
de AGL nos musculos. A expansdo do tecido adiposo, por sua vez,
resulta numa incapacidade de armazenar excedentes de AGL, o que
aumenta as concentracdes séricas de AGL (KRAJIMALNIK-BROWN et
al., 2012).
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Figura 2 - Fungdes da microbiota intestinal sobre a regulacdo de energia
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Ao quebrar polissacarideos nao digeriveis, os microorganismos do intestino
produzem monossacarideos e SCFAs. Os SCFAs ligam a GPR 41/43
receptores e estimula a produgdo de PYY, o que inibe a motilidade intestinal
e permite que as bactérias do intestino possam digerir mais polissacarideos.
As bactérias intestinais também regulam o metabolismo energético,
reduzindo a expressdo do FIAF a partir de células epiteliais do intestino. O
FIAF suprimi a degradacéo de lipoproteinas e deposi¢do de SCFAs no tecido
adiposo. A adiposidade nos musculos esqueléticos e no figado também é
regulada por microorganismos através das mudancas do AMPK. AMPK,
proteina quinase ativada por adenosina monofosfato; SCFA, &cido graxos de
cadeia curta; GPR 41/43, receptores acoplados a proteina G41/43; PYY,
peptideo tirosina tirosina; FIAF, fator de adip6cito induzido por jejum; LPL,

lipoproteina lipase; VLDL, lipoproteina de muito baixa densidade.
Fonte: Adaptado por Krajmalnik-Brown et al., 2012.

Com relagdo aos &cidos graxos de cadeia curta, eles podem
regular a expressdo de gene por meio da ligacdo dos receptores
acoplados a proteina G (GPCRs), como o receptores acoplados a
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proteina G 43 (GPR43) e o receptores acoplados a proteina G 41
(GPR41). A sinalizacdo por meio destes receptores afeta varias funcdes
diferentes, dependendo do tipo celular. GPR43 modula a secre¢do do
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1), que é produzido pelas
células L do intestino delgado distal e pelo coldn, a liberagdo do GLP-1
estimula a secrecdo da insulina e a proliferagio das células P
pancreaticas. Como também, a microbiota intestinal induz a expresséo
do peptideo tirosina tirosina (PYY), que também é produzido pelas
células L do intestino delgado distal e pelo colon, por meio de um
mecanismo GPR41 dependente. O PYY inibe a secre¢do gastrica e
pancreatica, 0 esvaziamento gastrico e estimula o transporte de
nutrientes (TREMAROLI; BACKHED, 2012).

No estudo realizado por Samuel et al. (2008), verificou-se que 0s
camundongos  convencionais deficientes em GPR41 reduziram a
adiposidade em compara¢do com camundongos convencionais do tipo
selvagem, enquanto que os camundongos germ-free tipo selvagem e
deficientes em GPR41 tinham adiposidade semelhantes, mostrando que
o efeito da microbiota intestinal na deposicdo de gordura é dependente
do receptor dos acidos graxos de cadeia curta .

Além disso, esta microbiota intestinal também pode estar
envolvida no desenvolvimento da inflamacdo crénica de baixo grau,
relacionada com a obesidade. Como ja citado anteriormente, dieta rica
em gordura promove mudangas na composicao da microbiota intestinal,
como exemplo a diminui¢do da concentracdo de Bifidobacterium spp.,
fendbmeno este que promove aumento da permeabilidade intestinal,
aumentado assim, a endotoxemia metabdlica e desencadeando o
desenvolvimento de distlrbios metabdlicos, dentre eles, resisténcia a
insulina, diabetes e infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo (CANI,
DELZENNE, 2009).

Visando promover a diminui¢do da endotoxemia metabolica e o
desenvolvimento de doencas metabdlicas, estudo realizado por Cani et
al. (2009) observou em seu experimento com camundongos, que a
modulacdo da microbiota intestinal aumenta a producdo enddgena de
peptideo semelhante ao glucagon-2 (GLP-2) e, consequentemente,
melhora a fungdo de barreira do intestino por um mecanismo de GLP-2
dependente, promovendo assim a diminuicdo destes eventos

Alguns estudos tém avaliado a diferenga da composicdo da
microbiota intestinal entre individuos obesos e individuos eutréficos.
Estudo realizado por Turnbaugh et al. (2009) verificou uma diminuigédo
das concentracfes de bactérias pertencentes ao filo Bacteriodetes e um
aumento das concentracbes de bactérias pertencente ao filo
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Actinobacteria em individuos obesos, quando comparados com
individuos eutréficos. Entretanto ndo se observou diferenca nas
concentragdes de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes. No estudo de
Ley et al. (2006), individuos obesos apresentaram menor concentragao
do filo Bacteroidetes e maior concentracdo do filo Firmicutes. Houve
também uma correlagéo positiva entre as concentracfes de Bacteroidetes
e a perda de peso (R°= 0,8; P<0,05).

Por outro lado, Duncan et al. (2008) nao observaram diferencas
entre as concentracfes de Bacteroidetes quando se compararam 0S
individuos obesos com os individuos eutrdficos. Jumpertz et al. (2011)
demonstraram que o aumento da ingestdo de calorias, promove
mudancas rapidas na microbiota intestinal, tanto nos individuos obeso,
guanto nos individuos eutroficos, promovendo aumento nas
concentracBes das bactérias pertencentes ao filo Firmicutes e uma
diminuicdo das bactérias pertencentes ao filo Bacteroidetes.

Zuo et al. (2011) observaram que as bactérias pertencentes ao
género Bacteroides foram encontradas em maiores concentragc@es nos
individuos eutréficos (10,06 % 0,39 Log;g) quando comparadas a
individuos obesos (9,81 £ 0,58 Logiq). Em relacdo as bifidobactérias e
os lactobacilos, ndo foi verificada diferenca entre os grupos. Ressalta-se
gue os estudos realizados por Turnbaugh et al. (2009), Ley et al. (2006),
Duncan et al. (2008), Jumpertz et al. (2011) e Zuo et al. (2011),
utilizaram técnicas moleculares pra a determinacdo de filos e géneros
bacterianos.

Destaca-se que a obesidade por se tratar de uma condicdo
cronica e de etiologia multifatorial, o tratamento dessa doenca emprega
varias abordagens, dentre elas, a terapia ndo farmacoldgica (dieta,
atividade fisica, modificacdo comportamental e envolvimento familiar),
farmacoldgica e cirtrgica. Nos casos de obesidade grave com falha de
tratamento clinico, a cirurgia bariatrica € um recurso terapéutico
consistente, proporcionando redugdo nos indices de mortalidade e
melhora de comorbidades clinicas, como desordens cardiovasculares,
endocrinologicas, infecciosas, psiquiatricas e canceres (ABESO, 2009).

2.2.1 Parametros metabdlicos associados com a obesidade e
microbiota intestinal

2.2.1.2 Pardmetros glicémicos
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Estudos tém demonstrado que os ratos germ-free sdo protegidos
contra as desordens metabolicas associadas & obesidade, incluindo a
intolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina. A colonizacéo de ratos
germ-free com microbiota intestinal leva aumento de 60% na gordura
corporal total, promovendo maior capacidade para armazenar energia da
dieta e diminuigdo da sensibilidade a insulina (RABOT et al., 2010;
DIAMANT; BLAAK; VOS, 2011). Backhed et al. (2007) concluiram
em seus experimentos que a microbiota intestinal predispbe o
hospedeiro a obesidade e resisténcia a insulina, em parte, pela
diminuicdo da atividade da AMPK e oxidacdo de &cidos graxos nos
tecidos periféricos.

A microbiota intestinal esta relacionada as desordens
metabolicas por meio de sinais inflamatorios enddgenos relacionados
com variacOes especificas na composicao da flora bacteriana. Assim, a
producdo de citocinas inflamatdrias, desencadeada pela microbiota
intestinal, pode estar envolvida na inflamacdo sistémica crénica que
conduz a obesidade e a resisténcia a insulina (BANDT; DUPRIET;
BUTEL, 2011). Estudo realizado por Haub et al. (2010) mostrou que a
endotoxemia foi associada a distlrbios metabdlicos caracteristicos da
resisténcia a insulina, como o aumento da glicemia de jejum e insulina
plasmética.

Véarios compostos derivados de micro-organismos estdo
relacionados com alteragcBes da homeostase da glicose dentre eles, 0s
lipopolissacarideo (LPS), que sdo derivados da parede celular de
bactérias gram-negativas. O LPS favorece a ocorréncia da hiperglicemia
e resisténcia a insulina, devido ao impacto da dieta rica em gordura
(DELZENNE; CANI, 2011). Pesquisas mostram que as concentragdes
de LPS estdo associadas significativamente com a insulina e glicemia de
jejum (BASU et al., 2011; CREELY et al., 2007; SUN et al., 2010).

Ressalta-se que o LPS pode desencadear um processo
inflamat6rio por meio da sua ligacdo ao complexo CD14 toll-like
receptor-4 (TLR-4) na superficie das células imunitarias inatas. A
relevancia das vias TLR-4 para doenca metabdlica foi confirmada pela
descoberta de que a supressdao do TLR-4 impediu a resisténcia a insulina
em dieta com elevado teor de gordura. Isso ocorre pelo fato que a
ativacdo da sinalizacdo do TLR4 induz aumento da expressao de vias
inflamatorias relacionadas com a inducdo da resisténcia a insulina
(MUSSO; GAMBINO; CASSADER, 2010; CARICILLI; SAAD, 2013).

A microbiota intestinal também pode modular a glicemia por
outros processos. Alguns dados experimentais, que comparam O
comportamento metabdlico de animais convencionais e germ-free,
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sugerem que a microbiota intestinal melhora a digestdo e a absorcdo dos
nutrientes ingeridos, ou seja, promova a absorcdo intestinal de
monossacarideos, e isto contribui para aumento na glicemia pés-prandial
(BACKHED et al., 2004).

Além disso, como ja descrito anteriormente, os principais
produtos finais da fermentacdo de bactérias sdo os Acidos graxos de
cadeia curta (SCFA). Os SCFA sdo ligados aos receptores acoplados a
proteina (GPCRs), a Gpr4l e Gpr43. Estes receptores sdo expressos em
células epiteliais, no sistema enddcrino e nos adipdcitos. A inativacdo
do GPR43 esta associada com menor massa de gordura corporal,
diminuicdo da resisténcia a insulina, maior gasto energético e aumento
da ingestdo de alimentos (ESTEVE; RICART; REAL, 2011).

Destaca-se que o papel da microbiota intestinal na resisténcia a
insulina de seres humanos obesos foi demonstrado por transferéncia da
microbiota intestinal de individuos magros saudaveis para individuos
obesos resistentes a insulina. Apds remover a microbiota endégena dos
obesos resistentes a insulina por lavagem intestinal, os pesquisadores
distribuiram os voluntarios a um grupo de infusdo alogénica, que foi
infundido no intestino delgado a microbiota fecal de individuos magros
saudaveis correspondendo com a idade e 0 sexo, ou para um grupo de
infusdo autdloga, que foram re-infundidas com a sua prdpria microbiota
intestinal. A resisténcia a insulina dos que receberam infusdo aut6loga
foi inalterada, enquanto os que receberam a infusdo alogénica
observaram-se aumento significativo na sensibilidade periférica a
insulina e uma tendéncia para melhorar a sensibilidade a insulina
hepética (VRIEZE et al., 2012).

Pesquisa realizada em ratos mostrou que depois de uma dieta
rica em gordura foi observada redugdo das concentragdes de
Bifidobacterium, com aumento da atividade inflamatoria, aumento da
massa de gordura e da resisténcia a insulina (CANI et al., 2007).
Adicionalmente, estudo realizado em individuos obesos observou que a
propor¢do de Bacteroides/Firmicutes correlacionou-se positivamente
com a glicemia de jejum (LARSEN et al., 2010).

Ressalta-se que mudancas na microbiota intestinal enviam
sinais enteroendocrinos alterados para o sistema nervoso central, por
meio da secrecdo de horménios intestinais, tais como o0s péptido
insulinotrépico, GLP-1, GLP-2, PYY que regula a homeostase, ingestdo
e armazenamento de energia, absor¢do de nutrientes e secrecdo da
insulina (PANWAR et al., 2013).

2.2.1.2 Parametros lipidicos
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Importante papel fisioldgico do intestino no metabolismo dos
lipidios é fornecido pela atividade da microbiota intestinal. Tem sido
demonstrado que a microbiota intestinal regula os lipidios do plasma,
contribuindo assim para o metabolismo de &cidos biliares. Os &cidos
biliares primarios sintetizados no figado podem ser metabolizados em
acidos biliares secundarios por bactérias intestinais por meio do
processo de desconjugacdo e desidroxilacdo. Producdo de acido biliar
excessiva associada com a obesidade conduz a uma maior quantidade de
acidos biliares secundarios. As espécies de bactérias, Bacteroides
intestinalis, Bacteroides fragilis e Escherichia coli estdo potencialmente
envolvidos na geragdo de acidos biliares secundarios do colon.
(FUKIYA etal., 2009; FLOCK et al., 2011).

Mecanismos pelos quais a microbiota intestinal se relaciona
com os lipidios no sangue tém sido propostos. Propionato e acetato
produzido a partir da fermentacdo bacteriana no célon entram no fluxo
sanguineo para o figado. O propionato diminui a sintese do colesterol
por inibicdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA). As
concentracdes séricas do propionato estdo negativamente relacionadas
com as concentragdes séricas de LDL - colesterol e colesterol total. Ja
em relacdo ao acetato, ele é um precursor do acetil-CoA, envolvido na
lipogénese hepética. A conjugagdo dos acidos biliares pela microbiota
intestinal aumenta a excrecédo fecal de acidos biliares que, por sua vez,
aumenta a demanda de colesterol no figado para a sintese de novos
acidos biliares, reduzindo assim as concentracdes de colesterol do
sangue (FAVA et al., 2006).

Além disso, outros mecanismos tém sido propostos para explicar
como a microbiota intestinal pode influenciar o metabolismo e
armazenamento de lipidios. O LPS é uma endotoxina composta de
lipidio e de polissacarideo e este componente induz uma resposta imune
inata. Estudos fornecem evidéncias de que o LPS contribui para o
aumento do desenvolvimento do tecido adiposo, como também, que
individuos obesos tém o dobro de concentracBes circulantes de LPS
devido ao aumento quilomicron (lipoproteina que transporta triglicérides
e colesterol do intestino delgado para outros tecidos), diminuicdo na
integridade da barreira intestinal, e diminuicdo na atividade da fosfatase
alcalina, uma enzima envolvida na clivagem de LPS no intestino
(CONNOR, 2013).

Dietas com alto teor de gordura também podem aumentar as
concentragdes de LPS no plasma de seres humanos. Estudo realizado
por Cani et al (2007) mostrou em camundongos que 0 maior consumo
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de gordura levou a um maior aumento nas concentracées de LPS no
plasma. A absorcdo de LPS, reforcada pela alta ingestdo de gordura,
pode estimular a secrecdo de TNF e IL-6, resultando em inflamacao
sisttmica de baixo grau, dessa forma a microbiota intestinal pode ter
papel ativo na promocao e/ou inibicdo da inflamacdo e, portanto um
efeito no metabolismo lipidico (FLOCK; GREEN; KRIS-ETHERTON,
2011).

Destaca-se que o colesterol é continuamente transportado para o
figado, intestino e tecidos extra-hepaticos por lipoproteina de alta
densidade (HDL-c), enquanto que os triacilglicerois sdo transportados
principalmente para o tecido adiposo, para armazenamento, e para 0
musculo, onde os 4cidos graxos sdo oxidados para producéo de energia.
As lipoproteinas humanas séo divididas em cinco classes principais de
acordo com a densidade. As duas lipoproteinas ricas em triacilglicerol
sdo os quilomicrons, que sdo excretados pelos enterdcitos intestinais e
transportam lipidios dietéticos, e as lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL-c), que sdo excretadas pelos hepatdcitos e transportam
lipidios enddgenos. As lipoproteinas de densidade intermediarias (IDL-
c) contém quantidades apreciaveis de triacilglicerol e ésteres de
colesterol no seu nucleo. Por fim, as duas lipoproteinas ricas em
colesterol, incluindo as de densidade baixa (LDL-c) e as de densidade
alta (HDL-c), essas particulas ndo sdo excretadas diretamente do figado,
mas sdo produzidas por processos metabdlicos na circulacdo (FAVA et
al., 2006).

A LPL, desempenha um papel importante no metabolismo e
transporte de lipideos, esta enzima é responsavel pela hidrélise de
triacilglicerol. A microbiota intestinal pode afetar a atividade da LPL
por meio da influéncia sobre a expressdo do FIAF, a atividade desta
enzima influencia a acumulacdo de triglicerideos no tecido adiposo. O
FIAF é um inibidor circulante da atividade da LPL, portanto a inibicdo
da expressdo do FIAF pela presenca da microbiota intestinal permite o
aumento da atividade da LPL e a acumulacdo de triacilglicerol nos
adipocitos (MORREIRA et al, 2012).

A microbiota intestinal influncia as concentracdes de
colesterol sérico. Estudo realizado por Martinez et al. (2013a)
caracterizou a microbiota fecal de hamsters, cujo metabolismo do
colesterol foi modulado pela adicdo de ésteres de esterol vegetal. Foi
observada uma reducdo do colesterol total, pelo aumento da sintese de
colesterol, resultando no aumento da excrecédo do colesterol biliar, como
também foi observada alteracdo na composicdo da microbiota intestinal
em relacdo as bactérias pertencentes aos filos Actinobacteria e
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Firmicutes, e essa mudanca apresentou correlacdo significativa com as
concentracdes de colesterol total, HDL-colesterol, colesterol ndo-HDL e
colesterol hepatico. Além disso, estudo realizado em humanos
observou que as concentracdes plasmaticas de HDL — colesterol foi
positivamente associada com a abundancia de Bacteroidetes. Ambos as
concentracBes de HDL - colesterol e Bacteroidetes foram mostradas
diminuidas em individuos obesos (MARTINEZ et al 2013b). Alguns
estudos que avaliam a associacdo entre a microbiota intestinal e
pardmetros metabolicos em mulheres obesas podem ser observados no
Quadro 2.

De acordo exposto, a determinacdo da microbiota intestinal no
pré-cirurgico de cirurgia bariatrica e a constatacdo da relacdo da
microbiota intestinal com os parametros metabdlicos, podem ser
utilizados como uma estratégia de melhora terapéutica para os pacientes
apos a realizacdo desta cirurgia, como nisso propde-se a realizagdo deste
estudo.
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Quadro 2- Estudos de associacdo entre microbiota intestinal e
parametros metabdlicos em pacientes com excesso de peso. (continua)

Estudo Populacéo Média do Microbiota Microbiota intestinal e
IMC intestinal (Obesos x parametros metabélicos
(kg/m?) Controle)
Mulheres Mulheres | Bifidobacterium - HDL apresentou
Teixeira eutrofica eutrofica género correlagdo positiva com A.
et al, | (n=17) (21.2; 20.6- | | L. plantaru muciniphila  (r=  0,54),
2013 21.9) | B. longum Bifidobacterium género (r=
Mulheres | C. coccoides 0,35), B. longum (r= 0,35)
Obesas Mulheres | C. leptum e C.leptum (r= 0,40)
(n=15) Obesas - Triacilglicerol apresentou

( 34.5; correlagdo negativa com A.

32.8- 36.7) leptum (r=-0,38)

* - Ainsulina e 0 HOMA-IR
apresentaram
respectivamente correlacao
negativa com
Bifidobacterium género (r=
-0,69; r=-0,65), B. longum
(r= -0,47; r= -0,46), C.
coccoides (r= -0,42; r= -
0,38), C. leptum (r= -0,47;
r=-0,47)

Mulheres Mulheres « Bifidobacterium - HDL apresentou
Munukka | obesas com | obesascom | < Atopobium | correlagdo positiva com
et al., | desordem desordem cluster Bacteroides (r=0,346), e
2012 metabolica | metabdlica | < Bacteroides | correlacdo negativa com o
(n=27) (30,9 + | group grupo Eubacterium rectale-
2,9) > F. prausnitzii Clostridium coccoides (r=
Mulheres -0,268)
obesas Mulheres - Insulina  apresentou
(n=47) obesas correlagdo negativa com
(29,1 + Bacteroides
Mulheres 2,9) (r=-0,313)
eutréficas - Triacilglicerol apresentou
(n=11) Mulheres correlagdo positiva com o
eutréficas grupo Eubacterium rectale-
(21,6 + Clostridium coccoides (r=
2,0) 0,362)

* Mediana e intervalo

interquartil; IMC — indice de massa corporal; < nenhuma
diferenca significativa entre os grupos; | significativamente menor que o grupo controle;
1 significativamente maior que o grupo controle; HDL — Lipoproteina de alta densidade,
HOMA- IR- Homeostases Model Assessment - Insulin Resistance.
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Quadro 2 — estudos de associacdo entre microbiota intestinal e
parametros metabdlicos em pacientes com excesso de peso (conclusao).

Estudo Populacdo Média Microbiota Microbiota intestinal e
do IMC | intestinal (Obesos x parametros metabélicos
(kg/m?) Controle)
Santacruz | Gravidas Gravidas | Bifidobacterium - Colesterol total apresentou
et al., | com com | Bacteroides correlagdo  positiva  com
2010 sobrepeso | sobrepeso | tEnterobacteriaceae | Staphyloccus (r=0,068)
(n=16) (29,0; 1E. coli
27,8 - | 1 Staphylococcus - HDL apresentou correlacéo
Gravidas 32.7)" positiva com Bacteroides (r=
eutréficas 0,518)
(n=34) Gravidas
eutroficas
(23,3;
21,0 -
25.0) "

* Mediana e intervalo

interquartil; IMC — indice de massa corporal; < nenhuma
diferenca significativa entre os grupos; | significativamente menor que o grupo controle;
1 significativamente maior que o grupo controle; HDL — Lipoproteina de alta densidade,
HOMA- IR- Homeostases Model Assessment - Insulin Resistance.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar as concentragdes fecais de Bifidobacterium spp e
Lactobacillus spp. e associd-las com pardmetros metabolicos em
mulheres com obesidade morbida.

3.2 ESPECIFICOS

v Avaliar as concentracdes fecais de Bifidobacterium
spp, Lactobacillus spp. e o pH fecal nas mulheres obesas morbidas e
comparar com as mulheres eutréficas.

v Determinar os parametros glicémicos (insulina,
glicemia de jejum, hemoglobina glicada) e os parametros lipidicos
(colesterol total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c e triacilglicerol), nas mulheres
obesas mérbidas e comparar com as mulheres eutréficas.

v Avaliar a resisténcia a insulina por meio do indice
HOMA-IR nas mulheres obesas mérbida e comparar com as mulheres
eutroficas.

v Associar os parametros glicémicos, HOMA-IR e
parametros lipidicos com as concentracGes de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp. nas mulheres obesas moérbidas.
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4 SUJEITOS E METODOS
4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo transversal, realizado no Hospital Universitario Professor
Polydoro Ernani de S8 Thiago da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU/UFSC), Florian6polis, SC. Foram avaliadas mulheres com
obesidade morbida no pré-operatorio de cirurgia bariatrica assistidos
pelo HU/UFSC.

4.2 AMOSTRA DE ESTUDO

A populagdo do estudo foi representada por todos os individuos
com obesidade morbida no pré-operatdrio de cirurgia bariatrica do
HU/UFSC, no periodo de outubro/2013 a abril/2014. A amostra do
estudo foi constituida por mulheres com obesidade maérbida no pré-
operat6rio de cirurgia bariatrica do referido hospital. A escolha de
apenas esse género foi pelo fato que mais de 90% das cirurgias
realizadas no referido hospital sdo feitas em mulheres, portanto tivemos
como objetivo deixar a amostra mais homogenia. Essas mulheres faziam
acompanhamento no ambulatério de Nutricdo e realizavam tratamento
dietoterdpico sendo orientadas a seguir dieta hipocaldrica com redugdo
de todos os macronutrientes. O método de amostragem foi nédo
probabilistico por conveniéncia.

Os critérios de inclusdo seguiram os da Sociedade Brasileira de
Cirurgia Bariatrica e Metabodlica (2010): mulheres com idade entre 18 e
65 anos, IMC > 40 kg/m? ou >35 kg/m? com pelo menos uma
comorbidade, e insucesso no tratamento nado-farmacoldgico e
farmacoldgico. Foram excluidos aqueles com limitagdes intelectuais
significativas sem suporte familiar adequado; quadro de transtorno
psiquiatrico ndo controlado; dependéncia alcodlica e/ou de drogas
ilicitas; uso atual (nos ultimos 30 dias) de farmacos anti-inflamatérios
e/ou antibidticos e/ou imunossupressores e/ou prebiético e/ou probiético
e/ou simbiotico, fumantes e pacientes do sexo masculino.

Os critérios de inclusdo para as mulheres sem obesidade foram:
IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?; peso estavel nos Gltimos trés meses; idade
entre 18 e 65 anos. Critérios de exclusdo: presenca de doencas cronicas
ndo transmissiveis, infecto-contagiosas ou intolerancias/alergias
alimentares; fumantes; consumo habitual de mais de uma dose de bebida
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alcodlica por semana (metade de uma garrafa ou uma lata de cerveja,
uma taca de vinho ou uma dose de licor) (WHO, 2000b); atletas ou
praticantes de atividade fisica intensa (>6 MET)' (WHO, 2010a); uso
prévio ou atual de drogas; uso de farmacos que influenciam o apetite, a
motilidade intestinal ou absorcdo de nutrientes, antibidticos, anti-
inflamatdrios, imunossupressores, hipolemiantes, antidiabéticos orais,
insulina, anti-hipertensivos, diuréticos, laxantes, antiacidos ou
suplementos nutricionais nos Gltimos trés meses; uso de prebidticos,
probidticos ou simbidticos nos Gltimos trés meses; gravidas ou lactantes;
vegetarianas; seguimento de uma dieta para perda ou ganho de peso nos
Gltimos trés meses; submetido previamente a cirurgias gastrointestinais;
historia pessoal de desordens gastrointestinais (constipacdo, diarreia,
pirose, inchaco, flatuléncia em excesso, dor abdominal).

Para os individuos aptos a participar da pesquisa, foi apresentada
a proposta do trabalho e efetuada o convite de participagdo. A assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ocorreu neste
mesmo momento, apés leitura em conjunto (Apéndice A).

4.3 PROTOCOLO DO ESTUDO

Neste estudo foi realizada a identificacdo dos individuos
(Apéndice B), coleta de fezes para avaliacdo da microbiota intestinal,
coleta de sangue para avaliacdo dos parametros metabélicos, coleta de
dados clinicos e antropométricos (Apéndice C)

4.3.1 Instrumentos e técnicas de coleta de dados

4.3.1.1 ldentificagdo dos individuos

! Equivalente metabdlico (MET) é comumente usado para expressar a

intensidade das atividades fisicas.Um MET é definido como o custo da energia
de sentar-se em siléncio e é equivalente ao consumo caldrico de 1 kcal/kg/hora.
Estima-se que o consumo cal6rico para praticantes de atividade fisica intensa é
mais de seis vezes superior a um MET. Exemplo: corrida (> 8 km/h),
caminhada veloz em uma colina/montanha/morro, pedalada (> 16 km/h),
ginastica aerdbica, natagdo rapida, jogos e esportes em nivel de competicéo,
escavacao pesada (> 4,5 kg/min), carregar cargas pesadas (>20 kg).
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Os individuos participantes do estudo foram identificados por
meio de dados pessoais: nome completo, cor da pele (branca, nédo
branca), data de nascimento, endereco residencial, telefone, e-mail e
nUmero de prontuario.

4.3.1.2 Coleta do material fecal

Os participantes do estudo foram orientados a defecar em um
recipiente de plastico e, logo em seguida, transferir uma pequena
guantidade de fezes (dois gramas) para um saco plastico com fecho
hermético para impedir a entrada de ar (material que foi fornecido pelos
pesquisadores, sem custos para o individuo). As amostras foram
devidamente identificadas pelos pesquisadores e analisadas no
Laboratério de Gestdo de Qualidade em Analises Clinicas da
Universidade Federal de Santa Catarina. O tempo maximo do ato da
defecacdo até o recebimento das amostras pelos pesquisadores nédo
ultrapassou 3 horas.

4.3.1.3 Determinacéo do conteudo de Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp. e pH fecal

4.3.1.3.1 Preparo do meio de cultura

De acordo com Munda e Pares (1988) a adi¢do de determinados
antibiéticos a0 RCA (Reinforced Clostridial Agar® Vadhani Indl. Estate,
Mumbai, India) forma o meio BIM-25 (Bifidobacterium iodoacetate
medium 25), que € seletivo para o isolamento de Bifidobacterium spp.
Para o preparo de um litro de meio, 45 gramas de RCA (Himedia™)
foram pesados, dissolvidos em 1L de agua destilada e deionizada e
autoclavado a 121°C por 18 minutos. Apoés resfriar e atingir a
temperatura de aproximadamente 50°C, os antibidticos (0,02 g/L de
acido nalidixico, 0,0085 g/L de sulfato de polimixina B, 0,05 g/L de
sulfato de kanamicina, 0,025 g/L de &cido iodoacético, 0,025 g/L de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetraz6lio e 0,005 g/L de anfotericina B) foram
adicionados ao meio. O meio foi distribuido em placas de petri estéreis.

O preparo do meio dos Lactobacillus spp., foi de acordo
Yoshioka, Iseki e Fujita (1983), para preparar 1 L do meio, 70 g de Agar
MRS (Deman, Rogosa e Sharpe) Lactobacillus (Acumedia®) foram
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pesados, dissolvidos em 1 L de &gua destilada e deionizada e
autoclavado a 121°C por 15 minutos. Depois de transcorrido esse tempo
0 meio foi distribuido em placas de petri estéreis.

4.3.1.3.2 Preparo do tampéo

O tampéo fosfato 0,25 M estéril continha 34 g de KH,PO, em
um litro de agua destilada e o pH foi ajustado em 7,2 com NaOH 1N. O
tampdo de uso 0,31 mM foi feito no momento do uso pela diluicdo de
1,25 mL de tampdo estoque em quantidade suficiente para um litro de
agua estéril.

4.3.1.3.3 Processamento das amostras de fezes

De cada individuo, um grama de fezes foi pesado e diluido em
nove mililitros de agua destilada e deionizada estéril para afericdo do pH
em pHmetro PHTEK®. De cada individuo também foi pesado um grama
de fezes e diluido em nove mililitros de tampéo fosfato 0,31 mM. A
partir desta diluicdo (10™) foram realizadas diluices decimais seriadas
até 10° por meio da transferéncia de 100 L da diluicdo anterior para
microtubos estéreis contendo 900 pL de tampdo fosfato 0,31 mM cada.
O inéculo (100 pL) de cada diluicdo 102 a 10° foi semeado
uniformemente em toda a superficie do Agar (especifico para cada
bactéria: Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.) utilizando alca de
Drigalski estéril. As placas, identificadas com as respectivas diluicdes e
meios, foram incubadas a 37°C durante 72 horas (Bifidobacterium spp.)
e 48 horas (Lactobacillus spp.) em jarra de anaerobiose com sistema
comercial de geracdo de atmosfera anaerdébia (Anaerobac, Probac®, Sdo
Paulo, Brasil). Apds a incubacao, foi realizada a contagem de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) de bifidobactérias e de lactobacilos, e
determinado o nimero de colbnias por grama de fezes. Para todos os
tipos de col6nias isoladas foram realizadas coloracdo de Gram, prova da
catalase. A reacdo da enzima frutose-6-fosfato-fosfocetolase foi
realizada para confirmacdo do género Bifidobacterium spp.
4.3.1.3.4 Coloracéo de Gram

A coloragdo de Gram consistiu em tratar bactérias
sucessivamente com cristal violeta, lugol, alcool-acetona e fuccina. As
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bactérias Gram-positivas tiveram coloracdo roxa e as Gram negativas
tiveram coloracdo vermelha (BIER, 1966).

4.3.1.3.5 Prova da catalase

A prova da catalase consistiu em adicionar uma gota de
peréxido de hidrogénio sobre uma placa contendo uma coldnia de
bactéria, como o objetivo de verificar se ha formagdo de bolhas. As
bactérias foram classificadas catalase positiva quando houve formacao
de bolhas e catalase negativas quando ndo houve formacéo de bolhas
(BIER, 1966).

4.3.1.3.6 Identificacdo do género Bifidobacterium spp. por meio da
reacdo F6PPK.

O método de deteccdo da FEPPK primeiramente descrito por
SCARDOVI (1986), com modificacdes de Orban e Patterson (2000) foi
utilizado para a identificacdo do género Bifidobacterium spp. Todas as
bactérias Gram positivas, em forma bacilar a cocoide e catalase
negativas, observadas na semeadura das fezes foram cultivadas em 10
mL de caldo clostridial reforcado (Himedia) em jarras de anaerobiose, a
37°C por 42 horas. Apds esse periodo os caldos foram centrifugados a
10.000 g, a 4°C, por 15 minutos. Os pellets foram lavados duas vezes
com soluciéo 1 (tampéo fosfato KH,PO, 0,05 M contendo cisteina-HCI
500 mg.I” e pH 6,5) e ressuspendidos em 1 mL da mesma solucéo. As
células bacterianas foram rompidas pela adicdo de 0,4 mL de brometo
de cetrimide (45 mg.ml™) por um periodo de 5 minutos. Em seguida,
0,25 mL da solugdo 2 (NaF 3 mg.ml™ e iodoacetato de sédio 5 mg.ml™)
e 025 mL da solugdo 3 (frutose-6-fosfato 80 mg.ml™) foram
adicionados, misturados e incubados a 37°C por 30 minutos. Apds a
incubacdo, para interromper a reagdo, 1,5 mL de solucdo 4
(hidroxilamina-HCl 13 g.dI* em &gua, pH 6.5) foi adicionado,
misturado e deixado a temperatura ambiente por 10 minutos. Um
mililitro de &cido tricloroacético a 15% (p/v) e um mililitro de HCI 4N
foram adicionados para acidificar o meio. Um mililitro do indicador de
cor, cloreto férrico (FeCl.6 H,O 5% em HCI 0,1 M) foi adicionado e a
solucdo agitada. O desenvolvimento de cor violeta indica a presenca da
enzima F6PPK e a coloragdo amarela indica resultado negativo.



56

4.3.1.4 Coleta do material sanguineo

Um total de 8 mL de sangue venoso periférico foi coletado de
todos os participantes do estudo, apds jejum noturno de 12 horas, por
profissional capacitado de acordo com técnica padronizada (WHO,
2010b) na regido cubital do antebraco, utilizando um tubo contendo
acido 50 etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e um tubo contendo gel
separador (sistema Vacutainer® BD Biosciences - Abingdon, UK).

O tubo de sangue com EDTA ficou retido no laboratério de
analises clinicas do HU/UFSC para determinacdo de HbAc no sangue
total. O tubo de sangue com gel separador também ficou retido no
laboratério de anélises clinicas do HU/UFSC para determinacéo sérica
de triglicerideos, colesterol total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c, glicemia de
jejum e insulina. O sangue foi deixado em repouso por 30 minutos até
completa coagulagdo. Em seguida, foi centrifugado por um periodo de
10 a 15 minutos a 4700-5100 rpm para a separagdo do soro.

4.3.1.5 Determinacdo da insulina

A insulina foi determinada pelo ensaio imunométrico por
guimioluminescéncia com enzima marcada em fase solida, utilizado o
kit Immulite 2000 systems® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.,
Newark, DE, USA). Principios do procedimento para dosagem de
insulina: A fase solida (esfera) é revestida com anticorpo monoclonal
murino anti-insulina. A fase liquida é constituida por fosfatase alcalina
(intestino de vitela) conjugada com anticorpo policlonal de ovelha anti-
insulina e fosfatase alcalina (intestino de vitela) conjugada com
anticorpo monoclonal murino anti-insulina. A amostra e 0 reagente
foram incubados em conjunto com as esferas revestidas durante 60
minutos. Neste periodo, a insulina na amostra forma um complexo de
anticorpos em sandwich com o anticorpo monoclonal murino anti-
insulina na esfera, enzima conjugada com anticorpo policlonal de ovelha
anti-insulina e enzima conjugada com anticorpo monoclonal murino
anti-insulina no reagente. A amostra nao ligada e a enzima conjugada
foram removidas por meio de lavagens e centrifugacdo. Finalmente, o
substrato quimioluminescente foi adicionado ao tubo de reacdo que
contém as esferas e o sinal foi gerado em propor¢do a quantidade de
enzima ligada. Os valores de insulina serfo expressos em plU/mL.
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Limite minimo de detec¢do: 2 pulU/mL. Valor de referencia para o
método usado foi de < 29,1 plU/mL.

4.3.1.6 Determinacéo da glicemia de jejum e hemoglobina glicada

A glicemia de jejum foi determinada pelo método enzimatico,
de acordo com as instrucdes do fabricante (Dimension RxL Max® -
Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Newark, DE, U.S.A.). Principios
do procedimento: A hexoquinase catalisa a fosforilacdo da glicose na
presenca de adenosina-5’-trifosfato (ATP) e magnésio, formando
glicose-6-fosfato (G-6-P) e adenosinadifosfato (ADP). A G-6-P ¢ entdo
oxidada pela glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) na presenca de
nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD) para produzir 6-
fosfogliconato e NADH. Um mole de NAD é reduzido para um mole de
NADH para cada mole de glicose presente. A absorvancia foi
determinada utilizando uma técnica bicromatica de ponto final (340 e
383 nm). Os valores foram expressos em mg/dL. Limite minimo de
detecgdo: 1 mg/dL. Valor de referéncia para o método usado foi de <100
mg/dL.

A HbA;c foi determinada pelo método de cromatografia de
troca idnica, utilizando o equipamento D-10 Hemoglobin A1C da BIO-
RAD® (Bio-Rad Laboratories, Berkeley, CA, USA). Principios do
procedimento: As amostras foram diluidas automaticamente no
equipamento D-10 e injetadas no cartucho analitico. O equipamento D-
10 cria um gradiente crescente de tampé&o de forca ibnica programado no
cartucho, em que as hemoglobinas sdo separadas com base em suas
interacBes ibnicas com o material do cartucho. As hemoglobinas
separadas, em seguida, passam separadas através da célula de fluxo do
fotdbmetro de filtro, que mede alteragcBes na absorvancia a 415 nm. O
software D-10 realiza a reducéo dos dados brutos obtidos em cada uma
das andlises. Uma calibracdo de dois niveis é utilizada para a
guantificacdo dos valores de HbA;c. Um relatério de amostra e um
cromatograma sdo gerados para cada amostra, com sombreamento da
area do pico de Alc. Esta area é calculada utilizando uma distribuicdo
de Gauss exponencialmente modificada. Os valores foram expressos em
percentual. Limite minimo de deteccdo: 3,8%. Valores de referéncia
para o método usado foi de 4,3 a 6,1%.
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4.3.1.7 Determinacdo da Resisténcia a insulina

O Homeostasis Model Assessment — Insulin Resistance
(HOMA- IR) é um modelo matematico que se baseia na interacdo da
glicose com a insulina. Este indice indica o grau de combinacéo de uma
dada hiperglicemia com concentra¢Ges basais de insulina baixa, normal
e elevada (MATTHEWS et al., 1985). O HOMA- IR tem sido proposto
como um método para avaliar a sensibilidade ou resisténcia a insulina e
a funcdo das células B, a partir das concentragdes de insulina e glicose
de jejum, utilizando a seguinte férmula:

HOMA-IR = insulina (uU/mL) x glicose (mmol/L)
22,5

Os valores de HOMA-IR determinam a eficacia das
concentragdes de insulina de jejum em equilibrio para regular a glicose
sanguinea. Valores acima de 2,71 indicam um quadro de resisténcia a
insulina (MATTHEWS et al., 1985).

4.3.1.8 Determinacéo do colesterol total, HDL-colesterol, LDL-
colesterol, VLDL-colesterol e triglicerideos

Colesterol total, HDL-c e triglicerideos foram determinados
pelo método enzimatico colorimétrico, kit cartucho Flex® Reagent
CHOL, AHDL e TGL, respectivamente, de acordo com as instrucfes do
fabricante (Dimension RxL Max® - Siemens Healthcare Diagnostics
Inc. Newark, DE, U.S.A.). O LDL-colesterol foi determinado utilizando
a equacdo de Friedewald (LDL-c = Colesterol total - HDL-c -
Triglicerideos/5), em que Triglicerideos/5 representa o VLDL-c
(FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). Os valores foram
expressos em mg/dL. Valor de referéncia usado para o LDL-c e VLDL-c
foi de <100 mg/dL e <30mg/dL respectivamente.

Principios do procedimento para dosagem de colesterol total: A
esterase do colesterol catalisa a hidrolise dos ésteres de colesterol para
produzir colesterol livre que, juntamente com o colesterol livre pré-
existente, é oxidado numa reacdo catalisada pela oxidase do colesterol
para formar colest-4-eno-3-ona e perdxido de hidrogénio. Na presenca
de peroxidase de rabano silvestre, o perdxido de hidrogénio formado
desta forma é utilizado para oxidar a N,N-dietilanilina-HCI /4-
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aminoantipirina, produzindo um croméforo que absorve a 540 nm. A
absorvancia devida a N,N-dietilanilina-HCI/4-aminoantipirina oxidada é
diretamente proporcional a concentracéo de colesterol total e é medida
utilizando uma técnica policromatica de ponto final (452, 540, 700 nm).
Limite minimo de deteccdo: 50 mg/dL. Valor de referéncia para o
método usado foi de < 200 mg/dL.

Principios do procedimento para dosagem de HDL-c: Na
primeira reacdo, os quilomicrons, VLDL-c e LDL-c formam, na
presenca de sulfato de magnésio, complexos hidrossolliveis com o
sulfato de dextrano. Estes complexos sdo resistentes as enzimas
colesterol esterase e colesterol oxidase modificadas pelo polietileno
glicol, que reagem com o HDL-c. Na presenca de oxigénio, o HDL-c é
oxidado para A4-colestenona e perdxido de hidrogénio. O peréxido de
hidrogénio produzido reage, em seguida, com a 4-aminoantipirina e a N-
(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3.5-dimetoxianilina sddica na presenca de
peroxidase, formando um corante colorido que é medido utilizando uma
técnica bicromatica de ponto final (600/700 nm). A intensidade de cor
do corante é diretamente proporcional & concentracéo sérica de HDL-c.
Limite minimo de deteccéo: 3 mg/dL. Valor de referéncia para o método
usado foi de >60 mg/dL.

Principios do procedimento para dosagem de triglicerideos: A
amostra € incubada com o reagente enzimatico de lipase lipoproteica
que converte os triglicerideos em glicerol livre e acidos graxos. A
glicerol quinase catalisa a fosforilagdo do glicerol pela adenosina-5-
trifosfato para glicerol-3-fosfato. A glicerol-3-fosfato-oxidase oxida o
glicerol-3-fosfato para fosfato de di-hidroxiacetona e per6xido de
hidrogénio (H,0,). A acdo catalitica da peroxidase forma quinoneimina
a partir de H,0,, aminoantipirina e 4-clorofenol. A variacdo na
absorvancia devida & formagdo de quinoneimina é diretamente
proporcional a quantidade total de glicerol e dos seus precursores na
amostra e é medida utilizando uma técnica bicromética de ponto final
(510, 700 nm). Limite minimo de deteccdo: 15 mg/dL. Valor de
referéncia para o método usado foi de < 100 mg/dL.

4.3.1.9 Avaliac&o do estado nutricional

Para a avaliagdo do estado nutricional foram realizadas
afericdes antropométricas de peso e estatura por profissional capacitado,
seguindo técnicas propostas pela World Health Organization (WHO,
1995).
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O peso foi mensurado utilizando uma balanga eletrénica
(Welmy®, Santa Bérbara do Oeste, SP), com capacidade de 300 kg e
precisdo de 50 g. Os individuos foram pesados com o minimo de
indumentaria, descalgos, na posicdo ereta no centro da plataforma da
balanca e com os bragos soltos ao longo do tronco (WHO, 1995). ). A
altura foi medida por um estadibmetro acoplado a plataforma com
capacidade de 2,00 m e precisdo de 0,5 centimetros. O IMC foi
calculado como peso (kg) / altura® (m). A classificagdo do estado
nutricional foi realizada pelo indice de Massa Corporal (IMC)
utilizando-se os pontos de corte definidos pela WHO (2008), conforme
descrito no Quadro 3. O IMC ¢é definido como o peso em quilogramas
dividido pelo quadrado da altura em metros (kg/m?) (WHO, 1995).

Quadro 3- Classificacdo do estado nutricional segundo o indice de
Massa Corporal

Classificagdo Indice de Massa Corporal
(kg/m?)

Eutrofia 18,50-24,99
Sobrepeso >25,00

Pré-obesidade 25,00-29,99
Obesidade >30,00

Obesidade grau | 30,00-34,99

Obesidade grau Il 35,00-39,99
Obesidade grau IlI > 40,00

Fonte: WHO, 2008.

4.3.1.10 Parametros clinicos e demograficos

Idade, comorbidades associadas e farmacos utilizados foram
obtidos do prontuario do paciente. Dados referentes a cor da pele,
alteragdes gastrointestinais, habitos intestinais e realizagdo de cirurgia
anterior no trato gastrointestinal foram coletados em entrevista direta.

4.4 MODELO DE ANALISE

No quadro 4 estdo descritas as varidveis e seus indicadores, que
foram utilizados nas anélises do estudo.
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Quadro 4 - Variaveis, suas caracteristicas e indicadores utilizados para o

modelo de analise.

Variaveis Indicadores Classificacdo tedrica
Idade Anos Independente, quantitativa discreta
Cor da pele Né&o branca Independente, qualitativa
Branca dicotbmica
Estatura M Independente, quantitativa
continua
Peso Kg Dependente, quantitativa continua
indice de Massa kg/m? Dependente, quantitativa continua
Corporal
Bifidobacterium spp. Unidades formadoras de Dependente, quantitativa continua
coldnias
Lactobacillus spp. Unidades formadoras de Dependente, quantitativa continua
coldnias
pH fecal - Dependente, quantitativa continua
Insulina ulu/Ml Dependente, quantitativa continua
Glicemia de jejum mg/dL Dependente, quantitativa continua
Hemoglobina Glicada % Dependente, quantitativa continua
HOMA-IR - Dependente, quantitativa continua
Colesterol total mg/dL Dependente, quantitativa continua
HDL-colesterol mg/dL Dependente, quantitativa continua
LDL-colesterol mg/dL Dependente, quantitativa continua
VLDL-colesterol mg/dL Dependente, quantitativa continua
Triglicerideos mg/DI Dependente, quantitativa continua
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4.5 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram organizados e registrados com dupla entrada em
banco de dados no programa Microsoft Office Excel 2010®. A anélise
estatistica foi realizada no programa estatistico STATA® versdo 11.0
para Windows® (Stata Corp., College, Texas, EUA). As variaveis
continuas foram sintetizadas em média e desvio padrdo quando a
distribuicdo foi simétrica, ou mediana e intervalo interquartil quando a
distribuicdo foi assimétrica. Em contrapartida, as varidveis categoricas
foram descritas em categorias e frequéncia. Para avaliagdo da
normalidade dos dados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk; se o
resultado do teste de Shapiro-Wilk fosse <0,05, rejeitava-se a
normalidade dos dados. Neste caso, foram utilizados testes néo-
paramétricos. Para verificar diferengas entre os grupos de estudo foi
utilizado o Teste-T (varidveis simétricas e homogeneidade das
variancias) ou  Mann-Whitney  (varidveis assimétricas e/ou
heterogeneidade das variancias). Para verificar a associacdo entre a
avaliacdo da microbiota intestinal e os pardmetros bioquimicos, as
concentracGes de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. foram
categorizadas em tercil, para essa associagdo foi utilizado o teste de
ANOVA (variaveis simétricas e homogeneidade das variancias) ou
Kruskal Wallis (varidveis assimétricas e/ou heterogeneidade das
variancias), foi aplicado o teste ANOVA de tendéncia e teste de
tendéncia pra dados ndo paramétricos, quando houve uma tendéncia de
aumento ou diminuic&o dos valores entre as variaveis politdmicas. Para
variaveis categéricas dicotbmicas, as comparacdes entre 0S grupos
foram realizadas utilizando o Teste Exato de Fisher. Para todos os testes,
foi adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).

4.6 PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEPSH-UFSC) no dia 15 de abril de 2013, com o CAAE n°
13778413.1.0000.0121 e parecer n° 245.650 (Anexo A).
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5 RESULTADOS

5.1 MANUSCRITO

Obesidade mdrbida: Associacdo entre microbiota intestinal
(Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.) e parametros metabdlicos

Titulo curto: Microbiota intestinal em obesas mérbidas

Conflito de interesse:
No presente estudo ndo ha conflito de interesse

Financiamentos

Programa de Pds-Graduacdo em Nutricdo/UFSC - Programa de
Bolsas Demanda Social / Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES); concessdo de bolsa de estudo ao autor
principal.
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Resumo

Introducéo e objetivos: A microbiota intestinal desempenha um papel
importante na patogénese da obesidade e nas desordens metabdlicas
associadas. Portanto, o0 objetivo desse estudo foi avaliar as
concentracBes fecais de Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., pH
fecal e parametros metabolicos das mulheres obesas e comparar com as
mulheres eutr6ficas, e associar as concentracfes fecais de
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp com os parametros
metabdlicos, em mulheres com obesidade morbida. Métodos: Estudo
transversal realizado com 19 mulheres com obesidade mérbida no pré-
operatorio de cirurgia bariatrica e 13 mulheres eutroficas. Foram
realizadas coleta de fezes para determinacdo das concentracbes de
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. e pH fecal, coleta de sangue
para determinacdo dos pardmetros lipidicos e glicémicos, coleta de
dados clinicos e avaliacdo do estado nutricional. Para todos os testes
estatisticos realizados, foi adotado o nivel de significancia de p<0,05.
Resultados: As concentragfes fecais de Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp. e pH fecal das mulheres obesas ndo diferiram das
mulheres eutréficas. As concentragdes plasmaticas de HDL-c, VLDL-c,
triacilglicerol, hemoglobina glicada, insulina e HOMA-IR, apresentaram
diferenca significativa entre os grupos de estudo (p<0,05). Nao houve
associacdo da microbiota intestinal como os parametros glicémicos e
lipidicos, em mulheres com obesidade morbida. Conclusdo: As
concentracBes de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp séo similares
nos grupos estudados, como também ndo houve associacdo dessas
bactérias com os parametros metabdlicos. Resultados esses com possivel
influéncia do periodo de acompanhamento e orienta¢cdes nutricionais,
gue antecedem a indicacdo da cirurgia N&o obstante, o presente estudo
confere subsidio para a continuidade de estudos longitudinais que
avaliem intervencdes.

Palavras-chave: Microbiota intestinal; parametro glicémico; perfil
lipidico; obesidade morbida.
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Introducéo

A obesidade é um dos problemas de salde publica que mais
cresce no mundo, a ponto de ser considerada uma epidemia global. De
acordo com a World Health Organization (WHO) a obesidade é
caracterizada pelo acOmulo excessivo de gordura corporal,
representando um problema de abrangéncia mundial (1).

Na obesidade o acimulo de tecido adiposo leva a producéo de
citocinas pro-inflamatorias que contribuem para o desenvolvimento de
um quadro de inflamagdo cronica, podendo interferir em varias vias
metabdlicas do organismo, tais como a via de sinalizagdo de insulina,
gue pode alterar a homeostase glicémica e culminar com o
desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2, bem como alteragdes no
perfil lipidico, resultando em dislipidemia (2, 3).

Além dos fatores comumente envolvidos nas disfungdes
metabdlicas presentes no individuo obeso, a microbiota intestinal pode
estar relacionada com a patogénese e a progressdao da obesidade,
particularmente na regulagdo de energia e no armazenamento de
gordura. Este processo é decorrente de diversos mecanismos, dentre
eles: a absorcdo de energia a partir da dieta, a regulacdo do
armazenamento de gordura, lipogénese e oxidacdo de acidos graxos,
modulagdo de hormdnios peptidicos gastrointestinais aferentes e
inducdo da endotoxemia metabdlica (4).

Estudos tém demonstrado que ratos germ-free sdo resistentes a
obesidade induzida por dieta, os mecanismos metabolicos subjacentes a
esta resisténcia incluem a diminuicéo da absorcdo de glicose, geracao de
acidos graxos de cadeia curta no limen intestinal, reducdo da lipogénese
hepética, aumento da oxidacdo de &cidos graxos e diminui¢do no
deposito de triacilglicerol nos adipdcitos (5-7).

Ressalta-se que quando em dishiose, a microbiota intestinal do
individuo obeso pode contribuir para o desenvolvimento da inflamacéo
e da resisténcia a insulina, por meio do seu papel na regulacdo da
homeostase da energia, do armazenamento de gordura e pela inflamagéo
crbnica que pode induzir (8).

Neste contexto, observa-se que a microbiota intestinal pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento da obesidade,
assim como nas desordens metabolicas associadas. Portanto, o objetivo
desse estudo foi de avaliar as concentragdes fecais de Bifidobacterium
spp., Lactobacillus spp., pH fecal e pardmetros metabdlicos das
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mulheres obesas e comparar com as mulheres eutréficas, como também
associar as concentracdes fecais de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus
spp com os parametros metabdlicos, em mulheres com obesidade
morbida.

Métodos

Delineamento e participantes do estudo

Participaram deste estudo transversal mulheres com obesidade
morbida no pré-operatdrio de 24 horas de cirurgia bariatrica, assistidos
no Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago da
Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC), SC, Brasil, no
periodo de outubro de 2013 a abril de 2014. Essas mulheres estavam
sendo acompanhadas no ambulatério de Nutricdo e realizavam
tratamento dietoterdpico sendo orientadas a seguir dieta hipocal6rica
com reducgdo de todos os macronutrientes, por um tempo médio de 2
anos e meio.

O método de amostragem foi ndo probabilistico por
conveniéncia. Os critérios de inclusdo para as mulheres com obesidade
mérbida foram: individuos com idade entre 18 e 65 anos, IMC > 40
kg/m? ou >35 kg/m? com pelo menos uma comorbidade, e insucesso no
tratamento ndo-farmacolégico e farmacoldgico. Foram excluidos
aquelas com limitacGes intelectuais significativas sem suporte familiar
adequado; quadro de transtorno psiquiatrico ndo controlado;
dependéncia alcoolica e/ou de drogas ilicitas; uso atual (nos ultimos 30
dias) de farmacos anti-inflamatérios efou antibi6ticos e/ou
imunossupressores e/ou prebidtico e/ou probiético e/ou simbidtico,
fumantes e pacientes do sexo masculino.

Um grupo de mulheres eutrdficas foi recrutado pra efeito de
comparagdo com o grupo de mulheres obesas. Os critérios de incluséo
para os individuos sem obesidade foram: IMC entre 18,5 e 24,9 kg/mz;
peso estavel nos Ultimos trés meses; idade entre 18 e 65 anos. Critérios
de exclusdo: presenca de doengas cronicas ndo transmissiveis, infecto-
contagiosas ou intolerancias/alergias alimentares; atletas ou praticantes
de atividade fisica intensa (>6 MET); fumantes; consumo habitual de
mais de uma dose de bebida alcodlica por semana (metade de uma
garrafa ou uma lata de cerveja, uma taga de vinho ou uma dose de licor);
uso prévio ou atual de drogas; uso de farmacos que influenciam o
apetite, a motilidade intestinal ou absorcdo de nutrientes, antibidticos,
anti-inflamatorios, imunossupressores, hipolemiantes, hipoglicemiantes
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orais, insulina, anti-hipertensivos, diuréticos, laxantes, antiacidos ou
suplementos nutricionais nos ultimos trés meses; uso de prebidticos,
probidticos ou simbidticos nos Gltimos trés meses; gravidas ou lactantes;
vegetarianos; seguimento de uma dieta para perda ou ganho de peso nos
ultimos trés meses; submetido previamente a cirurgias gastrointestinais;
historia pessoal de desordens gastrointestinais (constipacdo, diarreia,
pirose, inchaco, flatuléncia em excesso, dor abdominal).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina com o
nimero 13778413.1.0000.0121, que esta em conformidade com a
Declaragdo Médica Mundial do Helsink (9) e suas emendas. Os
participantes foram convidados a participar € 0s que concordaram
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Protocolo de coleta e preparo do material biolégico

A coleta do material fecal foi realizada no HU/UFSC. Os
participantes do estudo foram orientados a defecar em um recipiente de
plastico e, logo em seguida, transferir uma pequena quantidade de fezes
para um saco plastico com fecho hermético. Apos esses procedimentos,
0s pesquisadores analisavam as amostras no Laborat6rio de Gestdo de
Qualidade em Analises Clinicas. O tempo maximo do ato da defecacdo
até as analises ndo ultrapassou 3 horas.

Em relacdo a coleta sanguinea, um total de 8 mL de sangue
venoso periférico foi coletado, apds jejum noturno de 12 horas, por
profissional capacitado de acordo com técnica padronizada (10)

Avaliacdo da microbiota intestinal

De cada individuo, um grama de fezes foi pesado e diluido em
nove mililitros de dgua destilada e deionizada estéril para afericdo do pH
em pHmetro PHTEK®. De cada individuo também foi pesado um grama
de fezes e diluido em nove mililitros de tamp&o fosfato 0,31 mM. A
partir desta diluicdo (10™") foram realizadas diluicBes decimais seriadas
até 10° por meio da transferéncia de 100 pL da diluicdo anterior para
microtubos estéreis contendo 900 uL de tampao fosfato 0,31 mM cada.
O inéculo (100 pL) de cada diluicdo 10° a 10° foi semeado
uniformemente em toda a superficie do Agar, especifico para cada
bactéria Bifidobacterium spp (11) e Lactobacillus spp (12). As placas,
identificadas com as respectivas dilui¢des e meios, foram incubadas a
37°C durante 72 horas (Bifidobacterium spp.) e 48 horas (Lactobacillus
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spp.) em jarra de anaerobiose com sistema comercial de geracdo de
atmosfera anaerébia (Anaerobac, Probac®, Sdo Paulo, SP, Brasil). Apds
a incubacdo, foi realizada a contagem de Unidades Formadoras de
Coldnias (UFC) de bifidobactérias e de lactobacilos, e determinado o
numero de colbnias por grama de fezes. Para todos os tipos de colénias
isoladas foram feitas laminas que foram coradas para a realizacdo da
coloragdo de Gram e prova da catalase. A reacdo da enzima frutose-6-
fosfato-fosfocetolase foi realizada para confirmacdo do género das
Bifidobacterium spp.

Avaliacdo dos parametros metabdlicos

A insulina foi determinada pelo ensaio imunométrico por
guimioluminescéncia com enzima marcada em fase solida, utilizado o
kit Immulite 2000 systems® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.,
Newark, DE, USA). A glicemia de jejum foi determinada pelo método
enzimatico, de acordo com as instrucdes do fabricante (Dimension RxL
Max® - Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Newark, DE, U.S.A.). A
HbA;C foi determinada pelo método de cromatografia de troca idnica,
utilizando o equipamento D-10 Hemoglobin A1C da BIO-RAD® (Bio-
Rad Laboratories, Berkeley, CA, USA). O calculo do HOMA-IR foi
realizado utilizando a férmula: HOMA= insulina (uU/mL) x glicose
(mmol/L)/22,5 (13). Colesterol total, HDL-c e triglicerideos foram
determinados pelo método enzimatico colorimétrico, kit cartucho Flex®
Reagent CHOL, AHDL e TGL, respectivamente, de acordo com as
instrugdes do fabricante (Dimension RxL Max® - Siemens Healthcare
Diagnostics Inc. Newark, DE, U.S.A)). O LDL-c foi determinado
utilizando a equacdo de Friedewald (LDL-c = Colesterol total - HDL-c -
Triglicerideos/5), em que Triglicerideos/5 representa o VLDL-c (14).

Avaliacéo do estado nutricional

Para a avaliagdo do estado nutricional foram realizadas
aferi¢Bes antropométricas de peso e estatura por profissional capacitado,
seguindo técnicas propostas pela WHO (15). O peso foi mensurado
utilizando uma balanca eletrdnica (Welmy®, Santa Barbara do Oeste,
SP), com capacidade de 300 kg e precisdo de 50 g. Os individuos foram
pesados com o minimo de indumentaria, descalgos, na posicdo ereta no
centro da plataforma da balanca e com os bragos soltos ao longo do
tronco (15). A altura foi medida por um estadibmetro acoplado &
plataforma com capacidade de 2,00 m e precisdo de 0,5 centimetros. O
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IMC foi calculado como peso (kg)/altura® (m) e classificado de acordo
com a WHO (16).

Avaliacao de variaveis demogréficas e clinicas

Idade, comorbidades associadas e farmacos utilizados foram
obtidos do prontuario do paciente. Dados referentes a cor da pele,
alteragdes gastrointestinais, habitos intestinais e realizagdo de cirurgia
anterior no trato gastrointestinal foram coletados em entrevista direta.

Analise estatistica

Os dados foram organizados em banco de dados no programa
Microsoft Office Excel 2010®. A andlise estatistica foi realizada no
programa estatistico STATA® versdo 11.0 para Windows® (Stata Corp.,
College, Texas, EUA). As variaveis continuas foram sintetizadas em
média e desvio padrdo quando a distribuicdo foi simétrica, ou mediana e
intervalo interquartil quando a distribuicdo foi assimétrica. Em
contrapartida, as variaveis categoricas foram descritas em categorias e
frequéncia. Para avaliacdo da normalidade dos dados foi aplicado o teste
de Shapiro-Wilk. Para verificar diferengas entre os grupos de estudo foi
utilizado o Teste-T (varidveis simétricas e homogeneidade das
variancias) ou  Mann-Whitney  (varidveis assimétricas e/ou
heterogeneidade das variancias). Para verificar a associa¢do entre a
avaliacdo da microbiota intestinal e os pardmetros bioquimicos, as
concentracGes de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. foram
categorizadas em tercil, para esse associa¢do foi utilizado o teste de
ANOVA (varidveis simétricas e homogeneidade das variancias) ou
Kruskal Wallis (varidveis assimétricas e/ou heterogeneidade das
variancias), foi aplicado o teste ANOVA de tendéncia e teste de
tendéncia para dados ndo paramétricos, quando houve uma tendéncia de
aumento ou diminuicdo dos valores entre as variaveis politbmicas. Para
variaveis categéricas dicotbmicas, as comparagdes entre 0S grupos
foram realizadas utilizando o Teste Exato de Fisher. Para todos os testes,
foi adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).

Resultados
Trinta e duas cirurgias bariatricas foram realizadas entre o

periodo de outubro de 2013 a abril de 2014. Das 27 mulheres elegiveis,
obteve-se um percentual de perda de 29,6%, pelo fato dessas mulheres



70

ndo conseguirem evacuar antes da cirurgia e por desistirem do estudo,
desta forma a amostra de estudo foi constituida por 19 mulheres com
obesidade mérbida no pré-operatdrio de cirurgia bariatrica, sendo que
trés foram pra cirurgia sem realizar a coleta de sangue, por falha na
operacionalizacdo da coleta. O grupo de mulheres eutréficas foi
composto por 13 mulheres eutréficas (Figura 1).

Caracteristicas das participantes do estudo.

A mediana de idade do grupo de mulheres obesas foi de 34 anos
e do grupo de mulheres eutr6ficas foi de 26 anos. Nas mulheres com
obesidade mdrbida, as doencas associadas mais freqlientes foram
hipertensdo arterial sistémica (63%), esteatose hepatica (42%) e diabetes
mellitus tipo 2 (32%). Os medicamentos mais utilizados foram anti-
hipertensivos (52%), diuréticos tiazidicos (26%) e hipoglicemiantes
orais (26%). Nenhuma cirurgia anterior no trato gastrointestinal foi
realizada pelas participantes do estudo. A maioria das mulheres era da
cor branca e ndo apresentava constipacdo. As alteragdes gastrointestinais
presentes foram gases (n=4), diarréia (n=3), constipa¢do (n=2) e vdmito
(n=1) (Tabela 1).

Microbiota intestinal e parametros metabélicos

As concentragdes fecais de Bifidobacterium spp., Lactobacillus
spp. e pH fecal ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos de estudo, embora, as concentracdes de Bifidobacterium spp.
tenham apresentado-se maiores no grupo das mulheres com obesidade
morbida. Em contraste, as concentracdes plasmaticas de HDL-c, VLDL-
¢, triacilglicerol, hemoglobina glicada, insulina e HOMA-IR,
apresentaram diferenca significativa entre os grupos de estudo (p < 0,05)
(Tabela 2).

Mulheres com  obesidade moérbida tinham  maiores
concentracBes de HDL-c e menores concentracbes de VLDL-c,
triacilglicerol, hemoglobina glicada e HOMA-IR quando as
concentracGes de Bifidobacterium spp. foram maiores, embora essas
alteracBes ndo tenham sido significativas (p > 0,05) (Tabela 3). As
concentracBes de LDL-c foram menores quando houve uma maior
concentracdo de Lactobacillus spp., contudo essa modificacdo ndo foi
significativa (p > 0,05) (Tabela 4).
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Discussao

A microbiota intestinal desempenha um papel importante na
patogénese da obesidade, individuos obesos possuem alteracdo na
composicdo dessa microbiota, caracterizando assim um quadro de
dishiose (4, 17). Entretanto, no presente estudo, quando se comparou a
microbiota intestinal de mulheres obesas morbidas com mulheres
eutréficas ndo se observou diferenca nas concentragcbes de
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.. Porém deve-se ressaltar o
fato de que o grupo de mulheres obesas foi composto de mulheres no
pré-operatorio de cirurgia bariatrica e, portanto, realizavam tratamento
dietoterapico sendo orientadas a seguir dieta hipocaldrica com reducéo
de todos 0s macronutrientes.

Sabe-se que a composicdo da microbiota intestinal é
influenciada por vérios fatores ambientais, dentre eles a alimentagdo.
Estudos mostram que as mudangas na concentracdo de bactérias nos
individuos obesos podem ser revertidas depois de uma perda de peso
induzida por dieta, fazendo com que a microbiota do individuo obeso se
assemelhe a de um individuo eutréfico (18, 19). Situacdo essa que pode
ter acontecido com as mulheres obesas morbidas do presente estudo.

Resultado semelhante ao nosso estudo foi encontrado por Zuo
et al (20), que avaliaram as concentracfes de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp. em individuos obesos de ambos 0s sexos e ndo
observaram diferenca significativa das concentracGes dessas bactérias
guando compararam 0 grupo obeso com o grupo ndo obeso. Ressalta-se
gue Zuo et al (20) utilizou metodologia semelhante a do presente estudo
e afirma que os métodos de cultura sdo indispensaveis para estudar a
relacdo entre obesidade e bactérias do intestino.

A composicdo da microbiota intestinal é também influenciada
por intervengdes cirdrgicas e presenca de diarreia, no presente estudo
nenhuma das mulheres realizou cirurgia anterior no trato gastrointestinal
e apenas quatro mulheres apresentaram quadro diarréico. Embora a
idade das mulheres tenha apresentado diferenca significativa entre os
grupos, ambos os grupos eram composto por mulheres adultas, e durante
a vida adulta a composicdo da microbiota intestinal ao nivel de espécie é
relativamente estavel (21).

As Dbifidobactérias e o0s lactobacilos sdo bactérias que
desempenham papel benéfico a salide humana por reduzirem o pH por
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meio da producdo de 4cidos graxos de cadeia curta, inibindo assim o
crescimento de bactérias patogénicas (22). No presente estudo nédo foi
observada diferenca significativa nas concentracBes de pH entre os
grupos avaliados, com mediana de 6,9 em ambos 0s grupos, sendo esse
pH favoravel para o crescimento das bifidobactérias, as quais possuem
um pH 6timo para crescimento de 6,0-7,0 (23). Entretanto, essa faixa
ndo é favoravel para o crescimento dos lactobacilos, uma vez que essas
bactérias sdo aciddricas com pH 6timo para crescimento entre 5,5-6,2
(24)

Na populacdo estudada encontrou-se diferenca significativa nas
concentragcdes plasmaticas de HDL-c, VLDL-c, triacilglicerol entre
mulheres obesas e eutrdficas, entretanto ndo houve associacdo dos
parametros lipidicos com a microbiota intestinal.

A microbiota intestinal desempenha papel importante no
metabolismo lipidico. Mecanismos pelos quais a microbiota intestinal se
relaciona com os lipidios no sangue tém sido propostos, dentre eles
destaca-se que os acidos graxos de cadeia curta, como 0 propionato e o
acetato, produzidos a partir da fermentagdo bacteriana no c6lon entram
no fluxo sanguineo para o figado. O propionato diminui a sintese do
colesterol por inibicdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase
(HMG-CoA). Além disso, 0 acetato & um precursor do acetil-CoA,
enzima esta envolvida na lipogénese hepatica. Como também, a
conjugacdo dos acidos biliares pela microbiota intestinal aumenta a
excrecdo fecal de acidos biliares que, por sua vez, aumenta a demanda
de colesterol no figado para a sintese de novos acidos biliares, reduzindo
assim as concentracfes de colesterol do sangue (25). Como também,
estudos tém verificado que o aumento da producdo de triacilglicerol no
figado, pode estar associado com a reducdo da expressdo da
angiopoietina tipo 4 (5, 6).

No presente estudo as mulheres com obesidade morbida
apresentaram em média concentragdes de colesterol total, LDL-c,
VLDL-c e triacilglicerol na faixa da normalidade, fato este que pode ter
contribuido para auséncia de significAncia nas associacdes dos
parametros lipidicos com as concentraces de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp.. Da mesma maneira no estudo de Teixeira et al (26),
ndo foi encontrada correlacdo entre as concentra¢des de Bifidobacterium
spp. e as concentragbes de colesterol total, LDL-c e triacilglicerol em
mulheres obesas que apresentaram a mediana dessas fra¢des na faixa da
normalidade. Contudo, nesse estudo eles observaram uma correlagédo
positiva entre HDL-c e Bifidobacterium spp (r = 0,35), fato esse ndo
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observado em nosso estudo, apesar de ambos 0s estudos apresentarem
concentracdes de HDL-c abaixo do recomendado.

Em relacdo aos pardmetros glicémicos, as concentracOes
plasméaticas de hemoglobina glicada, insulina e¢ HOMA-IR,
apresentaram diferencas significativas entre a populacdo estudada,
contudo ndo houve associacdo desses pardmetros com a microbiota
intestinal.

A microbiota intestinal estd associada com parametros
glicémicos, pois varios compostos derivados de micro-organismos estéo
relacionados com alteragcdes da homeostase glicémica dentre eles ha os
lipopolissacarideo (LPS). O LPS, derivados da parede celular de
bactérias gram-negativas, favorece a ocorréncia da hiperglicemia e
resisténcia a insulina (27). Pesquisas mostram que as concentragdes
plasmaticas de LPS estdio associadas positivamente com a insulina e
glicemia de jejum (28, 29). Além disso, os acidos graxos de cadeia
curta, principais produtos da fermentacdo das bactérias, ligam-se aos
receptores acoplados a proteina (GPCRs), a Gpr4l e Gpr43, apos sua
absorcdo intestinal. Estes receptores sdo expressos em células epiteliais,
no sistema enddcrino e nos adipdcitos (30). A estimulacdo destes
receptores promove a secrecao de peptideos do intestino, GLP-1, GLP-2
e PYY, pelas células L intestinais, estes peptideos atuam em varios
orgados, incluindo o trato gastrointestinal, cérebro, figado e tecido
adiposo, contribuindo assim para a melhoria da fungdo da barreira
intestinal e da homeostase da glicose (31).

As concentracGes de lactobacilos e bifidobactérias das mulheres
obesas foram semelhantes as mulheres eutr6ficas, 0 que sugere que as
mulheres obesas talvez ndo apresentassem quadro de disbiose, e essa
situacdo € capaz de melhorar a funcdo da barreira intestinal, diminuindo
a permeabilidade intestinal e a translocacdo bacteriana, acarretando
diminuicdo nas concentracfes plasmatica de LPS. Além disso, a
possivel auséncia de dishiose nas pacientes obesas faz com que o
processo de fermentacdo aconteca de maneira adequada, e, por
conseguinte, producdo adequada das concentracfes de acidos graxos de
cadeia curta (32, 33). Dessa forma, essas situacdes podem justificar o
motivo da auséncia de significAncia na associagdo entre as
bifidobactérias e os lactobacilos, com os pardmetros glicémicos.
Ressalta-se também que as mulheres com obesidade morbida
apresentaram concentrages de glicemia de jejum, hemoglobina glicada
e insulina, na faixa da normalidade. Além disso, a utilizacdo de
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medicamentos hipoglicemiantes por 26% das mulheres obesas pode ter
mascarado essa associacao.

Em relacdo as limitagdes do estudo, deve-se considerar o
desenho transversal do estudo, ndo sendo possivel estabelecer relagao de
causa e efeito, tamanho amostral reduzido em decorréncia da perda de
22% das mulheres elegiveis por ndo conseguirem evacuar antes da
realizacdo da cirurgia bariatrica. Como ponto forte destaca-se o cuidado
metodoldgico e a relevancia dos resultados encontrados para 0 meio
cientifico.

Em conclusdo as concentracdes de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp sdo similares nos grupos estudados, como também
ndo houve associagdo dessas bactérias com os parametros metabolicos.
Resultados esses com possivel influéncia do periodo de
acompanhamento e orienta¢fes nutricionais, que antecedem a indicacéo
da cirurgia Néo obstante, o presente estudo confere subsidio para a
continuidade de estudos longitudinais que avaliem intervencdes.
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Figura 1 — Fluxograma do recrutamento das participantes do estudo.
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Tabela 1 — Caracterizagdo das participantes do estudo. Florianépolis,
2014.

Caracteristicas Grupo obesas Grupo eutréficas Valor-p
(n=19) (n=13)
Idade (anos)” 34 (31; 47) 26 (24; 27) <0,001"
Cor da pele (n, %)
Branco 18 (95) 12 (92) 0,655
Né&o-branco 1(5) 1(8)
Alteraces gastrointestinais
(n, %) 8 (42) - 0, 015"
Presenca 11 (58) 13 (100)
Auséncia
Habitos intestinais (%)
4-7 vezes por semana 17 (89) 11 (85) 0,542**
<4 vezes por semana 2(11) 2 (15)
Peso (kg)™ 118,7 +14,3 57,3%6,1 <0,001*
IMC (kg/m?)™ 458 +4,7 219+21 <0,001"

“Dados em mediana e intervalo interquartil; ~Dados em média e desvio padrio; *Teste Mann-
Whitney; ** Teste de Fisher.

Tabela 2 — Comparacdo da microbiota intestinal e parametros
metabdlicos entre mulheres obesas e eutroficas. Floriandpolis, 2014.

Parametros Grupo obesas Grupo eutréficas Valor p
(n=19) (n=13)

fﬂfidobacterium spp (UFC)" 14,7 (12,4, 18,1) 12,6 (12,1; 14,2) 0,199*
Lactobacillus spp (UFC)™ 16,8+ 27 16,1 +2.2 0,435
pH fecal” 6,9 (6,6; 7,0) 6,9 (6,7, 7,1) 0,454"
Colesterol total (mg/dL) ™ 1754 +48,1° 181,8 +31,1 0,679
LDL-c (mg/dL) ™ 110,8 + 44,3" 111,1+24.3 0,878"
HDL-c (mg/dL) ™ 36,4+10,2" 58,9 + 15,4 <0,001**
VLDL-c (mg/dL) " 29,3 (22,0;36,7) 15,2 (11,6; 20,4) 0,001"
Triacilglicerol (mg/dL) 146,5(111,5; 183,5) ™ 76,0 (58,0; 102,0) 0,001"
Glicemia de jejum (mg/dL) = 90,0(79,0; 106,0) ™ 90,0(85,0; 91,0) 0,860"
Hemoglobina glicada (%) 57 (53;6,0)" 5,1 (5,0; 5,3) <0,001"
Insulina (uIU/ml) ~ 20,0+6,8~ 6,8+472 <0,001*
HOMA-IR ™ 47+21" 15+09 <0,001*

UFC: unidade formadora de col6nias; LDL-c - lipoproteina de baixa densidade; HDL-c —
lipoproteina de alta densidade; VVLDL-c - lipoproteinas de densidade muito baixa; HOMA-IR:
Homeostases Model Assessment — Insulin Resistance; “Variavel com dados ignorados;
“Mediana e intervalo interquartil; “Média e desvio padrdo; ™ Dados apresentados em Log,
“Teste Mann-Whitney; ** Teste T.
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Tabela 3 — Andlise bivariada de associacBes entre contagem de

Bifidobacterium spp e par@metros metabolicos

obesidade morbida (n=16). Floriandpolis, 2014.

em mulheres com

Parametros Bifidobacterium spp
Metabolicos Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3 Valor
p

Colesterol total 165,0 + 63,4 203,8 + 49,2 166,8 + 24,6 0,423"
(mg/dL)*
LDL-c 110,3+54,9 140,2 + 27,3 91,5+ 36,0 0,247
(mg/dL) *
HDL-c 32,8+86,2 36,8194 39,8 +13,8 0,246
(mg/dL) * *
VLDL-c 31,8(22,6;452)  30,7(228;39,2) 27,2(22,0;32,6) 0,432
(mg/dL) **
Triacilglicerol 159,0 (113,0; 153,5 (114,0; 136,0 (110,0; 0,432
(mg/dL) ** 226,0) 196,0) 163,0)
Glicemia de 100,0 (79,0; 84,5(80,0;92,5) 88,0(79,0;1050) 0,572"
jejum 122,0) -
(mg/dL)*
Hemoglobina 59 (5,6; 7,4) 5,6 (5,2; 6,0) 5,5 (5,3; 6,0) 0,260
glicada (%)™
Insulina 19,1+8,9 19,550 213£6,5 0,597
(WIU/ml)*
HOMA-IR* 53+33 42+13 46+1,0 0,589"

LDL-c - lipoproteina de baixa densidade; HDL-c — lipoproteina de alta densidade; VLDL-c -
lipoproteinas de densidade muito baixa; HOMA-IR - Homeostases Model Assessmen — Insulin
Resistance; * Média e desvio padrdo; ** Mediana e intervalo interquartil; "Teste de ANOVA de
heterogeneidade; “Teste de ANOVA de Tendéncia; ““Teste de Kruskall-Wallis; “ Teste de

tendéncia para dados ndo paramétricos.
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Tabela 4 — Analise bivariada de associacdo entre contagem de Lactobacillus
spp e parametros metabdlicos em mulheres com obesidade morbida (n=16).

Floriandpolis, 2014.

Parametros Lactobacillus spp
Metabolicos Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3 Valor
p

Colesterol total 176,6 + 58,0 162,8 +43,0 186,4 + 47,6 0,764"
(mg/dL)*
LDL-c 122,8 +51,4 111,6 +37,2 95,4 + 46,7 0,777
(mg/dL) * *
HDL-c 335+6,4 33,2+9,0 43,2+ 13,2 0,209"
(mg/dL) *
VLDL-c 28,3(22,6;452) 258(20,0;30,0) 32,6(28,6;350) 0,363
(mg/dL) ** -
Triacilglicerol 1415 (113,0; 129,0 (100,0; 163,0 (143,0; 0,363
(mg/dL) ** 226,0) 150,0) 175,0) -
Glicemia de 90,0 (90,0;91,0)  88,0(84,0;92,0) 86,5(86,0;87,00 0,573
jejum (mg/dL) -
++
Hemoglobina 5,7 (5,4; 6,0) 5,3 (5,2;5,8) 6,0 (5,6; 6,1) 0,523
glicada (%)™ -
Insulina 225+78 17,0 £ 6,4 20,059 0,432"
(uIU/ml) *
HOMA-IR* 52+24 43+28 46+10 0,785

LDL-c - lipoproteina de baixa densidade; HDL-c — lipoproteina de alta densidade; VLDL-c -
lipoproteinas de densidade muito baixa; HOMA-IR - Homeostases Model Assessmen — Insulin
Resistance; * Média e desvio padrdo; ** Mediana e intervalo interquartil; "Teste de ANOVA de
heterogeneidade; ““Teste de ANOVA de Tendéncia; ““Teste de Kruskall-Wallis; “ Teste de

tendéncia para dados ndo paramétricos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Esse estudo € a primeira fase de um projeto maior que pretende
avaliar o efeito da suplementacdo de prebidtico e simbidtico na
microbiota intestinal e nos parametros metabdlicos apds a derivacdo
gastrica em Y de Roux. Nesta fase objetiva-se avaliar as concentracfes
de Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., pH fecal, pardmetros
glicémicos, HOMA-IR e pardmetros lipidicos, em mulheres com
obesidade moérbida no pré-operatério de cirurgia bariatrica, bem como,
avaliar associagdo da concentragdes de Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp., com os parametros metabolicos. Dentre 0s principais
resultados encontrados, destacam-se:

a) As concentraces fecais de Bifidobacterium
spp., Lactobacillus spp., e pH fecal ndo apresentaram
diferencas significativas entre as mulheres com obesidade
mérbida e as mulheres eutroficas;

b) Mulheres com obesidade morbida
apresentaram valores de VLDL-c, triacilglicerol, hemoglobina
glicada, insulina e HOMA- IR superiores as mulheres
eutroficas, ndo houve diferenca entre os grupos em relacdo a
colesterol total, LDL-c e glicemia de jejum;

C) Embora sem significancia estatistica, mulheres
com obesidade mérbida apresentaram maiores concentracGes de
HDL-c e menores concentragcbes de VLDL-c, triacilglicerol,
hemoglobina glicada e HOMA-IR quando as concentrag¢fes de
Bifidobacterium spp. foram maiores;

d) Mulheres com obesidade morbida tinham
concentracBes de LDL-c menores quando houve uma maior
concentracdo de Lactobacillus spp., contudo essa modificacdo
nao foi estaticamente significativa;

Esses resultados ressaltam a importancia da avaliacdo da
microbiota intestinal de individuos obesos morbidos gera uma
perspectiva de melhora dessa microbiota intestinal ap6s o tratamento
pos-cirurgico, como também conferem subsidios para a elaboracdo de
estudos que avaliem intervencdes destinadas a mudanca da microbiota
intestinal e possivel melhoras nos pardmetros metabolicos.
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7 LIMITACOES DO ESTUDO

Em relacdo as limitagdes do estudo, deve-se considerar o
desenho transversal do estudo, ndo sendo possivel afirmar se a
exposicdo precedeu o desfecho. O tamanho amostral definido por meio
do método ndo probabilistico por conveniéncia também apresenta
limitacBes visto que os resultados encontrados no estudo ndo podem ser
expandidos para a populagdo, como também o tamanho amostral
reduzido em decorréncia da perda de 22% das mulheres elegiveis por
ndo conseguirem evacuar antes da realizacdo da cirurgia bariéatrica.
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APENDICES
APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVREE
ESCLARECIDO

O(A) Senhor(a) estd sendo convidado (a) a participar, como
voluntério, numa pesquisa cientifica resultante de parceria entre a
Universidade Federal de Santa Catarina e o Hospital Universitério
Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU). Por favor, leia com atencdo e
cuidado as informacBes a seguir e se desejar, discuta com sua familia,
para gque a sua participacdo possa ser uma decisdo bem informada. Caso
aceite fazer parte do estudo assine ao final deste documento (has duas
vias). Uma delas é sua e a outra do pesquisador responsavel.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA

1. Instituicdo sede da pesquisa: Departamento de Nutricdo
(NTR) do Centro de Ciéncias da Saide (CCS) no Campus Trindade
(Floriandpolis-SC) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Telefone fixo: (48) 3721-9784 (ramal 23).

2. Titulo do projeto: Efeito da suplementacdo de prebidtico e
simbidtico sobre marcadores inflamatorios, perfil celular de &cidos
graxos e microbiota intestinal, antes e apos a cirurgia bariatrica.

3. Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Erasmo Benicio Santos de
Moraes Trindade.

4. Garantia de informacéo e desisténcia: O(A) Senhor(a) sera
esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer ponto que desejar.VVocé é
livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou
interromper a participacdo, a qualquer momento. Mesmo que o(a)
Senhor(a) ndo queira participar do estudo, ndo havera nenhuma
desvantagem, inclusive em relagdo ao seu tratamento e aos cuidados que
tenha direito a receber.

5. Descricdo do estudo: A pesquisa acontecera no Hospital
Universitario Polydoro Ernani de Sdo Thiago, localizado no Campus
Universitario, municipio de Floriandpolis, estado de Santa Catarina.
Serdo convidados a participar do estudo pessoas com diagndstico de
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obesidade que realizardo a cirurgia bariatrica e metabdlica neste hospital
ou que tenham indicacdo de realizar a cirurgia. Adicionalmente, serdo
convidados a participar dessa pesquisa individuos sem diagndstico de
obesidade (eutr6fico) e nenhuma comorbidade associada que
caracterizard o grupo controle. Neste estudo, pretende-se avaliar se a
suplementacdo de prebidtico ou simbidtico antes e apds a cirurgia
bariatrica e metabolica apresenta beneficios a salde humana.
Prebioticos sdo produtos alimentares ndo digeridos pelo corpo e que
estimulam o crescimento de bactérias benéficas no intestino. Probi6ticos
sd0 micrébios vivos (ou bactérias vivas) que, quando ingeridos em
quantidades adequadas, produzem beneficios a salde humana. Essas
bactérias sdo consideradas seguras para 0 consumo, desde que
consumidas na dose correta. Ja os simbidticos sdo produtos que contém
tanto prebidticos quanto probidticos. Entre os beneficios que estes
suplementos podem trazer, destaca-se a melhora da salde do intestino e
a melhora da defesa do organismo, além de auxiliar na perda de peso.
Apesar disso, € importante destacar que todos estes beneficios foram
observados em individuos sem obesidade ou com outras doengas. Em
seres humanos com obesidade, ainda existe divida se estes suplementos
podem trazer todos estes beneficios, tanto antes quanto apés a cirurgia
bariatrica e metabdlica. Assim, o resultado da pesquisa pode trazer
informagOes importantes para individuos que realizaram a cirurgia
bariatrica e metabdlica ou que a realizardo no futuro.

Caso aceite participar, serdo coletados: dados do prontuario; peso
e altura; amostras de sangue para avaliagdo em laboratério e amostras de
fezes para avaliacdo da microbiota intestinal. Microbiota intestinal
refere-se ao conjunto de bactérias presentes no intestino do ser humano,
ajudando no bom funcionamento do mesmo.

- Para os individuos que estiverem internados e realizarem a
cirurgia bariatrica e metabdlica: as avaliagdes serdo feitas em trés
momentos: imediatamente antes de iniciar a cirurgia bariatrica, 30 e 45
dias apos a cirurgia. Estes individuos serdo distribuidos em trés grupos,
sendo que 0s mesmos serdo orientados a ingerir suplemento nutricional
de prebidtico (grupo prebidtico) ou simbiético (grupo simbidtico) ou
maltodextrina (grupo placebo) na quantidade de 6 gramas por dia. A
ingestdo dos suplementos tera duracdo de 15 dias, e serd iniciada apds
completar 30 dias de cirurgia.

- Para os individuos que estiverem apenas em acompanhamento
no Ambulatério de Nutricdo e Cirurgia Bariatrica e Metabdlica, as
avaliagBes também serdo realizadas em trés momentos: na primeira
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consulta, 15 e 30 dias ap6s a primeira consulta. Estes individuos
também serdo distribuidos em trés grupos, sendo que 0S mesmos serao
orientados a ingerir suplemento nutricional de prebidtico (grupo
prebidtico) ou simbidtico (grupo simbidtico) ou maltodextrina (grupo
placebo) na quantidade de 6 gramas por dia. A ingestdo dos suplementos
tera duracdo de 30 dias, e sera iniciada logo apds a primeira consulta no
respectivo ambulatério.

- Para os individuos do grupo controle sem obesidade, as
avaliagcBes serdo realizadas em dois momentos: no momento pré-
suplementacéo e quinze dias apds suplementagéo

E importante esclarecer que havera uso de placebo (substancia
inativa). Neste estudo, o placebo que sera utilizado é a maltodextrina,
um produto alimentar proveniente do amido de milho. A suplementagéo
com placebo é necessaria para verificar se a suplementacdo de
prebidtico ou simbidtico traz beneficios a salude de individuos obesos,
antes e ap6s a cirurgia bariatrica e metabolica, comparado aos
individuos que sdo suplementados com uma substancia inativa.

A distribuicdo dos participantes do estudo para um dos grupos
sera realizada por sorteio e o(a) Senhor(a) ndo podera escolher qual dos
grupos quer fazer parte. Durante o periodo da pesquisa, nem o(a)
Senhor(a), nem os pesquisadores terdo conhecimento de qual grupo o(a)
Senhor(a) fara parte. Apenas ao término do estudo sera revelado em qual
grupo o(a) Senhor(a) se encontrava. Em todos os momentos do estudo
sera necessario que o(a) Senhor(a) forneca 20 mL de sangue (totalizando
60 mL na soma dos trés momentos) que serdo coletados pela equipe do
laboratério de analises clinicas do HU. Também sera necessario que o(a)
Senhor(a) forneca uma pequena quantidade de fezes (um grama) que
sera coletado pelo Senhor(a) em um pote plastico e transferidos para um
saco plastico especial fornecido pelos pesquisadores, sem custos
financeiros para o(a) Senhor(a). Essas amostras de sangue e fezes serdo
usadas para dosagem de substdncias e células que servirdo de
indicadores para os possiveis efeitos do prebidtico e simbidtico. Além
disso, havera contatos telefénicos uma vez por semana, a fim de
acompanhar o andamento do estudo.

Caso o(a) Senhor(a) ndo aceite a suplementagdo, solicito a
utilizacdo dos dados do seu prontuario. Reafirmo o compromisso ético
da ndo-violagdo destas informacoes.

6. Riscos e desconfortos: Os efeitos prejudiciais decorrentes da
suplementacdo de prebidtico e simbidticos ndo sdo freqlentes,
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entretanto, pode ocorrer aumento de gases, nauseas, dor na barriga e
infeccBes. Entretanto, estudos em individuos sem obesidade ou que
realizaram cirurgias semelhantes a cirurgia bariatrica e metabdlica, ndo
apresentaram efeitos prejudiciais a saide humana apds a suplementagéo
dessas substancias. Caso o(a) Senhor(a) aceite participar do estudo e
ocorra algum desconforto ap6s o inicio da suplementacdo, favor
interromper o consumo e entrar em contato com 0s pesquisadores.
Importante: Se vocé for alérgico a prebi6tico e/ou simbidtico e/ou
maltodextrina, NAO aceite participar do estudo. No que diz respeito a
coleta de sangue, pode existir desconforto decorrente da entrada da
agulha e retirada do sangue. Com relagdo a coleta de peso e altura e a
coleta de fezes, o estudo ndo preve riscos.

7. Beneficios: Ao participar desta pesquisa vocé nao tera nenhum
beneficio direto (financeiro, por exemplo). Entretanto, esperamos que
este estudo contribua com informacBes importantes a ciéncia. Os
resultados podem trazer beneficios a todos os seres humanos obesos que
forem submetidos a cirurgia bariatrica e metabdlica.

8. Custos: O(a) Senhor(a) ndo terd nenhum gasto com a pesquisa,
uma vez que os procedimentos serdo feitos na propria instituicdo onde €
realizado o tratamento da doenca, e 0s materiais para coleta de fezes e
suplementos serdo doados pelo pesquisador.

9. Esclarecimentos e duvidas:

Se o(a) Senhor(a) tiver alguma ddvida em relacdo ao estudo ou
ndo quiser mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato com o
pesquisador responsavel, Prof. Dr. Erasmo Benicio Santos de Moraes
Trindade, com a Prof. Dra. Marilyn Gongalves Ferreira Kuntz ou com
0s mestrandos Ricardo Fernandes e Bruna Teles Soares Beserra pelos
seguinte meios: telefone fixo: (48) 3721-9784 (ramal 23); telefone
celular: (48) 9615-6587 / 9101-9228 / 9997-9941 / 9621-2336; e-mail:
erasmotrindade@gmail.com / mgfknutri@yahoo.com.br /
ricardontr@gmail.com / brunna_telless@hotmail.com

Se o(a) Senhor(a) estiver de acordo em participar do estudo,
garantimos que as informacdes fornecidas serdo confidenciais e s6 serdo
utilizadas neste trabalho com a finalidade de gerar conhecimento em
salde. Os pesquisadores tém o compromisso de utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa. Os resultados do estudo
poderdo ser publicados em revistas cientificas, apresentados em
congressos ou eventos cientificos, sem que seu home seja mencionado
em parte alguma.
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CONSENTIMENTO DO SUJEITO DA PESQUISA

B e ,
portador do RG: . Fone para
(10101 F-1 (0 JRRRRRRRR concordo de maneira livre e esclarecida

em participar da pesquisa: Efeito da suplementacdo de prebidtico e
simbi6tico sobre marcadores inflamatorios, perfil celular de acidos
graxos e microbiota intestinal, antes e ap6s a cirurgia bariatrica.
Além de ter lido e entendido todas as informacdes fornecidas sobre
minha participacdo na pesquisa, tive oportunidade de discuti-las e fazer
perguntas. Todas as minhas ddvidas foram esclarecidas
satisfatoriamente.  Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento, assisténcia e/ou
tratamento.

Floriandpolis, de de 20

Nome e assinatura do paciente

Prof. Dr. Erasmo B. S. M. Trindade Profé. Dra. Marilyn G. F. Kuntz

Ricardo Fernandes Bruna Teles Soares Beserra
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APENDICE B - Caracterizacdo dos individuos

Caracterizacao dos individuos

N° prontuéario HU/UFSC: N° identificacdo na pesquisa:

Nome:

E-mail:

Telefone:

Procedéncia/Endereco:

Cordapele: ( )Branco () Néo Branco
Data de nascimento: / /
Data da entrevista: / /
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APENDICE C - Avaliag3o da microbiota intestinal, laboratorial,
antropométrica e parametros clinicos.

AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL

Bactérias

N° de Bifidobacterium spp.

N° de Lactobacillus spp.

pH fecal

AVALIACAO LABORATORIAL

Marcador

Insulina (ng/mL)

Glicemia de jejum
(mg/dL)

HOMA-IR

HbAc (%)

Colesterol total (mg/dL)

HDL-c (mg/dL)

LDL-c (mg/dL)

VLDL-c (mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Marcador

Altura

Peso atual

IMC (kg/m2)

Classificacdo

PARAMETROS CLINICOS

Comorbidades associadas:

Farmacos utilizados:

Habitos intestinais: ( ) Diariamente ( ) 4-6 vezes por semana ( ) <4
Vezes por semana.

Alteragdes gastrointestinais: ( ) Nao () Sim Quais:

Intervencgdo cirdrgica anterior no trato gastrointestinal: ( ) N&o ( ) Sim
Quais:
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APENDICE D - Nota de Imprensa

Avaliacao da Microbiota Intestinal e sua Relagdo com
Parametros Metabélicos em Mulheres com Obesidade Mérbida

A obesidade é um dos problemas de salde publica que mais
cresce no mundo, a ponto de ser considerada uma epidemia global. De
acordo com a World Health Organization a obesidade é caracterizada
pelo acumulo excessivo de gordura corporal, representando um
problema de abrangéncia mundial. Além dos fatores comumente
envolvidos nas disfuncGes metabdlicas presentes no individuo obeso, a
microbiota intestinal pode estar relacionada com a patogénese e a
progressdo da obesidade, particularmente na regulacdo de energia e no
armazenamento de gordura

Ressalta-se, que na obesidade o acimulo de tecido adiposo leva
a produgdo de citocinas pré-inflamatérias que contribuem para o
desenvolvimento de um quadro de inflamagdo crbnica, podendo
interferir em varias vias metabolicas do organismo, tais como a via de
sinalizacdo de insulina, o que pode alterar a homeostase glicémica e
culminar com o desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2, bem como
alteragdes no perfil lipidico, resultando em dislipidemia. Alteracdes
dessas vias metabdlicas pela obesidade podem estar relacionadas com a
microbiota intestinal.

Desta forma, a nutricionista e mestranda Bruna Teles Soares
Beserra, do programa de Pds-Graduagdo em Nutricdo da Universidade
Federal de Santa Catarina, sob a orientacdo do Prof. Dr. Erasmo Benicio
Santos de Moraes Trindade, e a colaboragdo da professora Dr* Flavia
Martinello, realizou estudo para avaliar as concentragcbes de
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. e associd—las com os
parametros metabolicos, em mulheres com obesidade mérbida. A
pesquisa foi realizada no Hospital Universitario Professor Polydoro
Ernani de S8o Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina
(HU/UFSC), no periodo de outubro de 2013 a abril de 2014 e incluiu 19
mulheres com obesidade moérbida no pré-operatdrio de cirurgia
bariatrica e 13 mulheres eutroficas.

Como resultado, esse estudo mostrou que as concentracdes de
Bifidobacterium spp. e de Lactobacillus spp. das mulheres obesas ndo
diferiram das mulheres eutr6ficas. Como também que as concentragoes
dessas bactérias nas mulheres com obesidade morbida, ndo estdo
associadas com os parametros glicémicos e lipidicos. Esses resultados
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ressaltam a importancia de avaliar a microbiota intestinal de individuos
obesos mdrbidos no pré-operatério da cirurgia bariatrica, visando uma
melhora no tratamento pds-cirurgico.

Portanto, pretende-se dar sequéncia a essa pesquisa
suplementando as mulheres com obesidade morbida recrutadas com
prebidtico ou simbidtico ap6s a cirurgia bariatrica, e avaliar o efeito
dessa suplementagdo nos parametros previamente descritos, buscando
dessa maneira intervengfes que melhorem a microbiota intestinal apés o
tratamento cirargico.

Mais informagcdes podem ser solicitadas pelos e-mails:
brunna_telless@hotmail.com ou erasmotrindade@gmail.com.


mailto:brunna_telless@hotmail.com

108



109

ANEXOS

ANEXO A — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa

Catarina.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plaboforma
SANTA CATARINA - UFSC %Dmﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: SUPLEMENTACAO DE PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS ANTES E APOS A
CIRURGIA BARIATRICA

Pesquisador: Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 13778413.1.0000.0121

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 245.650
Data da Relatoria: 08/04/2013

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:
Diante do exposto. considera-se que as pendéncias foram reselvidas e recomenda-se a aprovagdo do

projeto de pesguisa pelo Comité de Etica.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da COMEP:
MNao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

FLORIANOPOLIS, 15 de Abril de 2013

Aszinador por:
Andréa Ferreira Delgado
(Coordenador)



